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1. Uvod

1.1 Dinarsko krsko podzemlje

Dinaridi (Dinarsko gorje) su mladi juZnoeuropski planinski lanac koji se prostire kroz
Sloveniju, Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu, Crnu Goru i sjevernu Albaniju (Slika 1.). Gorje je
gradeno uglavnom od sedimentnih stijena, vapnenaca i dolomita, koje zbog svoje topivosti u
vodi obogadenoj ugljikovim dioksidom formiraju endokrske oblike poput Spilja, jama, ponora
i kaverni (Ford i Williams, 2013). U Hrvatskoj je 46% teritorija prekriveno krskim podrucjem
koje je dio dinarskog krsa (Gottstein, 2010). S obzirom na veliku pokrivenost krSom, podrucje
Hrvatske je bogato speleoloskim objektima koji jos nisu u potpunosti istrazeni. Osim izuzetno
vrijedne georaznolikosti, koja uklju€uje geoloSku i geomorfolosku raznolikost, dinarsko krsko
podzemlje poznato je i kao podrucje visoke bioloSke raznolikosti (engl. hot spot) (Culver i
Sket, 2000). Visoka raznolikost u podzemlju Sirom Dinarske regije je posljedica intenzivnih
geoloskih dogadaja u proslosti koji su utjecali na migracije i specijacije vrsta (Sket, 1999).
Kolijevka biospeleologije — znanstvene discipline koja proucava podzemna stanista i Zive
organizme koji ih nastanjuju, nalazi se upravo na podrudju slovenske regije Kras po kojoj je
geomorfoloski fenomen kr§ dobio ime (Belles, 1992; Sket, 1996). Prvi poznati znanstveni
opisi Spiljskih vrsta datiraju joS iz 18. i 19. stolje¢a kad su opisane covjecja ribica Proteus
anguinus Laurenti, 1768 i kornjas Leptodirus hochenwartii Schmidt, 1832, obje vrste
otkrivene u Sloveniji (Morton i sur., 1998). U Hrvatskoj je do sad pronadeno viSe od 500
Spiljskih svojti i svakim novim istrazivanjem taj broj raste te se opisuju nove vrste. Skupine
koje broje najvise svojti su kukci, kornjasi, paucnjaci, rakovi, puzevi i stonoge (Ozimec i sur.,
2009). Podzemna stanista su izuzetno osjetljiva i mnoga od njih su visoko ugrozena. Prema
Zakonu o zastiti prirode (NN 80/13) speleoloski objekti su od posebnog interesa za Republiku
Hrvatsku i uZivaju njenu osobitu zastitu te je zabranjeno provoditi zahvate i aktivnosti kojima
se mijenjaju staniSni uvjeti u objektu. Jedan od glavnih uzroka ugrozenosti speleoloskih
objekata i Spiljskih vrsta su organska i anorganska zagadenja podzemnih voda koja nastaju
kao posljedica antropogenih aktivnosti, npr. intenzivna poljoprivreda ili neadekvatno
odlaganje otpada. Osim direktnog zagadenja, najvecu prijetnju predstavljaju hidrotehnicki
zahvati uslijed kojih dolazi do promjene hidrologije i vodnog reZima tekucica. Osim toga,
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znacajan utjecaj imaju izgradnja prometnica, tunela i kamenoloma. Neadekvatno turisticko
uredenje speleoloskih objekata moZe dovesti do rasta organskih obrastaja "lampenflore"
(gljive, alge, mahovine, papratnjace, vise biljke). Takoder mogu utjecati na promjenu
mikroklimatskih uvjeta stanista, npr. povisenje temperature zbog umjetne rasvjete i
posjetitelja. Cesti su slucajevi ilegalnog sakupljanja 3piljske faune uz pomo¢ zamki s

mamcima na koje se moZe uloviti i tisuée primjeraka neke vrste (Ozimec i sur., 2009).

1.2 Rasprostranjenost roda Congeria

Dinarsko krsko podzemlje bogato je brojnim endemskim vrstama medu kojima je osobito
zanimljiv rod Congeria iz porodice Dreissenidae Gray, 1840 (Bilandzija i sur., 2013). Tijekom
tercijara, pet rodova unutar porodice je evoluiralo u Paratetisu, dok su tri roda prezivjela do
danas: Mytilopsis Conrad, 1857, Dreissena van Beneden, 1835 i Congeria Partsch, 1835.
IstraZzivanjem i analizom miocenskih naslaga, Kochansky-Devide i Sliskovic (1978) su
identificirali oko 30 vrsta unutar roda Congeria na podrucju Hrvatske i Bosne i Hecegovine.
Prema filogenetskim i molekularnim analizama Bilandzija i sur. (2013), unutar roda Congeria
su se razdvojile tri reliktne vrste koje nastanjuju podrucje dinarskog krsa i jedini su podzemni
Skoljkasi na svijetu: 1) Congeria kusceri Bole, 1962, 2) Congeria mulaomerovici Morton &
BilandZija, 2013, te 3) Congeria jalzici Morton & Bilandzija, 2013. Vrste su se razdvojile
tijekom miocena i pliocena te ih je vrlo tesSko razlikovati na temelju morfologije (Bilandzija i

sur., 2013).

Zivuéa kolonija jedinki iz roda Congeria prvi put je pronadena 1956. godine u jami Zira u
Popovom polju u Bosni i Hercegovini (Bole, 1962; Jalzi¢, 1998). IstraZivanja su ponovljena
1960. te je vrsta imenovana Congeria kusceri. Daljnjim biospeleoloskim istrazivanjima od
1995. do 1997. pronadeno je sedam novih nalazista Skoljkasa C. kusceri na podrucju doline
rijeke Neretve. Sest nalazi$ta, od kojih su tri sa Zivuéim kolonijama, se nalaze u Hrvatskoj,
dok je jedno u BiH (Jalzi¢, 1998). Ljusture jedinki su pronadene i na izvoru rijeke Omble
pokraj Dubrovnika (Schiitt, 2000; Jalzi¢ 2001). Holotip vrste C. jalzici je opisan iz Markovog
ponora u Lici, dok je ekofenotip pronaden u Lukinoj jami koja je najdublja jama u Hrvatskoj

(-1421 m) te je hidroloski povezana s Markovim ponorom. Zahvaljuju¢i modernim genetskim



analizama koje su proveli BilandZija i sur. (2013), znamo da se danasnja rasprostranjenost
roda Congeria u Hrvatskoj odnosi na dvije vrste - C. jalzici i C. kusceri, dok je C.
mulaomerovici do sad nadena samo u slivu rijeke Sane u zapadnoj Bosni. Nakon najnovijih
istrazivanja, poznato je ukupno 15 lokaliteta na podrucju Dinarida koje nastanjuju vrste iz
roda Congeria Cija je rasprostranjenost prikazana na slici 1. (Jalzi¢ i BilandZija, neobjavljeno;
Bilandzija i sur., 2013). Obje vrste naseljavaju podzemna slatkovodna Spiljska stanista koja
prema Nacionalnoj klasifikaciji staniSta svrstavamo u Vodena (slatkovodna) krska 3piljska

stanista H.1.3. (Gottstein, 2010).

Protokol pracenja stanja vrsta Congeria kusceri i Congeria jalzici
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Slika 1. Karta rasprostranjenosti roda Congeria (preuzeto iz BilandZija i sur., 2013). Oznaceni su samo
lokaliteti sa Zivim populacijama. | - lzvir Jamske Skoljke; M - Markov Ponor; L - Lukina jama — Trojama
sustav; DP - Dankov Ponor; O - Oko; S - Suvaja; Db - Dabarska Pecina; T - Tihaljina; Jas - Jasena Ponor;
P - Pukotina u Tunelu Polje Jezero—Perac¢ko Blato; J - Jama u Predolcu; G - Gradnica; Z - Zira; D -
Doljasnica; PI - Plitica.



1.3  Ekologija i godisSnji ciklus vrsta roda Congeria

Sve tri Zivuée vrste roda Congeria su u potpunosti prilagodene na Zivot u podzemlju te ih
svrstavamo u stigobionte jer cijeli Zivotni vijek provode u podzemnim vodama. Uvjeti Zivota
u podzemlju su specificni te su se Zivotinje koje nastanjuju Spiljska stanista tijekom dugog
niza godina, morfoloski i fizioloski prilagodile na takve uvjete. Prema Culveru (1982) Spiljski
organizmi posjeduju neke zajednicke karakteristike: nizak fekunditet, kasnija spolna zrelost,
velika jaja i dugi Zivotni vijek Sto ih svrstava u vrste koje karakterizira K - selekcija (Pianka,
1970; Puljas i sur., 2014). Zbog potpunog nedostatka svjetla, u podzemlju se ne moze odvijati
proces fotosinteze zbog Cega organizmi ne mogu racunati na primarne proizvodace poput
biljaka ili algi, ve¢ ovise o hranjivim tvarima koje se procjeduju s povrsine ili dolaze od
povrsinskih vodenih tokova koji protjecu podzemljem (Culver i Pipan, 2010). Bududi da
ultraljubicasto zracenje ne prodire u podzemlje, pigment gubi svoju funkciju i Zivotinje koje
tu Zive ga viSe ne trebaju (Aden, 2005) pa su tako vrste roda Congeria depigmentirane i
reducirani su im organi za vid (Morton i sur., 1998). Veli¢ina ljusture C. kusceri doseze do 20
mm, dok je C. jalzici velika oko 13 mm. Morfoloski ih je tesko razlikovati jer izgled ljusture
moze varirati. Septum ljusture je kod C. jalzici manji, te ima zaobljen rub za razliku od C.
kusceri kod koje je ravan). Morfoloski se mogu razlikovati i jedinke iste vrste iz razli¢itih
populacija. Ljustura ekofenotipa C. jalzici iz Lukine jame se morfoloski razlikuje od holotipa iz
Markovog ponora zbog prilagodbe na specificne uvjete okolisa u kojem nema jakih strujanja
tijekom promjene razine vode (Bilandzija i sur., 2013). Jedinke Zive pojedinac¢no ili u
skupinama pri¢vrS¢ene bisusnim nitima na podlogu, ali je primijeéeno da se mogu kretati.
Kao i ostali Skoljkasi, hrane se filtriranjem hranjivih Cestica iz vode (Brusca i Brusca, 2003).

Porast temperature vode tijekom prolje¢a (Lucy, 2006; OIKON i Elektroprojekt, 2016) i
promjena razine vode bitno utjeCu na period razmnozavanja kod porodice Dreissenidae u
koju ubrajamo rod Congeria. Oplodnja se dogada u ktenidijama Zenki (Puljas i sur., 2014), a iz
oplodenih jajasaca se razvija planktonska li¢inka veliger koja se pri¢vrsti na podlogu i razvije
u mladog Skoljkasa (Morton i sur., 1998). Gametogeneza se odvija u hladnim jesenskim
mjesecima na zavrSetku mrijesta. Neoplodene jajne stanice i zaostale spermalne stanice
mogu razgraditi pomocéu makrofaga iz hemolimfe te ih koristiti kao izvor hranjivih tvari u
periodima gladovanja kad su izvan vode. Analiza gonada muzjaka i Zenki C. kusceri je

pokazala da se mrijest odvija od svibnja do studenog, a maksimum doseze u ranu jesen



(Puljas i sur., 2014). Rezultati istrazivanja jedinki C. jalzici iz Markovog ponora upucuju na
vaznost dotoka ponornih voda rijeke Like na pocetku i kraju mrijesta jer je moguce da topla
voda u svibnju i lipnju utje¢e na pocetak, a hladna voda u studenom i prosincu na zavrSetak

ciklusa mrijesta (OIKON i Elektroprojekt, 2016).

1.4 Congeria jalzici Morton i Bilandzija, 2013

Vrsta Congeria jalzici Morton i Bilandzija, 2013, sjeverni dinarski Spiljski Skoljkas, zabiljezena
je samo u speleoloskim objektima alpinsko - biogeografske regije. Pronadena je u slivu rijeke
Like na tri lokaliteta, medu kojima je i Markov ponor, u slivu rijeke Kupe u Sloveniji gdje je
poznat jedan lokalitet Izvir Jamske Skoljke (BilandZija i sur., 2014), te tri u slivu rijeke Sane u
sjeverozapadnoj Bosni i Hercegovini. Uz Markov ponor, C. jalzici je zabiljezena u drugim
ponorima Lipovog polja: Dankov ponor i ponor Drazice (Slika 2.) te na podrucju Hajduckih
kukova i na dnu Lukine jame. Svi lokaliteti C. jalzici u Hrvatskoj se nalaze u ekoloskoj mrezi
Natura 2000, a Markov ponor i Dankov ponor su i ciljevi oéuvanja stani$nog tipa 8310 Spilje i
jame zatvorene za javnost podrucja ekoloSke mreze HR2001012 Li¢ko polje (OIKON i
Elektroprojekt, 2016). Obitava u trajno potopljenim podzemnim prostorima, dok u periodu
niskih razina voda dio Skoljkasa preZzivljava izvan vode u visoko vlaznom stanistu (Bilandzija i
Komericki, 2013; BilandZija i sur., 2014). U sklopu izrade Studije o utjecaju na okolis,
analizirana je starost 40 jedinki iz Markovog ponora te je utvrdeno da se dob jedinki kreée od
5 do 22 godine, s tim da je 40% jedinki bilo staro izmedu 15 i 16 godina (OIKON i
Elektroprojekt, 2016). S obzirom da je ova vrsta opisana tek nedavno, njezina ekologija i
fiziologija nisu dovoljno istrazene te ovaj rad nastoji pridonijeti boljem poznavanju vrste, te
donijeti nova saznanja o tome kako potencijalno povisenje temperature vode i dugotrajna

izloZzenost zraku (boravak izvan vode) utje€u na jedinke ove vrste.

U Hrvatskoj se C. jalzici i C. kusceri zbog znacajnog negativnog antropogenog utjecaja i malog
broja utvrdenih lokaliteta, svrstavaju pod kriti¢no ugrozene vrste (CR), a C. kusceri se nalazi u
Crvenoj knjizi Spiljske faune Hrvatske iz 2009. godine. Prema kriterijima za procjenu
ugrozenosti vrsta na globalnoj razini, Medunarodna unija za ocuvanje prirode (IUCN) je
dinarskog Spiljskog Skoljkasa svrstala u kategoriju osjetljive vrste (VU). Prema Zakonu o zastiti

prirode (NN 80/13, 15/18) RH obje vrste su strogo zasti¢ene divlje vrste. Na europskoj razini


https://www.iucn.org/
http://www.iucnredlist.org/details/171942/0
https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013_06_80_1658.html
https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2018_02_15_316.html

nalaze se na dodatcima Direktive o zastiti prirodnih stanista i divlje faune i flore Europske

unije (Hrvatska agencija za okolis i prirodu, http://www.haop.hr/).
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Slika 2. Speleoloski objekti u kojima je pronadena vrsta Congeria jalzici u odnosu na zahvat i Ekolosku

mrezu RH (preuzeto iz OIKON i Elektroprojekt, 2016).

1.5 Povijestistrazivanja vrste C. jalzici u Markovom ponoru te opis
planiranih zahtjeva u blizini

Markov ponor jedan je od Sest speleoloskih objekata unutar ekoloske mreze HR2001012
Licko polje. Prva istrazivanja su provedena tijekom 60-ih godina 20. stolje¢a pod vodstvom
Srecka BoZiCeviéa i SpeleoloSkog saveza Hrvatske, kad je nastao prvotni topografski nacrt

objekta (Slika 3.).
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Slika 3. Prvi nacrt Markovog ponora (pripremio A. Kotenko, preuzeto iz Baksi¢, 2008).

Branko JalZi¢ navodi da je u svibnju 1999. doSao do prvog sifonskog jezera, ali da Congeria
nije primije¢ena na stijenama, niti unutar vode. Unatoc¢ tome, istrazivacki instinkt je nalagao
da, zbog hidroloSke povezanosti Lukine jame i Lickog polja, postoji velika Sansa da je to
staniSte Congerie. Prve ljuSture je pronasao geolog Damir Lackovi¢ u sifonu "mrtvih
Congeria" sto je istrazivate potaknulo na daljnja istraZivanja. U lipnju 1999. prve Zive jedinke
Congeria su pronadene u Sifonu ''ronjenje na dah". Tijekom visokih voda zimi i u proljece,
rijeka Lika utjeCe u ponor zbog ¢ega se vodostaj mijenja te neki dijelovi postaju neprohodni.
Zamijeéeno je da se jedinke pri¢vrS¢uju na mjesta koja nisu izlozena jakim povremenim
strujanjima vode. Daljnjim istraZivanjima ponora pronadene su brojne nove jedinke.
Pronadene su i naslage ljusStura debele oko 50 centimetara, Sto ukazuje na dugotrajno
obitavanje Congeria na ovom nalazistu (Jalzi¢, 2001).

Vodni rezim u Markovom ponoru ovisi o poniranju voda rijeke Like te dotoku voda s
planinskih podrucja juzno i jugozapadno od Lipovog polja. Na rijeci Lici je 1971. izgradeno
akumulacijsko jezero Kruscica kojim je potopljen oko 20 km dug dio toka rijeke za potrebe
HE Senj i HE Sklope. Plan projekta koji predvida izgradnju hidroelektrane Kosinj na podrucju
ekoloske mreze HR2001012 Licko Polje i pripadaju¢eg akumulacijskog jezera na rijeci Lici (uz

ve¢ postojecu HE Sklope i akumulaciju Kruscica) postoji unazad 50 godina. U sklopu
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hidroelektrane planirana je izgradnja tri brane (Kosinj, Sedlo, Bakovac), tunela i kanala
kojima bi se vode potoka Bakovca skrenule prema rijeci Lici te bi se potopio cijeli kanjon
rijeke Like u duljini 2,6 km, dio rijeke Like u duljini 4,5 km, dio potoka Bakovac u duljini 4,7
km te krsko polje Gornjeg Bakovca. lako se Markov ponor nalazi nizvodno od akumulacije i
zahvat ga ne zahvada direktno, studijom je procijenjen negativan utjecaj na speleoloske
objekte smjeStene unutar i u neposrednoj blizini predvidenih granica akumulacije.
Osamnaest speleoloskih objekata bit ée u potpunosti potopljeno, dok njih deset djelomi¢no
(OIKON i Elektroprojekt, 2016). S obzirom na sloZenost i povezanost krskih podzemnih
prostora, gospodarske aktivnosti koje bi narusavale hidroloske veze izmedu nadzemnih i
podzemnih staniSta mogu potencijalno imati znacajan utjecaj na takva stanista i pripadajuce
Zivotne zajednice na Sirem podrucju planirane akumulacije.

Predvida se da ce tijekom rada HE Kosinj, Lipovo polje rjede poplavljivati Sto bi potencijalno
moglo znaciti i manju koli¢inu ponornih voda koje utjeu u Markov ponor. Studijom je
definiran niz mjera ublaZavanja utjecaja koje su potrebne za ocuvanje vrste C. jalzici, s
naglaskom na primjenu procijenjenog ekoloski prihvatljivog protoka na brani Seliste.
Procijenjeni stabilni stanisni uvjeti za C. jalzici ukljuCuju: zadrZavanje vode u sifonima ponora
tijekom veceg dijela godine te vaznost susnog razdoblja tijekom ljeta i povremenih promjena
temperature vode za razmnoZavanje. Opisani utjecaj na C. jalzici je u studiji ocijenjen kao
prihvatljiv te mali do umjereno negativan zbog mjera predostroznosti (OIKON i
Elektroprojekt, 2016).

Ovo istrazivanje je nastalo kako bi se u laboratorijskim uvjetima ispitao utjecaj izloZzenosti
zraku i povisenim temperaturama vode na vrstu C. jalzici zbog potencijalnih promjena

dinamike poplavljivanja njezinog prirodnog stanista.

1.6 Oksidacijski stres

S obzirom da je cilj ovog istrazZivanja ispitati potencijalni utjecaj okolisnih stresnih ¢imbenika -
povisene temperature i dugotrajne izloZenosti zraku na jedinke vrste C. jalzici, u istraZivanju
smo koristili parametre oksidacijskog stresa. Sva Ziva bi¢a tijekom normalnog stani¢nog
metabolizma u malim koli¢inama proizvode reaktivne oblike kisika (ROS, engl. reactive
oxygen species), a njihova se koncentracija odrzava optimalnom mehanizmima

antioksidacijskog sustava. No, promjenom uvjeta okoline te posebice u stresnim uvjetima
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poput ionskog zraCenja, hiperoksije, teskih metala i povisene temperature dolazi do
povecane produkcije ROS odnosno do oksidacijskog stresa, nekontroliranih redoks - reakcija i
posljedi¢nog osteéenja strukture molekula DNA, RNA, ugljikohidrata, lipida i proteina ¢ime se
mijenja njihova prvobitna funkcija. U reaktivne oblike kisika ubrajamo slobodne radikale koji
sadrZze jedan ili vise nesparenih elektrona (superoksidni, hidroksilni i peroksilni radikal) i

neradikalne oblike kisika (singletni kisik i vodikov peroksid) (Valko i sur., 2007).

Zbog izlozenosti slobodnim radikalima, organizam je razvio kompleksan obrambeni sustav:
preventivne mehanizme, mehanizme popravka, fizicku obranu i antioksidacijsku obranu.
Antioksidansi su tvari koje mogu znacajno usporiti ili u potpunosti sprijeciti oksidaciju drugih
molekula. Ravnoteza izmedu oksidansa i antioksidansa je klju¢na za normalno funkcioniranje
stanica i organa. Antioksidacijski sustav ukljuuje antioksidacijske enzime kao Sto su
superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) i katalaza (KAT), te neenzimske
molekule kao $to su askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), glutation (GSH),
karotenoidi, flavonoidi i drugi antioksidansi (Valko i sur., 2007). Vodikov peroksid,
superoksidni radikal, malondialdehid (MDA), karbonili, nitrotirozini i ostali biomarkeri
oksidacije se mogu mjeriti standardiziranim postupcima iz krvi i plazme (Birben i sur., 2012).
Molekule ROS-a mogu potaknuti citotoksi¢no djelovanje, te tako uzrokovati stanicnu smrt,
mutacije i kromosomske aberacije, a naposljetku i kancerogenezu (Stefan i sur., 2007).
Putem razli¢itih parametara moZemo odrediti razinu oksidacijskog stresa kod nekog

organizma.

1.6.1 Markeri oksidacijskog stresa

Izlaganjem proteina reaktivnim oblicima kisika na stani¢noj razini dolazi do modifikacije
aminokiselinskih lanaca $to dovodi do funkcionalnih promjena u proteinu i posljedi¢no
promjena stani¢nog metabolizma. Aminokiseline u peptidnom lancu razlikuju se u svojoj
osjetljivosti na stres, a i razli¢iti oblici aktiviranog kisika se razlikuju u svojoj potencijalnoj
reaktivnosti. Mnoge aminokiseline se ireverzibilno mijenjaju kada se protein oksidira.
Aminokiseline histidin, lizin, prolin, arginin i serin stvaraju karbonilne grupe na bocénim
lancima (Shacter, 2000). Karbonilacija proteina inhibira ili mijenja aktivnost proteina te

povecava osjetljivost na proteolizu. Oksidacijska razgradnja proteina povecana je u



prisutnosti metalnih kofaktora kao na primjer Zeljeza. Metal se veZe na dvovalentni kation u
aktivnom mjestu te reagira s vodikovim peroksidom dajuéi hidroksilni radikal koji brzo
oksidira aminokiselinski ogranak inaktiviraju¢i enzim. Sadrzaj karbonilnih skupina Cesto se
koristi kao marker oksidacije proteina jer se te skupine rano formiraju i ostaju stabilne kao
karbonilni proteini. Testovi za detekciju karbonilnih proteina temelje se na reakciji
karbonilnih skupina s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) pri ¢emu nastaje stabilni 2,4-
dinitrofenol (DNP). DNP se moZe detektirati i mjeriti razli¢citim metodama;
spektofotometrijski, ELISA testom, jednodimenzijskom ili dvodimenzijskom elektroforezom
(Dalle-Donne i sur., 2003).

Lipidna peroksidacija je proces u kojem slobodni radikali napadaju lipide koji sadrze
dvostruke ugljikove veze, osobito polinezasiéene masne kiseline sto dovodi do izdvajanja
atoma vodika iz metilenske skupine (Ayala i sur., 2014). Lipidni radikal reagira s kisikom i
stvara peroksilni radikal. Peroksilni radikal poti¢e lancanu reakciju i transformira
polinezasi¢ene masne kiseline u lipidne hidroperokside koji se potom razgraduju u
sekundarne produkte poput izoprostana, aldehida i malondialdehida (MDA) (Birben i sur.,
2012). Intenzivna lipidna peroksidacija uzrokuje gubitak fluidnosti u stani¢énim membranama,
opadanje vrijednosti membranskoga potencijala, poveéanje permeabilnosti prema
vodikovim i drugim ionima, te mozZe dovesti do smrti stanice i otpustanja njenog sadrzaja
(Stefan i sur., 2007). Ostecenje lipida se moZe odrediti mjerenjem produkata lipidne
peroksidacije. Jedan od krajnjih produkata lipidne peroksidacije je MDA ¢iji je sadrzaj mjeren
u ovom radu.

Katalaza (KAT) je antioksidacijski enzim izgraden od Cetiri monomera koji ¢ine tetramer, pri
¢emu svaki monomer sadrzi jednu molekulu hema. Osnovna uloga katalaze je razgradnja

vodikovog peroksida u kisik i vodu prema reakciji:

2 HzOz% 02+2 Hzo

uz pretvorbu izmedu dvije konformacije katalaze-ferikatalaze (zeljezo s vodom) i spoja |
(Zeljezo s kisikovim atomom). Katalaza veze NADPH kao redukcijski ekvivalent za sprecavanje
oksidativne inaktivacije enzima reduciranjem vodikovog peroksida do vode. U Zivotinjskim
stanicama vodikov peroksid uklanjaju peroksisomalne i citosolne katalaze (Birben i sur.,

2012).
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2. Cilj istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kako dugotrajna izloZzenost zraku i povecanje temperature
vode utjece na pokazatelje stresa kod endemske reliktne vrste sjevernog dinarskog Spiljskog
Skoljkasa C. jalzici. 1zlozenost zraku odabrana je s obzirom da je razina vode ekoloski
parametar koji znacajno fluktuira u krSkom podzemlju, a u samom Markovom ponoru moze
varirati i do 60 m, dok je izloZenost povisenoj temperaturi odabrana kako bi se utvrdio
temperaturni maksimum vrste. Oba okoliSna Cimbenika su ujedno i dobri pokazatelji
adaptacije vrste na Zivot u podzemlju.

Na lokaciji istraZivanja (Markov ponor) planirani su hidrotehnicki zahvati koji bi potencijalno
mogli utjecati na hidroloski i temperaturni rezim voda, a time i na jedinke vrste C. jalzici.
Stoga su ovakva saznanja neophodna kako bi se procijenila potencijalna moguénost

prilagodbe ove endemske reliktne vrste na izloZenost antropogenim utjecajima.

3. Materijali i metode

3.1 Geografski polozaj

Markov ponor (narodnim imenom Begovac) je smjeSten u sjeverozapadnom dijelu Lipovog
polja (44°46'11"N, 15°10'22"E) koje administrativno pripada Op¢ini Perusi¢ u jugoisto¢nom
dijelu Licko-senjske Zupanije, Republika Hrvatska. Nadmorska visina se nalazi na koti od 481
m (BoZicevié, 1960).

Lipovo polje se nalazi u kontinentalnom djelu Sjevernog Velebita i Senjskog bila te se prostire

duZinom od 9 km, a Siroko je od 1,2 do 2,5 km (OIKON i Elektroprojekt, 2016).
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3.2 Hidrogeoloske karakteristike

Sire promatrano podruéje je gradeno preteZito od karbonata, vapnenaca i vapnenackih
breca u kojima su razvijene ponikve karakteristicne za krSka podrucja. Prevladava podzemno
otjecanje voda, osim u dnu zavala polja u krsu te u dolini potoka Bakovca. Kosinjsko i Lipovo
polje se svrstavaju u krske egzogeomorfoloSke oblike — zavala polja u krsu, za koje je
karakteristicno podzemno otjecanje (Bozicevi¢, 1960).

Postanak Lipovog polja je uvjetovan rasjedima na sjevernom i juznom rubu. Rubovi polja su
izgradeni od vapnenaca i dolomita jurske starosti te tercijarnih breca i vapnenaca, dok je
samo polje izgradeno od kvartarnih naslaga (pijesci, $ljunci, krsje, ilovine, terra rossa, rije¢ni
nanosi i naplavine) (BoZicevi¢, 1960). Lipovo polje se navodnjava vodom na juznom kraju iz
rijeke Like te potoka Bakovca, a na sjevernom kraju vode otjecu u Markov i Dankov ponor
(OIKON i Elektroprojekt, 2016). Ponor je formiran u pukotini koja se prosiruje u smjeru istok -
zapad. Ulazni dio je obzidan kamenjem nakon I. Svjetskog rata (Bozicevié, 1960) kako bi se
sprijecilo erozijsko djelovanje voda rijeke Like. Plavljenje ponora je najucestalije tijekom
sijeCnja, travnja, studenog i prosinca, dok je tijekom svibnja, lipnja, rujna i listopada broj
dana plavljenja u prosjeku jedan dan mjesec¢no. Za vrijeme srpnja i kolovoza nije zabiljezeno

plavljenje ponora (OIKON i Elektroprojekt, 2016).

3.3 Klimatske karakteristike Sireg podrucja

Prema Koppenovoj klasifikaciji klime u Hrvatskoj, podrucje Like pripada tipu Cfsbx -
umjereno topla kiSna klimas toplimljetom sa srednjom mjeseCnom temperaturom
najhladnijeg mjeseca viSom od -3 °C i nizom od 18 °C (oznaka C). Tijekom godine nema suhih
razdoblja (oznaka f), ali je najmanje oborina u toplom dijelu godine (oznaka s). U oborinskom
rezimu postoje dva maksimuma oborine: prvi u kasnu jesen i sekundarni po¢etkom toplog
dijela godine (oznaka x). Srednja temperatura najtoplijeg mjeseca visa je od 10 °C i najmanje
Cetiri uzastopna mjeseca imaju srednju temperaturu viSu od 10 °C (oznaka b) (OIKON i
Elektroprojekt, 2016). Na temperaturu zraka i padaline znatno utjecu reljef i nadmorska
visina podrucja. Velebit ogranicava toplinski utjecaj Jadranskog mora, ali ne moze sprijeciti

prodor vlage s mora duboko u unutrasnjost (Pejnovi¢, 1990).
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3.4 Mikroklimatske karakteristike Markovog ponora

Mjerenja abiotic¢kih ¢cimbenika iz 2016. pokazuju da na temperaturu ulaznih dijelova znacdajan
utjecaj ima okolina jer su na ulaznim dijelovima zabiljezene najvise temperature zraka
izmedu 8,8 °Ci 10,8 °C te najmanja relativna vlaznost 79,7%. Najniza izmjerena temperatura
zraka u dubljim dijelovima je iznosila 6,7 °C, a najvisa 10,1 °C. Temperatura vode se kretala u
rasponu od 7,8 °C do 9,1 °C, a tla od 5,9 °C do 8,4 °C. Relativna vlaznost zraka u drugim
dijelovima ponora doseze 100%. Podaci iz logera postavljenih 2010./2012. pokazuju da je

prosje¢na temperatura vode u sifonu iznosila 5,5 °C (OIKON i Elektroprojekt, 2016).

3.5 Terensko istrazivanje

Terenska istraZivanja su proveli stru¢njaci iz OIKON-a i Elektroprojekta, u listopadu 2016.
godine, u sklopu projekta vezanog uz nadopunu podataka procjene utjecaja na okolis,
novoplaniranog zahvata HE Kosinj na rijeci Lici na podzemne ekosustave Lickog polja. Sto
jedinki C. jalzici prikupljeno je iz sifonskog jezera (Slika 4.) u Markovom ponoru na 51,7
metara dubine. Zajedno s jedinkama, iz sifona je doneseno 18 litara vode koja je koristena

tijekom provedenih laboratorijskih istraZivanja.

UZORKOVANJE U LISTOPADU
(STANISTE PODVODNO JEZERD)

Slika 4. Speleoloski nacrt Markovog ponora s oznacenim lokalitetom sifonskog (podvodnog) jezera iz
kojeg su uzorkovane jedinke Congeria jalzici (preuzeto iz OIKON i Elektroprojekt, 2016).
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3.6 Laboratorijska istrazivanja

Nakon uzorkovanja, jedinke su odmah prenesene u zamraceni termokabinet (Lovibond,
raspon temperatura 0 - 40 °C) te su tijekom tri tjedna aklimatizirane na laboratorijske uvjete
koji su odgovarali stanju u Markovom ponoru (odsustvo svjetla i temperatura 8 °C). Skoljkasi
su tijekom aklimatizacije hranjeni jednom tjedno mjeSavinom algi i protista iz uzgojnih
kultura. Jednom tjedno izmijenjena je voda u akvarijima u kojima su jedinke drZzane, a zbog
ogranicene koli¢ine dostupne vode iz sifona, voda iz akvarija sa Skoljkasima profilitrirana je
kroz filter papir kako bi se uklonile organske Cestice te zatim aerirana tjedan dana prije
ponovnog koristenja. Nakon perioda aklimatizacije, provedene su dvije grupe pokusa:

1) izlaganje jedinki zraku i 2) izlaganje jedinki porastu temperature.

Prije svakog dijela eksperimenta, svim jedinkama izmjereni su sljedeéi morfometrijski
parametri: visina (po ledno-trbusnoj osi), duzina (od umba do prednjeg ruba 3$koljkasa) i
Sirina  Skoljke (bo¢no kroz ljusture) (Slika 5.). Poslije izlaganja jedinki povisenim

temperaturama, morfometrijski parametri su izmjereni na uginulim jedinkama.

Slika 5. Mjerenje A) duZine, B) visine i C) Sirine jedinke Congeria jalzici pomocu pomicne mjerke; D)
Congeria jalzici prekrivena s dinarskim $piljskim cjevasem Marifugia cavatica Absolon & Hrabe, 1930;
autor: P. Novina
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3.6.1 Izlaganje zraku

Prilikom izlaganja Skoljkasa zraku, koristeno je 60 jedinki pri cemu je 30 jedinki drzano u vodi
(odsutstvo svjetla, temperatura 8 °C, kontrola), a 30 jedinki je bilo izlozeno zraku (odsutstvo
svjetla, boravak na zraku pri vlazi 85 — 90%, temperatura 8 °C; Sto odgovara uvjetima u
Markovom ponoru (OIKON i Elektroprojekt, 2016)) tijekom tri tjedna. Jedinke koje su bile
izloZene zraku postavljene su na sterilne gaze (Slika 6.), na
koje je nakapana mala koli¢ina vode kada bi vlaga pocela padati. Za odrzavanje konstantne
razine vlage u eksperimentalnim grupama koristeni su vlagomjeri koji su bili postavljeni u
sam akvarij. Sve jedinke su hranjene jednom tjedno, te je svaki tjedan uzorkovano po 10
jedinki iz eksperimentalnih i kontrolnih akvarija, te su mjereni parametri oksidacijskog stresa

i morfometrijski parametri.

Slika 6. Jedinke Congeria jalzici izloZene zraku i postavljene na sterilne gaze; autor: P. Novina

3.6.2 Izlaganje poviSenoj temperaturi

U pokusu izlaganja skoljkasa poviSenoj temperaturi (40 jedinki), Skoljkasima je postepeno
povedavana temperatura vode — svaki tjedan za 2-3 °C, pocevsi od temperature
aklimatizacije 8 °C. Svaki je tjedan biljezen mortalitet jedinki i njihovo ponasanje (prihvacanje
bisusnim nitima za podlogu). Tijekom ovog pokusa, uzorkovano je po osam jedinki koje su

bile izloZzene temperaturama od 19 °Ci 25 °C (temperature prije kojih je uslijedio mortalitet
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jedinki tijekom eksperimenta) te su zatim provedena mjerenja kao i u prvom dijelu pokusa.
Ostatak jedinki koriSten je kako bi se utvrdio temperaturni maksimum vrste — odnosno

temperatura pri kojoj je nastupio mortalitet svih jedinki.

3.7 Biokemijski parametri stresa

3.7.1 Ekstrakcija i odredivanje sadrzaja topivih proteina

S obzirom na veli¢inu jedinki C. jalzici, u ovom eksperimentu su koristene cijele jedinke kako
bismo imali dovoljno tkiva za analize. Za biokemijske analize, tkivo Skoljkasa stavljano je u
Eppendorf epruvete, izvagano te zamrznuto u teku¢em dusiku prije homogenizacije. Uzorci
su homogenizirani (TissuelLyser, Qiagen) 1 minutu na 30000 Hz, te nakon dodatka 500 uL
kalij fosfatnog pufera (50 mM K;HPO4/KH,PO4 pH 7,4 + 3 mM EDTA) homogenizirani jos 1
minutu (Abel i Gelderblom, 1998). Nakon dodatka narednih 500 pL kalij fosfatnog pufera,
homogenat je centrifugiran u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) pri
temperaturi 4 °C, 15 minuta na 20000 g. Dobiveni supernatant kori$ten je kao sirovi ekstrakt
za odredivanje koncentracije proteina, aktivnosti katalaze, sadrzaja malondialdehida i
karbonila. Koncentracija proteina odredena je Bradfordovom metodom (1976). Bradfordova
metoda temelji se na mjerenju apsorbancije smjese proteinskog ekstrakta i reagensa
Coomasie Brilliant Blue G-250 pri valnoj duljini 595 nm. Koncentracija proteina u pojedinim
uzorcima odredena je ocitavanjem baZdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije

otopina serumskog albumina iz goveda poznatih koncentracija (od 0,1 do 0,8 mg mL™).

3.7.2 Odredivanje aktivnosti katalaze

Za mjerenje aktivnosti katalaze (KAT) koriStena je reakcijska otopina koja je sadrzavala 50
mM kalij fosfatnog pufera (pH 7) i 10 mM vodikovog peroksida (Aebi, 1984). Prije mjerenja, u
reakcijsku smjesu dodavan je alikvot supernatanta (20 uL) te je mjeren pad apsorbancije
(zbog nestajanja supstrata tj. vodikovog peroksida) svakih 10 sekundi tijekom 2 minute pri
valnoj duljini od 240 nm valnoj duljini od 240 nm. Aktivnost KAT izrazena je kao koli¢ina
potrosenog H,0, u pmolu po minuti (jedna jedinica, 1 U) po miligramu proteina (U mg™
proteina), a pri izratunavanju je koriéten odogovarajudi ekstincijski koeficijent (40 mM™*cm™).
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3.7.3 Odredivanje sadrzaja malondialdehida (MDA)

Alikvoti uzorka (300 pL) pomijeSani su s 700 pL 10%-tne trikloroctene kiseline uz dodatak
0,01 %-tnog butiliranog hidroksitoluena (Abel i Gelderblom, 1998). Smjesa je centrifugirana
3 min/3000 g, nakon cega je supernatantima dodano 600 pL 0,67%-tne tiobarbituratne
kiseline (TBA) te zagrijavano 20 minuta na 90 °C u suSioniku. Nakon grijanja svi su uzorci brzo
ohladeni u ledenoj kupelji. Apsorbancija supernatanta ocitavana je na 532 nm. Kao slijepa
proba koristena je otopina 0,67 %-tne TBA. Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH
vrijednosti dolazi do raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa, pri cemu
nastaje malondialdehid (MDA). Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, pri ¢emu
se stvara crvenkasti kromogen kojem je izmjerena apsorbancija. Koncentracija lipidnih
peroksida izrazena je kao MDA u nmol po g svjeze tvari (nmol g™ svjeze tvari) uz ekstinkcijski

koeficijent €53, = 156 mM™cm™ (Buege i Aust, 1978).

3.7.4 Odredivanje sadrzaja karbonilnih grupa

Za odredivanje sadrzaja karbonilnih grupa, 100 pL uzorka (supernatanta) koji sadrzi najmanje
0,5 mg mL™ proteina, pomije$ano je s 100 pL 10%-tne (w/v) trikloroctene kiseline (radi
precipitacije proteina). Kao slijepa proba koristen je alikvot istog uzorka (100 pL) pomijeSan s
10%-tnom (w/v) trikloroctenom kiselinom (100 pL). Pripremljeni uzorci zatim su
centrifugirani 3 minute na 1000 g i dekantirani. Talozi su pomijeSani s 300 puL
dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M HCI za cijepanje proteina te inkubirani 1 sat na sobnoj
temperaturi uz mijeSanje svakih 30 minuta. Slijepa proba pomijeSana je samo s 2 M HCI
(Levine i sur., 1990).

Nakon inkubacije svi uzorci su pomijeSani s 500 pL 10%-tne trikloroctene kiseline te
centrifugirani 10 minuta na 2000 g. Dobiveni talozi isprani su u etanol/etilacetatu u omjeru
1:1 (1 x 500 pL) kako bi se uklonio nevezani reagens, a zatim otopljeni u 1 mL 6 M uree u 20
mM kalij-fosfatnom puferu (pH 2,4) u ultrazvucnoj kupelji oko 30 minuta. Sadrzaj karbonila
koji se temelji na reakciji karbonilnih skupina s DNPH odreden je spektrofotometrijskim

mjerenjem otopljenih uzoraka na valnoj duljini od 370 nm (Levine i sur., 1990). Koli¢ina
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nastalih karbonila izraZena je u nmol po miligramu proteina, koristeéi ekstinkcijski koeficijent

€370 =22 mMlecm™.

3.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka i njihov graficki prikaz provedeni su koristenjem racunalnog
programa STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., SAD) i Excel programa Microsoft Office
paketa. Morfometrijski parametri su opisani standardnim deskriptivnim statistickim
parametrima. Od mjera centralne tendencije izracunata je aritmeticka sredina, a od mjera
varijabilnosti izraCunata standardna devijacija. Svaki broj¢ani podatak prikazan grafikonom
aritmeticka je sredina deset replika. Za sve parametre je provjerena normalnost distribucije
podataka koristenjem Shapiro — Wilk testa. Ukoliko su podaci bili normalno distribuirani,
koristene su parametrijske statisticke metode. Pri tome su razlike izmedu eksperimentalnih
grupa testirane jednosmjernom analizom varijance — one way ANOVA i post hoc testom
viSestrukih upodredbi. Statisti¢cki znacajnim smatrani su rezultati koji su se razlikovali na

razini P<0,05.

4. Rezultati

4.1 Morfometrijska analiza

U tablici 1. prikazani su podaci morfometrijskih mjerenja ljusture C. jalzici neposredno prije
provedbe eksperimenata. Mjerene su duZina, Sirina i visina Skoljke, a dobivene vrijednosti su
prikazane u obliku: aritmeticka sredina + standardna devijacija te minimum i maksimum.
Shapiro - Wilkovim testom za utvrdivanje normaliteta ustanovljena je normalna distribucija

izmjerenih vrijednosti unutar svih testnih skupina (P<0,05).

Tablica 1. Morfometrijski podaci jedinki Congeria jalzici uzetih iz Markovog ponora 2016. godine.

Duzina Sirina Visina
N (broj jedinki) 83 82 83
aritmeticka sredina 12,02 +1,37 7,64 £ 0,94 6,87+ 0,76
+ standardna
devijacija (mm)
min-max (mm) 8,8-15,38 5,4-9,93 4,91-8,98
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4.2 Izlaganje zraku

Uocene su statisticki znacajne razlike izmedu jedinki izlozenih zraku i kontrolnih jedinki (u
vodi) za sljedeée parametre oksidacijskog stresa: ukupno topivi proteini, katalaza i sadrzaj
MDA. Jedino se koli¢ina karbonila nije statisticki znacajno razlikovala. Rezultati provedenih

analiza pojedinih parametara oksidacijskog stresa prikazani su u nastavku.

4.2.1 Parametri oksidacijskog stresa

Na slici 7. je prikazano kako se koli¢ina karbonila u tkivu Skoljkasa pri kontrolnim uvjetima
(voda 8 °C) tijekom tri tjedna, statisti¢ki znacajno nije razlikovala (Duncan test, P<0,05) od
koli¢ine karbonila testne skupine koja je bila drzana na suhom (8 °C, 80-95% relativna

vlaZnost zraka). Kontrole se medusobno nisu razlikovale.

64 | I
—_ a
g | |
‘S 62 | a |
° | |
a 60 | | a a
— a T
o T a | |
E 58 T | |
: l SN -
2= [
= | |
= 54 ' l 1
S 1 | |
2 5 | |
(4] L
¢ | |

50 t }

k S | k S | k S [m} sredn]:a vrijednost
1.tiedan | 2. tedan |  3.tedan T Seonaviednestesendanda

T srednja vrijednost + standardna
devijacija
Slika 7. SadrzZaj karbonila u tkivu skoljkasa Congeria jalzici u normalnim uvjetima (drzane u vodi —
kontrola: k) i izloZzenim zraku (drzane na suhom — stres: s) tijekom 3 tjedna (oznake 1,2,3). Na
stupcima je prikazana srednja vrijednost 10 replika + standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim
slovima statisticki se znacajno razlikuju (P<0,05).
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Sadrzaj ukupnih topivih proteina u jedinkama koje su bile izlagane zraku tijekom tri tjedna se
nije statisticki znacajno mijenjao, niti je bio znacajno razli¢it u odnosu na kontrole. Kontrolne
jedinke tijekom treéeg tjedna su imale statisticki znacajno viSi sadrzaj ukupno topivih

proteina od kontrolnih jedinki u drugom tjednu (Slika 8.).
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Slika 8. Sadrzaj ukupnih topivih proteina u tkivu SkoljkaSa Congeria jalzici u normalnim uvjetima
(drzane u vodi — kontrola: k) i izlozenim zraku (drZzane na suhom — stres: s) tijekom 3 tjedna (oznake
1,2,3). Na slici je prikazana srednja vrijednost 10 replika + standardna devijacija. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima statisticki se znacajno razlikuju (P<0,05).
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Aktivnost katalaze bila je statisti¢ki znacajno niza kod jedinki koje su drZzane na suhom, nego
kod jedinki iz kontrolne skupine tijekom sva tri tjedna (P<0,05) (Slika 9.). Aktivnost kontrolnih
jedinki iz treceg tjedna bila je znacajno niZza u odnosu na kontrolne jedinke iz prvog i drugog
tjedna.
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Slika 9. Aktivnost katalaze u tkivu Skoljkasa Congeria jalzici u normalnim uvjetima (drzane u vodi —
kontrola: k) i izloZenim zraku (drzane na suhom — stres: s) tijekom 3 tjedna (oznake 1,2,3). Na
stupcima je prikazana srednja vrijednost 10 replika £ standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim
slovima statisticki se znacajno razlikuju (P<0,05).

Kod jedinki koje su bile izloZzene zraku zabiljeZzeno je statisticki znac¢ajno povecéanje (P<0,05)
sadrzaja MDA u odnosu na kontrolne jedinke iz vode. Sadrzaj MDA u tkivu Skoljkasa je
tijekom tri tjedna izlaganja zraku kontinuirano rastao, dok se sadrzaj MDA u kontrolnim
jedinkama nije statisticki znacajno razlikovao (Slika 10.). Najmanji sadrzaj MDA je izmjeren
kod jedinki tijekom treceg tjedna kontrole (N=10, 12,77+1,92 nmol g™ svjeze tvari), a najvedi

tijekom treceg tjedna na suhom (N=11, 26,99+3, 36 nmol g svjeZe tvari).

21



tvari)
N N W W
D o O N

svjeze
S

N

>»

MDA (nmol g
NN 3 = 2 N NN

o N

k S
1. tjedan

k S
2. tjedan

O srednja vrijednost

k ]
B srednja vrijednost + standarnda

3. tjedan pogreska

T srednja vrijednost + standardna
devijacija

(=]

Slika 10. Sadrzaj malondialdehida (MDA) u tkivu skoljkasa Congeria jalzici u normalnim uvjetima
(drzane u vodi — kontrola: k) i izloZzenim zraku (drzane na suhom — stres: s) tijekom 3 tjedna (oznake
1,2,3). Na stupcima je prikazana srednja vrijednost 10 replika + standardna devijacija. Stupci oznaceni
razlicitim slovima statisticki se znacajno razlikuju (P<0,05).

4.3 Izlaganje poviSenoj temperaturi

4.3.1 IstraZivanje tolerancije na poviSenu temperaturu

Na slici 11. je prikazana ovisnost mortaliteta o temperaturi vode. Jedinke C. jalzici (N=42) su
bile aklimatizirane na 8 °C, a prve jedinke su uginule na 10 °C. Na 25 °C je uginulo 26% jedinki
te je mortalitet tada pocdeo znacajno rasti do temperaturnog maksimuma na 29 °C pri kojem
su uginule sve preostale jedinke. Uginulim jedinkama su izmjereni morfoloski parametri —
duljina, Sirina i visina ljuSture (Slika 11.). One-way ANOVA testom je dokazano da nije bilo
statisticke razlike (P>0,05) u veli€ini jedinki uginulih pri razli¢itim temperaturama (10 °C, 14

°C, 25 °C, 27 °C, 29 °C).
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Slika 11. Ovisnost mortaliteta (%) te duljine (cm), Sirine (cm) i visine (cm) uginulih jedinki Congeria

jalzici o temperaturi vode (°C).

4.3.2 Parametri oksidacijskog stresa

Izmjerene vrijednosti parametara oksidacijskog stresa pokazale su statisticki znacajne razlike
izmedu jedinki izloZenih povisenoj temperaturi 25 °C stupnjeva i kontrolnih jedinki (u vodi) za
sliede¢e parametre oksidacijskog stresa: ukupno topivi proteini, aktivnost katalaze i sadrzaj
MDA. Jedinke izloZzene temperaturi od 19 °C stupnjeva imale su statisti¢ki znacajno maniji
sadrzaj karbonila od jedinki iz drugog i treceg tjedna kontrole. Takoder, statisticki znacajno
manji im je bio sadrzaj ukupnih topivih proteina, aktivnost katalaze te sadrzaj MDA u
usporedbi s jedinkama koje su bile izlozene temperaturi od 25 °C stupnjeva. Rezultati

provedenih analiza pojedinih parametara oksidacijskog stresa prikazani su u nastavku teksta.

U kontrolnim jedinkama tijekom drugog (P<0,05) i treceg (P<0,05) tjedna u vodi utvrden je
statisti¢ki znadajno vedi sadrzaj karbonila, u odnosu na jedinke koje su bile izloZzene
temperaturi od 19 °C stupnjeva, dok na 25 °C stupnjeva statisticki znacajne razlike u sadrzaju
karbonila nije bilo. Najve¢a koli¢ina karbonila izmjerena je tijekom treceg tjedna u
kontrolnim uvjetima (N=10, 58,07+1,76 nmol mg™’ proteina), dok je najmanja izmjerena

koli¢ina utvrdena kod jedinki na 19 °C (N=8, 52,42+2,99 nmol mg™ proteina) (Slika 12.).

23



64
62

60 ab

ab
58
56
54
52

50

Karbonili (nmol mg™ proteina)

48 f ; t f
k k k 19°C 25°C

| | | | O srednja vrijednost

. . . [ | srednja vrijednost + standarnda
1. tiedan |2. tjiedan|3. tjedan, | pogreska
I srednja vrijednost + standardna
devijacija

Slika 12. Sadrzaj karbonila u tkivu Skoljkasa Congeria jalzici drzanim u vodi (kontrola : k) tijekom 3
tjedna (oznake 1,2,3) i izloZenim temperaturi (19 °Ci 25 °C). Na stupcima je prikazana srednja
vrijednost 10 replika + standardna devijacija.Stupci oznaceni razlic¢itim slovima statisticki se znacajno
razlikuju (P<0,05).

Sadrzaj proteina u tkivu jedinki izloZzenih temperaturi od 25 °C je bio statisticki znacajno vedi
od sadrzaja kod kontrolnih skupina tijekom prvog, drugog i treceg tjedna u vodi te skoljkasa
koji su bili izlozeni temperaturi od 19 °C (P<0,05). Koncentracija proteina je bila najveca kod
jedinki izloZzenih temperaturi 25°C (N=8, 18,68+3,13 mg g’ svjeZe tvari), a najmanja kod

jedinki na 19°C (N=8, 10,46+2,18 mg g svjeze tvari) (Slika 13.).
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Slika 13. Sadrzaj proteina u tkivu Skoljkasa Congeria jalzici drzanim u vodi (kontrola: kv) tijekom 3
tjedna (oznake 1,2,3) i izloZzenih temperaturi (19 °C i 25 °C). Na stupcima je prikazana srednja
vrijednost 10 replika £ standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima statisticki se znacajno
razlikuju (P<0,05)
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Aktivnost katalaze je bila statisticki znacajno niza kod jedinki izloZzenih povisenoj temperaturi
od 25 °C, u usporedbi s jedinkama iz kontrolne skupine tijekom sva tri tjedna i jedinki na
temperaturi od 19 °C. Aktivnost katalaze na 19 °C i tijekom treceg tjedna je bila statisticki

znacajno niza od aktivnosti kontrolnih jedinki tijekom prvog i drugog tjedna (Slika 14.).
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Slika 14. Aktivnost katalaze u tkivu Skoljkasa Congeria jalzici drzanim u vodi (kontrola: k) tijekom 3
tjedna (oznake 1,2,3) i izloZzenim temperaturi (19 °C i 25 °C). Na stupcima je prikazana srednja
vrijednost 10 replika £ standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima statisticki se znacajno
razlikuju (P<0,05).
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Izlaganje Skoljkasa povisenoj temperaturi od 25 °C uzrokovalo je znacajno poveéanje sadrzaja
MDA u odnosu na kontrolne uzorke skoljkasa (P<0,05) dok temperatura od 19 °C nije bitno
utjecala na razinu lipidne peroksidacije. Sadrzaj MDA u kontrolnom tkivu Skoljkasa nije se

tijekom tri tjedna statisticki znacajno razlikovao (P<0,05) (Slika 15.).
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Slika 15. Sadrzaj malondialdehida (MDA) u tkivu Skoljkasa Congeria jalzici drzanim u vodi (kontrola: k)
tijekom 3 tjedna (oznake 1,2,3) i izloZzenim temperaturi (19 °C i 25 °C). Na stupcima je prikazana
srednja vrijednost 10 replika * standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima statisticki se
znacajno razlikuju (P<0,05).
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5. Rasprava

Temperatura tijela ektotermnih organizama ovisi direktno o temperaturi okolisa u kojem se
nalaze te utjece na njihov metabolizam. Skoljkasi su kao sesilni ektotermni organizmi osobito
osjetljivi na temperaturne promjene u okoliSu (Wacker i von Elert, 2004). Promjena
temperature vode ili izlaganje Skoljkasa zraku utjece na cjelokupno fiziolosko stanje jedinke
Sto je moguce dokazati ispitivanjem parametara oksidacijskog stresa koje smo koristili u
istrazivanju. PoviSenje temperature povecava konzumaciju kisika $Sto moZe dovesti do
povedéanog stvaranja ROS-a i u konacnici do oksidacijskog stresa (Lushchak, 2011). Snizena
temperatura okoliSa takoder moZe utjecati na nastanak oksidacijskog stresa, iako je
mehanizam jo$ uvijek nejasan, moguce je da pad temperature oslabljuje antioksidacijski
sustav i pojacava stvaranje ROS-a (Lushchak, 2011). Kod Skoljkasa Perna perna Linnaeus,
1758 izlozenih zraku, zabiljezeno je jasno povecéanje peroksidacije lipida i oksidacijskog
oStecenja DNA (Almeida i sur., 2005). Antioksidacijski sustav djeluje kao obrana organizma
od reaktivnih oblika kisika koji nastaju i tijekom normalnog rada organizma, ali su Stetni ako
dode do njihovog prekomjernog stvaranja jer dolazi do oksidacijskog stresa (Chainy i sur.,
2016). U sljedec¢im poglavljima ¢emo usporediti dobivene rezultate s nadzemnom srodnom
vrstom Dreissena polymorpha Pallas, 1771 i podzemnom Congeria kusceri za koje su

provedena odredena istraZivanja.

5.8. Izlaganje zraku

Tijekom eksperimenta C. jalzici aklimatizirana na 8 °C i 80-95% vlage je prezivjela tri tjedna
izlaganja zraku. Biospeleoloskim istrazivanjima je zapazeno da jedinke iz sve tri vrste roda
Congeria, dio godine mogu provesti izloZzene zraku pricvrSéene na 3Spiljske zidove zbog
promjena u razini podzemne vode tijekom godine. Relativna vlaznost zraka u podzemlju
Cesto dostize 100% Sto sprjecava isusivanje. C. jalzici tijekom razdoblja niske razine vode u
Markovom ponoru (kolovoz - rujan - listopad) moze ostati na suhom vise od dva mjeseca
Tijekom ovog razdoblja izvan vode, istraZivanjima su opaZzene i jedinke sa otvorenim
Skoljkama i aktivnim ulaznim i izlaznim sifonom Sto upucuje na moguce uzimanje hrane ili

kisika iz tankog sloja vode (Jovanovi¢ Glavas i sur., 2017). S obzirom da su jedinke vrste
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C. jalzici je u svom stanistu izlozena razdobljima bez vode, te su takvi uvjeti vjerojatno
utjecali na razvoj povecane otpornosti i prilagodbe na isusivanje. U usporedbi s nadzemnim
srodnikom iz iste porodice D. polymorpha, C. jalzici bolje podnosi izlaganje zraku. D.
polymorpha je za razliku od vrsta iz roda Congeria mnogo istrazenija zbog invazivnog Sirenja
u slatkovodnim ekosustavima diljem svijeta. IstraZivanja i zapaZanja o njezinoj toleranciji na
izloZzenost zraku, pokazuju da mozZe prezivjeti izvan vode cCetiri dana na temperaturi od 20 do
22 °C (Alyakrinskaya, 1978; Ricciardi i sur., 1995). Prema istrazivanju McMahon i Paine
(1992), relativna vlaznost i temperatura zraka utje¢u na prezivljavanje D. polymorpha izvan
vode. Aklimatizirana na 10 °C i pri relativnoj vlaznosti zraka od 95%, D.polymorpha moze
izvan vode prezZivieti do 15 dana. lako cilj ovog istrazivanja nije bio ispitati duljinu
prezivljavanja na suhom, utvrdili smo da C. jalzici aklimatizirana na 8 °C tijekom 3 tjedna

prezivljava izloZzena zraku i vlazi od 85 do 90%, bez zabiljezenog mortaliteta jedinki.

Unato¢ sposobnosti C. jalzici da prezZivi odredeno razdoblje bez vode, rezultati naseg
istrazivanja pokazuju statisticki znacajne razlike u parametrima oksidacijskog stresa izmedu
jedinki izloZzenih zraku i jedinki koje su se nalazile u vodi. Najveca promjena je vidljiva u
znacajnom porastu koli¢ine MDA izmedu prvog i treceg tjedna boravka jedinki na suhom Sto
ukazuje na stupanj osteéenja lipidne komponente staniéne membrane jedinki. Suprotno
tome, kolicina MDA kod jedinki u vodi se nije znacajno mijenjala kroz tjedne. Aktivnost
katalaze je bila znadajno niZa tijekom tri tjedna boravka na suhom, nego kod kontrolnih
jedinki Sto moze biti posljedica povecane kataboli¢ke aktivnosti, izravne inhibicije katalaze i
teskoca s antioksidacijskom obranom (Bielen i sur., 2016). Sadrzaj ukupnih topivih proteina
se nije znacajno mijenjao tijekom tri tjedna boravka na suhom, ali je bio blago povisen u
odnosu na kontrolne jedinke tijekom prvog i drugog tjedna. Od svih parametara, jedino se
koli¢ina karbonila nije znac¢ajno mijenjala tijekom tri tjedna. Na temelju dobivenih rezultata,
zakljuéujem da izlaganje jedinki C. jalzici zraku uzrokuje oksidacijski stres koji jedinke mogu
podnijeti, no pretpostavka je da bi u slu¢aju dugotrajnijeg boravka jedinki na suhom doslo do

naglog povecanja oksidacijskog stresa.
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5.9. Izlaganje poviSenoj temperaturi

U nasem eksperimentu, jedinke C. jalzici smo aklimatizirali na 8 °C te smo povecavali
temperaturu vode za 2 do 3 °C svakog tjedna Sto je rezultiralo naglim porastom mortaliteta
jedinki pri temperaturi od 25 °C, dok su na 29 °C sve preostale jedinke uginule. Mjereni su
morfoloski parametri jedinki uginulih prilikom poviSenja temperature. Morfoloski parametri
nisu usporedivani na jedinkama prije i nakon eksperimenta zbog vrlo niske konstante rasta
$koljke koja je izratunata za srodnu vrstu C. kusceri (k= 0.04 godina™) (Puljas i sur., 2014).
Znacajne razlike u velicini jedinki koje su uginule pri razli¢itim temperaturama nije bilo
Sto je oCekivano s obzirom na to da smo u eksperimentu koristili jedinke slicnih velicina.
Da bismo donijeli dodatne zakljucke o vezi izmedu veli¢ine jedinki, a samim time i
starosti, te njihove otpornosti na povisenu temperaturu, potrebna su istrazivanja koja bi
ukljucivala raspon jedinki razliCitih veli¢ina.Parametre oksidacijskog stresa smo mijerili na
jedinkama uzetim s 19 i 25 °C, koje smo odabrali s obzirom na maksimum temperature vode
u Markovom ponoru (14 °C) (OIKON i Elektroprojekt, 2016) i na temelju opazanja ponasanja
jedinki.

S obzirom na nedostatak istraZivanja izloZenosti vrsta roda Congeria na povisenu
temperaturu, usporedili smo rezultate s podacima o nadzemnim srodnicima. Prema
istrazivanjima Iwanyzki i McCauley (1993) temperatura vode na kojoj D. polymorpha vise ne
moze preZivjeti iznosi 30 °C. Druga istrazivanja pokazuju da moze tolerirati temperaturu od
30 °C, dok je 31 °C letalna temperatura (Spidle i sur., 1995). Rezultati eksperimenta Jost i sur.
(2015) u kojem su postepeno povecavali temperaturu kroz dva tjedna od pocetnih 16 °C,
pokazuju da je 90% jedinki D. polymorpha prezivielo nakon Sto su Cetiri tjedna bile izloZzene
temperaturi od 20 °C, dok ih je 100% uginulo nakon tri tjedna izlaganja temeperaturi od 30
°C. Oni zaklju€uju da poviSena temperatura moze direktno dovesti do mortaliteta jedinki te
da je povezana sa opéim fizioloSkim stanjem jedinki. Istrazivanja koja su proveli Spidle i sur.
(1995) na srodnoj vrsti Dreissena bugensis Andrusov, 1897, pokazuju da vaznu ulogu u
prezivljavanju ima i temperatura na kojoj su jedinke aklimatizirane uodi naglog poveéanja
temperature. Jedinke prethodno aklimatizirane na 20 °C su na 30 °C prezivjele viSe dana od
jedinki aklimatiziranih na 5 °C i 15 °C, $to ukazuje da su tolerantnije na temperaturni stres

ako su aklimatizirane na viSoj temperaturi (20 °C) (Spidle i sur., 1995). MoZemo pretpostaviti
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da bi nagli temperaturni Sok, bez prethodne aklimatizacije, negativho utjecao na
prezivljavanje C. jalzici.

C. jalzici unatoc svojoj prilagodbi i specijalizaciji na Zivot u podzemlju ima slican temperaturni
raspon kao i njezini nadzemni srodnici D. polymorpha i D. bugensis $to je neocekivano s
obzirom da je rije¢ o Spiljskoj vrsti koja Zivi u stabilnim uvjetima gdje su kolebanja u
temperaturi vode minimalna. Monitoring temperature vode u Markovom ponoru pokazuje
da temperatura moze sezonski varirati od 2 °C do 14 °C, a uglavnom se kre¢e od 7,8 °Cdo 9,1
°C (OIKON i Elektroprojekt, 2016). Usporedbom podataka sa postavljenih logera, primije¢eno
je da C. jalzici obitava u hladnijim Spiljama gdje dolazi do veéih oscilacija u razini vode, nego
na lokalitetima C. kusceri koja obitava u vodama temperature 7,2 °C do 19,4 °C (Jovanovié
Glavas i sur., 2017). Temperatura vode je bitna za rast ljusture Skoljkasa i mrijest jedinki.
Donji limit za rast ljusture C. kusceri iznosi oko 13 do 14 °C (Puljas i sur., 2014), dok su za C.

jalzici potrebna daljnja istraZivanja kako bi se utvrdio minimum neohpodan za rast jedinki.

Organizmi koji stalno nastanjuju podzemlje su ektotermni i Zive u uvjetima stabilnog okolisa
zbog Cega ne toleriraju velike promjene u temperaturi te ih uglavhom svrstavamo u
stenotermne organizme koje karakterizira uska ekoloska valencija (Issartel i sur., 2005).
Unato¢ navedenom i vrlo malom broju istrazivanja koja usporeduju podzemne i nadzemne
vrste, prvenstveno zbog nepoznavanja nadzemnih bliskih srodnika, neki podzemni organizmi
ipak pokazuju karakteristike euritermnih organizama koji dobro podnose kolebanja
temperature. Zanimljivo istrazivanje su proveli Issartel i sur. (2005) u kojem su ispitivali
utjecaj temperature na dva podzemna rakuSca iz sliénih staniSta Niphargus
rhenorhodanensis Schellenberg, 1937 i Niphargus virei Chevreux, 1896 te nadzemnog
rakusca Gammarus fossarum Koch, 1836. Ocekivano, rezultati su pokazali da je G. fossarum
najotporniji na promjene u temperaturi vode bududi da je tijekom svog Zivotnog ciklusa
izlozen velikim temperaturnim promjenama. Iznenadujuée je Sto podzemni N.
rhenorhodanensis, za razliku od N. virei vrlo dobro podnosi temperaturne promjene iako ne
obitava u okoliSu u kojem postoje sezonske promjene u temperaturi vode. Jedan od mogucih
odgovora se krije u poznavanju geoloSke proslosti, odnosno rasprostranjenosti ledenog
pokrova u pleistocenu ispod kojeg je prezivio N. rhenorhodanensis zahvaljuju¢i mogucénosti
prilagodbe na nisku temperaturu koju je zadrzao sve do danas. Na temelju nasih rezultata
mozemo pretpostaviti da C. jalzici takoder ima karakteristike euritermnih organizama sto je

potrebno dalje ispitati.
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Neki organizmi izloZeni jednom tipu stresa, mogu razviti povecanu toleranciju na druge
tipove stresa. Takva sposobnost organizmaje poznata kao unakrsna tolerancija (engl. cross
tolerance) i najviSe je istrazena kod biljaka (Pastori i Foyer, 2002), ali se zadnjih godina
istrazuje i kod akvatickih organizama posebice sedentarnih (Marigdmez i sur., 2017). Bududi
da je C. jalzici pokazala visoku toleranciju na stresne uvjete — izloZzenost zraku i visokoj
temperaturi, moguée je da i ona, kao sedentarni organizam koji nema moguénost "bijega"
od nepovoljnih uvjeta, razvila ovaj oblik adaptacije. Sedentarni organizmi su osobito izloZeni
stresorima iz okolisa (Bielen i sur., 2016) i buduci da se Skoljkasi hrane filtriranjem cestica iz
vode, tijekom boravka na suhom hranjenje im je otezano iako je primijeceno da vjerojatno
mogu uzimati kisik i hranjive tvari iz tankog filma vode koji se stvara zbog visoke vlage u
Spiljama (Jovanovi¢ Glavas i sur., 2017). Takoder, uvjeti Zivota u podzemnim vodama u ovom
slu¢aju mogu biti viSestruko stresni jer podrazumijevaju sezonalne promjene u razini vode i

temperaturi, prezivljavanje duzeg razdoblja na suhom te ograni¢en dotok hranjivih tvari.

Analizirani standardni pokazatelji oksidacijskog stresa proteini i MDA su statistic¢ki znacajno
poviseni kod jedinki uzetih iz vode na temperaturi od 25 °C, aktivnost katalaze je znacajno
niza u odnosu na kontrole, dok se karbonili nisu znacajno mijenjali. Rezultati Bielen i sur.
(2016) pokazuju da se aktivnost katalaze nije znadajno mijenjala tijekom 14-dnevnog
izlaganja Skoljkasa Anodonta anatina Linnaeus, 1758 i Sinanodonta woodiana Lea, 1834
povisenim temperaturama od 10 do 26 °C. Suprotno tome, rezultati Khessiba i sur. (2005)
upuéuju na povecéanu aktivnost katalaze kod Skoljkasa Mytilus galloprovincialis Lamarck,
1819 pri povisenoj temperaturi od 25 °C. Ovakvi oprecni rezultati su vjerojatno pokazatelj da
na parametre oksidacijskog stresa, odnosno katalazu utje¢u mnogi faktori poput fizioloSkog
stanja jedinke, dobi, Stetnih tvari u okoliSu, godisnjeg doba, itd. Vrijednosti parametara
oksidacijskog stresa u nasem istrazivanju na 25 °C su sliécne onima nakon izloZenosti jedinki
zraku. Primijeceno je da je porast parametara oksidacijskog stresa na 25 °C, povezan s

porastom mortaliteta jedinki koji se na toj temperaturi naglo povecao.
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6. Zakljucak

e Na temperaturi od 25 °C parametri oksidacijskog stresa kod C. jalzici su poviseni i
slicnih su vrijednosti onima prilikom izlaganja zraku.

e Izlaganje poviSenoj temperaturi i zraku je potaknulo prekomjerno stvaranje ROS-a
Sto je vidljivo na temelju osteéenja lipidnih membrana (porast MDA) i inhibicije
katalaze. Suprotno tome, nije doslo do oksidacijskog oStecenja proteina.

e S obzirom na uvjete u stanistu, znacajniji izvor stresa za C. jalzici je izloZzenost zraku
jer bi se temperatura vode trebala povisiti do 25 °C kako bi doslo do oksidacijskog
stresa.

e Kako predvideni zahvat ne bi negativno utjecao na postoje¢e populacije C. jalzici
potrebno je odriati postojec¢e stabilne okoliSne uvjete koji ukljucuju: zadrzavanje
vode u sifonima ponora tijekom veéeg dijela godine te susno razdoblje tijekom ljeta i
povremene promjene temperature vode koje su bitne za razmnoZzavanje.

e Potrebno je i dalje provoditi monitoring vrste C. jalzici i abiotickih cimbenika.

e Provoditi laboratorijska istraZivanja kako bi se saznalo vise o samoj ekologiji i

fiziologiji vrste.
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8. Zivotopis

Edukacija

15.-18. Master of Science, Magistar struke znanosti o okolisu

Prirodoslovno - matematicki fakultet, Zagreb
= Student diplomskog studija Znanosti o okolisu

rujna 17.—prosinca 17.

Lancaster University, Lancaster (Ujedinjeno Kraljevstvo)

= Erasmus exchange student (Michaelmas term)

= Postgraduate courses: Wildlife Monitoring Techniques, Environmental Governance and
Managament, Groundwater Resources and Protection

12.-15. Bachelor of Science, Prvostupnik struke znanosti o okolisu

Prirodoslovno - matematicki fakultet, Zagreb

= Student preddiplomskog studija Znanosti o okolisu

08.-12.

XV. Gimnazija, Zagreb

* prirodoslovno - matematicka gimnazija

00.-08.

Osnovna skola braée Radica, Klostar lvanié

Radno iskustvo

sijecanj 18. —svibanj 18. Administrativni pomocnik
Agencija za mobilnost i programe EU

oZujka 17.-lipnja 17. Edukator

Javna ustanova Maksimir, Zagreb
= edukacija djece osnovnoskolskog uzrasta
= vodenje terenskih radionica u parku Maksimir (teme: prepoznavanje flore i faune, voda,
godisnja doba,orijentacija u prirodi)

listopada 14.-veljace 15. Demonstrator

Prirodoslovno- matematicki fakultet, Zagreb
= priprema preparata i rad sa studentima na prakti¢noj nastavi iz kolegija Beskraljeznjaci



Jezici

Hrvatski (materinji jezik), Engleski (C1)

Komunikacijske vjestine

= sposobnost rada u timu

= komunikacijske i prezentacijske vjestine stecene kroz rad | vodenje na znanstveno-popularnim
dogadajima(No¢ biologije, No¢ $iSmiSa, Znanstveni piknik, Znanstveni kvart)
= Sudjelovanje na Erasmus+ Youth Exchange projektima (Mountains connecting people - Kosovo

2015, Orientate your youth map - Turkey 2016, Nature calls - Belgium 2016,Biodiversity - Italy 2016,
PBA Youth for nature volunteering and inclusion - Kosovo 2016, Do sports, not posts - Romania 2017,
Be cyclist friendly - Azerbaijan 2017, Living libraries - Poland 2018)

Digitalne vjeStine
=  Microsof office (Excel, Word, Powerpoint), statisticki software Statistica, Adobe Lightroom

Ostale vjestine

= speleolodki pripravnik (SO Zeljezni¢ar, 2015) — DRT tehnika
= fotografiranje (tecaj digitalne i analogne fotografije KSET, 2017)
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