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1. UVvOD

1.1. Osnovne znacajke koljena mekusaca (Mollusca)

Mekusci su, s brojkom od preko 81 000 opisanih vrsta vrlo raznoliko koljeno
beskraljeznjaka. Najveci broj pripada morskim vrstama (55 000), manji broj je kopnenih (20

000), a samo 6 000 pripada slatkovodnim vrstama (Bouchet, 2007).

Mekusci su bilateralno simetri¢ne ili sekundarno asimetri¢ne zivotinje. Najveci dio tijela
mekusSaca ¢ini misi¢no stopalo smjesSteno s trbusSne strane. Ostatak tijela mekusaca Cine
organi smjesteni unutar utrobne vrece zasticeni plasStom. Plast se prostire s dorzalne strane
tijela mekusaca. On na povrsinu tijela izlu¢uje kutikulu s ulozenim vapnenim iglicama ili
ploc¢icama. Tijekom evolucijskog napretka struktura tijela mekuSaca se mijenjala. Kod
odvedenijih skupina doslo je do razvitka ljuSture. lznimno je kod razreda puzeva i
glavonoZaca u nekih vrsta ljuStura sekundarno reducirana. Izmedu plasta 1 stopala koje im
ujedno omogucava kretanje smjestila se plastana Supljina s respiratornim organima te
izvodima reproduktivnog, ekskrecijskog i probavnog sustava. Smatra se da su prvobitni
mekusci imali nekoliko pari Skrga, poznatih jo§ pod nazivom ktenidije, koje su im
omogucavale disanje. Danas, ve¢ina ima jedan par Skrga ili samo jednu Skrgu. Svaka Skrga
ima dovodnu i odvodnu krvnu zilu kojom se kisik iz $krga prenosi u tkiva putem hemolimfe.
SrediSnji ziv€ani sustav mekusSaca sastoji se od nekoliko pari ganglija i dva para Ziv€anih
vrpei stoga ga jo$ nazivamo tetraneuralnim Ziv€anim sustavom. Prvotno su se mekusci
hranili algama i drugim sitnim organizmima pri¢vrS¢enim na podlogama na kojima su
obitavali. Danas, manji broj mekusaca hranu dobiva filtracijom dok su ostali makrofagni
herbivori ili karnivori. Ovisno o tipu prehrane, za usitnjavanje su razvili radulu koja je
gradena od sitnih hitinskih zubiéa i hrskaviéne osnovice. Iznimka su Skoljkasi koji sami
stvaraju struju vode iz koje procjedivanjem uzimaju sitne cestice potrebne za rast i razvoj.
Isto kao i radula, probavilo mekusaca prilagodeno je tipu prehrane. Tijekom embrionalnog
razvoja doslo je do nastajanja sekundarne tjelesne supljine ili celoma koji je kod mekusaca
jako reduciran i ograni¢en na podrucje oko srca (osréje, perikard) i gonada (gonocel).
Optjecajni sustav je otvoren i oksigenirana hemolimfa se iz skrga odvodnom krvnom zilom

dovodi u pretklijetke, Klijetke, aortu koja ju putem manjih arterija krvlju izljeva u hemocel



oko tjelesnih organa. Za ekskreciju, mekuscima sluzi jedan par metanefridija, oblika vrece
debelih stijenka koji urin kroz nefridiopore izbacuju u plaStanu Supljinu (Habdija 1 sur.,

2011).

Vecina mekusaca koristi suzivot s organizmima kao $to su cijanobakterije, alge, spuzve,
mahovnjaci 1 plastenjaci, koji im pomaze u obrani od predatora, pruza utociSte od
grabezljivaca te sluzi kao izvor kemijske obrane. Isto tako, za poboljSanje obrane, mekusci

koriste sekundarne metabolite plijena.

Mekusci su sistematski podijeljeni u sedam razreda: Aplacophora (bezljusSturasi),
Polyplacophora (mnogoljusturasi), Monoplacophora (jednoljusturasi), Gastropoda (puzevi),
Cephalopoda (glavonosci), Bivalvia (Skoljkasi) i Scaphopoda (koponosci) (Habdija i sur.,
2011).

1.2. Osnovne znacajke razreda puzevi (Gastropoda)

Puzevi, s 70 000 opisanih, odnosno s vise od 105 000 recentnih i 15 000 fosilnih
(Matonickin i sur., 1998) vrsta predstavljaju najbrojniji i najraznovrsniji razred mekusaca.

Prilagodili su se slanim, slatkim, bo¢atim vodama te zivotu na kopnu (Habdija i sur., 2011).

Kolonizirali su kopnene vode, ponajvise slatkovodna staniSta s najmanje 33-38
nezavisnih linija puzeva (Strong i sur., 2008). Na podrucju Hrvatske zivi oko 300 vrsta

kopnenih i oko 200 vrsta slatkovodnih puzeva (Habdija i sur., 2011).

Najstariji pronadeni fosilni nalazi iz kambrija pokazuju kako su puzevi primarno
zivjeli iskljucivo u bentosu morskih stanista, gdje su se prilagodili svim tipovima morskog
dna. Evolucijskim razvojem, brojnim funkcionalnim, morfoloskim i anatomskim obiljezjima
prilagodili su se na razli¢ite zivotne uvjete odnosno razvili su prilagodbe za pelagicki nacin
zivota te zivot na kopnu. Razvitkom ,,pluca“ osvojili su kopnena stanista. Upravo su oni
danas zastupljeni s najve¢im brojem vrsta dok su slatkovodna staniSta zastupljena s

najmanjim brojem vrsta (Habdija i sur., 2011).

Recentni puZevi podijeljeni su u dva podrazreda: Eogastropoda i Orthogastropoda
(Ponder i Lindberg, 2008), ali i dalje se najcesce koristi stara podjela na tri podrazreda prema
stupnju torzije (Habdija 1 sur., 2011): prednjoskrznjaci (Prosobranchia), straznjoskrznjaci
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(Opistobranchia) i pluénjaci (Pulmonata). Tijekom embrionalnog razvoja doslo je do torzije
utrobne vrecice i plastanog kompleksa za 180°. Torzija predstavlja zajednicku karakteristiku
svih puzeva i rezultira drugacijim rasporedom unutrasnjih organa u puzeva, a samim time
omogucuje drugaciju podjelu puzeva. Prije torzije, hipotetski oblik ima plastanu Supljinu s
pripadnim organima smjestenu u straznjem dijelu tijela. No, nakon torzije, koja se zbiva u
dvije faze, plastani kompleks prednjoskrznjaka je pomaknut naprijed pri ¢emu se par $krga
smjesta anteriorno, ispred srca (Zygobranchia), a zadrzava obje pretklijetke (Diotocardia).
U drugih prednjoskrznjaka, pomicanjem plastanog kompleksa ulijevo zadrzala se samo
jedna Skrga (Azygobranchia) i samo jedna pretklijetka (Monotocardia). S druge strane, kod
straznjoSkrznjaka dolazi do odredenog stupnja detorzije pa su Se jedna Skrga
(Azygobranchia) i jedna pretklijetka (Monotocardia) u konacnici smjestile iza srca. Ova
evolucijska pojava prisutna je i kod pluénjaka, samo $to su kod njih $krge reducirane i
zamijenjene spletom krvnih zila (Matonickin i sur., 1998; Habdija i sur., 2004). Na ovaj
nacin, torzijom se ve¢ tijekom embrionalnog i postembrionalnog razvoja puzevima
omogucuje uzimanje Ciste vode potrebne za disanje. Isto tako, organi se smjeStaju u
anteriorni polozaj koji je povoljniji, upravo zbog smjestaja osjetilnih organa koji su
puzevima od iznimnog znacaja za svakodnevni zivot. Torziji prethodi razvoj vapnenacke
ljusture koja evolucijskim razvojem mijenja oblik iz tanjurastog u stoZasti, povecava SVOj
volumen te volumen utrobne vrece. S obzirom na veliinu i teZinu, tijekom razvoja ljustura
se spiralno savija u bilateralno simetri¢no spiralnu kuéicu koja je polozena u jednoj ravnini
s longitudinalnom osi tijela. U vec¢ine puZeva jednodijelna spiralno savijena kucica se sastoji
od razli¢itog broja zavoja koji se nakon torzije usmjeruju prema straznjem dijelu tijela.
Posljednji zavoj je najve¢i 1 na njemu se otvara us¢e koje u prednjosSkrznjaka zatvara
operkulum. To je roznati poklopac koji izlucuje straznji dio stopala. Operkulum je Cesto
oc¢vrsnut kalcijevim karbonatom, a sluzi kao zastita od predatora i isusivanja. Vrlo je koristan

kopnenim puzevima koji ne smiju izgubiti previSe tekucine.

Na ventralnoj strani tijela nalazi se dobro razvijeno misSi¢no stopalo iz kojeg izlazi
stopalni (tarzalni) misi¢ izgraden od tankih, razli¢ito usmjerenih misi¢nih vlakana,
pri¢vri¢en za vrh kucice. Njihovim stezanjem nastaju misiéne kontrakcije koje omogucuju
savijanje 1 uvlacenje stopala u kuc¢icu odnosno kretanje puzeva. Uz tarzalni, puzevima je
1zuzetno bitan kolumelarni mi$i¢ koji kontrakcijom misi¢nih snopica uvlaci organe u kucicu.

Neki puzevi na stopalu imaju bisusne zlijezde koje luce bisusne niti za pri¢vrs¢ivanje za



podlogu odnosno mukozne zlijezde koje izlu€uju sluz koja pomaze pri kretanju (Matonickin

i sur., 1998; Habdija i sur., 2004).

Tijelo puZeva, osim glave i stopala, obavijeno je plaStom koji je uz kuéicu prirastao
uz rub, poput nabora. On se sastoji od vanjskog i unutarnjeg epidermalnog sloja. U kopnenih
puzeva je prokrvljen te ima funkciju diSne povrSine. Izmedu plasta i utrobne vrece nalazi se
plastana Supljina koja obavija unutarnje organe dok se izmedu plasta i unutarnje povrsine
ljusture nalazi izvanplaStana (ekstrapalijalna) tekuéina. Za zivot na kopnu puZevi su se
prilagodili brojnim osjetilima od kojih su od iznimne vaznosti mehani¢ka i kemijska osjetila
smjestena u kozi. S druge strane, vodenim puzZevima su se dobro razvili kemoreceptori
smjesteni blizu osnovice skrga ili na rubu plasta. Hipotetski predak puza imao je bilateralno
simetri¢an i tetraneuralan ziv€ani sustav. Danas, kao posljedica torzije, ziv€ani sustav
puzeva je asimetri¢an, sastavljen od pet pari ganglija: cerebralni, pedalni, pleuralni,

visceralni 1 parijetalni (Matonickin, 1998).

Prema vrsti hrane koju konzumiraju, u razredu puzeva susre¢emo grabeZljivce,
biljozdere, svezdere, strvinare i konzumente organskog detritusa. Prehrana puzeva
potpomognuta je specijaliziranim organom, radulom ili trenicom, smjestenom na donjoj
strani, u zdrijelu puzeva. Trenica se sastoji od hitinske membrane sa sredi$njim, postranim i
krajnjim zubi¢ima smjeStenim u brojnim redovima, pri¢vrs¢enim na odontofor izgraden od

hrskavi¢nog tkiva (Matonickin, 1998).

Puzevi, kao i ostali mekusci, imaju otvoreni optjecajni sustav. Hemolimfa puzeva je
bezbojna ili u oksidiranom obliku plavkasta tekuéina koja je od iznimne vaznosti za prijenos
hranjivih tvari, metabolickih plinova i ekskreta. Isto tako, djeluje kao hidroskelet koji svojim
turgorom omogucuje izvlacenje 1 uvlacdenje tijela puza u vapnenacku ljusturu.
Osmoregulacija i ekskrecija se vr§i pomocu metanefridija te preko koze i Skrga. Pritom se
kod vodenih puzeva u tijelu nakupljeni dusicni ostaci odstranjuju u obliku amonijaka Koji je
topljiv u vodi, dok se kod kopnenih puzeva stvara mokraéna kiselina koju izlucuju iz tijela
u krutom stanju (Habdija i sur., 2011). Prednjoskrznjaci su ve¢inom razdvojena spola te je
kod njih evolucijskim razvitkom odnosno torzijom ostala jedna gonada koja se povezala s
metanefridijima. Straznjoskrznjaci i plu¢njaci su dvospolci. Kod njih se razvila dvospolna
zlijezda iz koje kroz dvospolnu cijev sjemenovodom i jajovodom putuju razvijene muske i

zenske spolne stanice. Nakon oplodnje, koja moze biti vanjska ili unutarnja, jaja prolaze fazu



gastrulacije kojom nastaje plivajuéa li¢inka trohofora koja sazrijevanjem prelazi u veliger

licinku koja u kasnijem stadiju prolazi proces torzije (Habdija i sur., 2011).

1.3. Biomineralizacijski procesi prisutni tijekom izgradnje kucice puza

Osnovni determinacijski kriterij za klasifikaciju slatkovodnih puzeva su konholoske
znacajke, odnosno znacajke kucice (Gloer, 2002). Kucice puzeva su pretezito mineralnog
porijekla izgradene od tri sloja; vanjskog organskog sloja smede boje (periostrakum) te dva
vapnenacka, srednjeg (oostrakum) i unutarnjeg (hipostrakum). Cesto se kod puZeva ne
razlikuju tri sloja nego se vapneni dio sastoji od tri, Cetiri pa i Sest slojeva, kao Sto je to slucaj
kod kopnenih puzeva. Kucice sadrze visok udio kalcijevih i magnezijevih iona te su odraz
fizioloskih i okolisnih uvjeta. U sastavu kucice kristali kalcijeva karbonata zastupljeni su s
viSe od 95 %. Kalcijev karbonat kristalizira u Sest razlicitih polimorfa, pet je kristali¢no, a
jedan je amorfni, koji se transformiraju u mnogo stabilnije polimorfe (Medakovi¢ 1 sur.,
2015). Vaterit, kalcit i aragonit su najzastupljeniji ,,¢isti“ minerali koji se koriste za izgradnju
&vrstih biomineralnih struktura (CadeZ, 2015). lako su i kalcit i aragonit sastavljeni od
kalcijevog karbonata, njihove kristalne strukture se razlikuju. Kuc¢ica puza, sli¢no kao i
ljustura Skoljkasa sastoji se od kalcijeva karbonata koji se u vanjskom sloju transformira u
kalcit romboedarskog oblika dok se u unutarnjem sloju transformira u aragonit ortorombnog
oblika. Aragonit ima bolje pakiranje jedini¢ne ¢elije, Sto mu omogucava vecu otpornost na
kalanje u usporedbi s romboedarnim kalcitom (Fricke i VVolkmer, 2007; Weiner i Addadi,
1997). Isto tako, s obzirom na svoj rast, aragonit formira polimorfne strukture sli¢ne sitnim
iglicama, dok kalcit formira velike (mono)kristaleromboedarnog oblika, koji su 1 vise skloni
kalanju. Ovakva svojstva aragonitu daju prednost kao gradevnom materijalu pri formiranju
guste i kompaktne kristalne resetke (Nelyubina i Lyssenko, 2012). Prema Matonickin i sur.
(1998), uz kristale kalcijeva karbonata organski matriks sadrzi organske komponente kao §to
su kalcijev fosfat, kalcijev sulfat, magnezijev karbonat te soli metala (aluminij, Zeljezo,
bakar, stroncij, barij). Mineralna slojevitost kuéice posljedica je ugradnje metala, ¢iji su ioni
razli¢itog radijusa, U sloj kalcita i aragonita. Kalcitni sloj pogodan je za ugradnju iona
manjeg radijusa od Ca, npr. Fe, Mn, Cu i Zn dok aragonitni sloj omogucava ugradnju iona
Cd, Ba 1 Pb, veceg radijusa od Ca. Ovisno o uvjetima okoline, metali ¢e se razli¢ito
ugradivati u slojeve. Ugradnja metala ukljucuje postupak biomineralizacije, taloZenja i

adsorpcije iz vode. Po zavrSetku postupaka ugradnje metala, jedinke ne prolaze
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reproduktivni ciklus i ne podlijezu mehanizmima fizioloske promjene. Proces ugradnje je
dugotrajan, za razliku od uklanjanja metala iz slojeva kalcita i aragonita kucice. Ovisno o
vremenu sazrijevanja jedinka je podlozna u kudicu integrirati ve¢i broj metala, ovisno o
uvjetima okolisa (Ronc¢evi¢ i sur., 2010). Ovakav slozeni biokemijski proces formiranja
visoko organiziranih struktura poznatiji je pod nazivom biomineralizacija te se kao takav
nalazi se pod kontrolom zivih organizama (Cuif i sur., 2011; Lowenstam 1 Weiner, 1989;

Marin i Luquet, 2007, Cadez, 2015).

Sastav ku¢ice moze biti pod utjecajem brojnih ¢imbenika iz okoliSa te ovisiti 0
kompeticiji, parazitizmu, dostupnosti hrane i kalcijevih iona u staniStu, tipu supstrata ili
salinitetu (Bornancin i sur., 2017). Zbog kemijskog posredovanja u reguliranju ponasanja
izmedu vrsta dolazi do utjecaja na strukturu populacije, organizaciju zajednice i funkcije
ekosustava. Samim time, kod odredivanja taksonomije i sistematike puzeva potrebno je uzeti

u obzir navedene ¢imbenike (Bornancin i sur., 2017).

Istrazivanjima kojima se ispituje stanje okoliSa, upravo su metali oni koji su toksicni i
Cesto nerazgradivi. Inkorporiraju se u kuéicu te ¢ine njen elementni sastav nepromjenjiv, bez
obzira na fizioloske i okolisne uvjete Koji sluzi poput elementnog ,,otiska prsta“ te vrste.
Raznolikost stanista nekog podrucja usko je povezana s geografskim polozajem, geoloSkim,
Klimatskim i hidrografskim uvjetima, razvedenosti reljefa te antropogenim utjecajima. Jedno
podrucje ima niz prirodnih resursa: vodu, zrak i tlo. Osim $to je filtar za mnoge Stetne tvari,
tlo sadrzi velik broj kemijskih elemenata, posebice toksi¢nih. Elemente u tragovima tlo

sadrzi iz nekoliko izvora:

e litogeni/geogeni elementi koji su naslijedeni iz litosfere (mati¢na stijena),

e pedogeni elementi koji potjecu iz litogenih izvora, ali su promijenjeni (u smislu
specijacije) zbog pedogenetskih procesa i

e antropogeni elementi koji se taloZze na tlo ili prolaze kroz njega, a posljedica su

aktivnosti Covjeka (Kabata-Pendias i Mukherjee, 2007; Halami¢ i Miko, 2009).

U litosferi Zemlje najzastupljeniji su elemenati: O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K i Mg. Navedeni
elementi nalaze se u sastavu magmatskih stijena kore te ¢ine 99 % njenog sastava. Pritom
elementi Fe, O, Si i Mg grade 90 % kore, a elementi Ni, Ca, Al i S su zastupljeni s vise od 1
%. U sastav ulaze jo$ elementi Na, K, Cr, Co, P, Mn i Ti s udjelima od 0,1 do 1 % (Prohic¢,
1998).



Koncentracija toksi¢nih elemenata u tlu ovisi o: geoloskoj podlozi, pedogenetskim,
kemijsko—fizickim i geomorfoloskim ¢imbenicima. Ovisno o navedenim ¢imbenicima
Republiku Hrvatsku mozemo podijeliti na tri geomorfoloska podrucja: panonsku, gorsku i
primorsku Hrvatsku. Na tim podru¢jima prevladavaju razli¢iti klimatski faktori, ponajprije
geoloska podloga koji uvjetuju razlicite pedogenetske procese koji posredno utjecu na

geokemijski sastav tala, a samim time i na sastav kucice puzeva (Halami¢ i Miko, 2009).

1.4. Slatkovodni puzZevi

Slatkovodni puzevi zastupljeni su na svim kontinentima, na gotovo svim vodenim
staniStima, osim na Antarktici. Prema Dobrovi¢ (2015) u Europi je ukupno 856 vrsta
slatkovodnih mekuSaca, od ¢ega 94 % cine slatkovodni puzevi dok na podrucju Hrvatske
zivi oko 200 vrsta slatkovodnih vrsta puzeva (Habdija i sur., 2011). Specijalizirali su se za
sve tipove staniSta — vodenu vegetaciju, kamenje, stijene, drvo ili meki sediment.
Slatkovodne ekosustave plitkih voda jezera, ribnjaka, rijeka, potoka i mocvara ponajvise
nastanjuju prednjoskrznjaci i pluénjaci. Slatkovodni puzevi zive uglavnom na dnu, blizu
ruba pitke vode dok se na ve¢im dubinama, u jezerima i rijekama rijetko pojavljuju (Pfleger
i Chatfield, 1988). Prednjoskrznjake mozemo pronaci u teku¢im vodama s puno kisika koji
je od velike vaznosti za njihov rast i razvoj, dok stajace ili slabo teku¢e vode zauzimaju
pluénjaci koji do kisika dolaze penjuci se na vodenu vegetaciju. Pluénjaci nemaju Skrge nego

kisik iz atmosfere uzimaju preko prokrvljenog plasta.

Prelazak puzeva s mora na kopno ovisio je o mnogim ekoloskim, abiotiCkim i
biotickim ¢imbenicima: salinitetu, pH—vrijednosti, koncentraciji kalcijevih iona, koli€ini
otopljenog kisika, temperaturi, strujanju vode, supstratu, rastu bilja, kompeticiji za hranu,
predatorima i parazitima (Gloer, 2002). Puzevi su razvili sposobnost prilagodbe na stalne
promjene u temperaturi, koli€ini 1 strujanju vode u slatkovodnim ekosustavima S$to se
suprotstavlja njihovim dosadaS$njim uvjetima Zzivota u moru. Zastupljenost puzeva u
slatkovodnim ekosustavima varira ovisno o koli¢ini otopljenih kalcijevih soli, pH-

vrijednosti, koncentraciji natrijeva klorida i temperaturi.

Povisena koncentracija kalcija u vodi uzrokuje njegovo vece talozenje u kucicu $to

za posljedicu ima vece i deblje kucice vrste koja se nalazi u takvim uvjetima te isto tako

7



povecan broj vrsta. Ovisno o ravnotezi izmedu kalcijeva karbonata i uglji¢ne kiseline nastale
otapanjem ugljikova(IV) oksida u vodi do¢i ¢e do njihove razliCite raspodjele Sto za
posljedicu ima promjenu pH-vrijednosti vode. Ostali uvjeti koji utjeCu na Zivot slatkovodnih
vrsta puZeva su temperatura vode i koncentracija natrijeva klorida. Prema dosadas$njim
istrazivanjima, slatkovodne vrste puzeva ne zahtjevaju salinitet ve¢i od 7 %o odnosno
prilagodile su se uvjetima s niskom koncentracijom natrijeva klorida u vodi. Prema Gloer
(2002) jedinke koje zive u vodi sa salinitetom 11 %o dosezu samo 70 % veli¢ine kucice u
usporedbi s onima koje zive u slatkoj vodi. Slatkovodne vrste puzeva imaju razli¢itu

toleranciju na temperaturu.

Vecina slatkovodnih puzeva su bentoski puzaci, mikroherbivorni i/ili
mikroomnivorni struga¢i koji se hrane bakterijskim naslagama, algama i dijatomejama
(Moog, 2002). Prema Lydeard i sur. (2004) slatkovodni mekusci predstavljaju jednu od
najugrozenijih skupina Zivotinja. Kao glavni razlozi koji dovode do smanjenja broja vrsta i
pada gustoce populacija istiCu se njihov zivotni ciklus 1 antropogeni utjecaj (Strong 1 sur.,
2008). Od znacajki zivotnog ciklusa treba istaknuti da su vrste slabo pokretne, imaju
ograniceni areal usko vezan za odredeni tip staniSta, nisku plodnost te samim time dugo
vrijeme spolnog sazrijevanja i relativno dug Zivotni vijek. Intenzivna poljoprivreda jedna je
od glavnih antropogenih aktivnosti, a uklju¢uje povecano koriStenje raznih kemijskih
gnojiva i pesticida, urbanizaciju, pretjerano koristenje i oblikovanje vodenih povrsina. Isto
tako, na staniSta utje¢u klimatske promjene poprac¢ene povecanom ucestalos$¢u i intenzitetom
susa te dolazi do unosa raznih invazivnih vrsta (Cuttelod i sur., 2011). Pod navedenim

utjecajima, vrste se teSko prilagodavaju na promjene u okolisu.

1.4.1. Slatkovodna vrsta Holandriana holandrii

Prema vecini autora vrsta H. holandrii svrstana je u nadporodicu Cerithioidea
odnosno porodicu Melanopsidae (Tablica 1). Odvajanje porodice Melanopsidae odvijalo se
prije 10 i 8 milijuna godina, dok se odvajanje vrste H. holandrii odvilo prije oko 9,5 — 10,7

milijuna godina (Lovrenci¢, 2015).



Tablica 1. Sistematski polozaj vrste H. holandrii (Pfeiffer, 1828) prema www.faunaeur.org.

CARSTVO Animalia
PODCARSTVO Eumetazoa
KOLJENO Mollusca
RAZRED Gastropoda
PODRAZRED Orthogastropoda
NADRED Caenogastropoda
RED Neotaenioglossa
NADPORODICA Cerithoidea
PORODICA Melanopsidae
ROD Holandriana
VRSTA Holandriana holandrii C. Pfeiffer, 1828

Slatkovodna vrsta H. holandrii ima kuéicu cunjasto — jajastog oblika, zuckaste ili
7uckasto zelene boje, s tri ili Cetiri crno — smede pruge (Slika 1). Kucica doseze visinu od 15
mm 1 Sirinu od 9 mm. Vrh kucice je Sirok, s Cetiri do Sest konveksnih zavoja. UsCe je
prozirno, jajastog oblika, vece visine nego Sirine. Unutrasnjost kucice je smeda, kao i vanjski
rub. U unutrasnjosti je vidljiva kolumela. Operkulum je relativno malen i zaobljen. Ovu
slatkovodnu vrstu mozemo naci u rijekama, potocima i jezerima gdje preferira ¢vrsti supstrat

(kamenje, stijene, drvo).

Slika 1. Slatkovodna vrsta puza H. holandrii (C. Pfeiffer, 1828)

Prema IUCN kriterijima, svrstana je u kategoriju najmanje zabrinjavajuce vrste (LC,
engl. Last Concern). Isto tako, prema podacima AQEM baze, ova vrsta je dobar indikator

okoliSnog zagadenja (Tomovi€ i sur., 2013), a Cesto se koristi kao biomarker oksidativnog
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stresa u okoliSu (Vrankovi¢ i sur., 2012). Bez obzira na vrlo veliku otpornost vrste uo¢eno
je da se njena brojnost u nekim dijelovima Europe postupno smanjuje, no razlog tomu jos
nije poznat. Pretpostavlja se da se radi o nedostatku pogodnog supstrata, onec¢iséenju, ali i
utjecaju invanzivnih vrsta (Tomovic i sur., 2013). S obzirom na uo¢eno smanjenje brojnosti,
vrsta je zasticena u Madarskoj, dok se u Sloveniji smatra osjetljivom vrstom (VU, engl.

Vulnerable). Kao posljedica degradacije stani$ta, u Austriji je izumrla (Lovrenéié¢, 2015).

Na podru¢ju Hrvatske vrstu H. holandrii nalazimo u vecini rijeka crnomorskog
slijeva (Dunav, Sava, Drava, Kupa, Mreznica, Korana, Dobra, Lonja, Ilova i dr.) dok ju u
jadranskom slijevu nalazimo samo u rijeci Cetini (Habdija i sur., 1995). U Srbiji ova vrsta
je rasprostranjena u veéem broju rijeka. Dominantna je u rijekama i potocima male do
srednje veli¢ine, nadmorske visine do 500 m, sa supstratom kojeg ¢ine kamenje razlicite
veliCine i Sljunak. Zabiljezena je u sljede¢im rijekama: Kacer, Ljig, Toplica, Kolubara, Jadar,
Lim, Drina, Kamenica, Resava, Trgoviski, Beli i Crni Timok, Vlasina i NiSava (Tomovi¢ i

sur., 2013).
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1.5. Atomska spektroskopija

Metode atomske spektroskopije predstavljaju skup metoda koje se koriste za
kvalitativnhu 1 kvantitativnu elementnu analizu uzoraka razliCitog porijekla. Navedene
metode temelje se na mjerenjima pojava emisije, apsorpcije i fluorescencije. lako su takve
metode vrlo osjetljive, imaju i niz prednosti; brzina, prikladnost, visoka selektivnost i
umjerene cijene instrumenata. Ovim metodama se informacije o kemijskom sastavu
dobivaju iz atomskih spektara u optickom dijelu elektromagnetskog spektra zraCenja.
Opticki dio spektra predstavljaju ultraljubicasti (UV), vidljivi (VIS) 1 bliski infracrveni
(NIR) dio s frekvencijama koje su energijski prikladne za pobudivanje elektrona (Skoog i
sur., 1999).

Razvojem znanosti o atomskoj spektroskopiji razvile su se tri tehnike za analiticku primjenu:

e Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS)
e Atomska emisijska spektrometrija (AES)

e Atomska fluorescencijska spektrometrija (AFS)

1.5.1. Atomska emisijska spektrometrija

Metode atomske emisijske spektrometrije primjenu su nasle u kvantitativnoj analizi
razli¢itih elemenata u uzorcima. U kratkom vremenskom periodu odreduju se elementi
zastupljeni u tragovima do onih zastupljenih u velikim koncentracijama. Kao posljedica
emitiranja zraCenja razli¢itih valnih duljina pobudenih atoma pri povratku u osnovno stanje
nastaju atomski spektri. Metode atomske spektrometrije prvenstveno se primjenjuju za
kvantitativne, a potom i kvalitativne analize. Kvantitativnom analizom koja je povezana s
kolicinom emitiranog zracenja dobivamo informacije o sadrzaju analita dok kvalitativnom

analizom dobivamo informacije o vrsti analita u uzorku.

Metode atomske emisijske spektrometrije temelje se na tri koraka: atomizaciji
uzorka, pobudivanju i emisiji. Atomizacijom u visokotemperaturnim izvorima nastaju

pobudeni slobodni ioni i/ili atomi. Pobudeno stanje je nestabilno stoga se atomi vracaju u
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osnovno stanje emitiraju¢i pritom zracenje odredenih valnih duljina odnosno energiju u

obliku topline ili radijativno.

1.6. Atomska emisijska sprektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu
(ICP-AES)

Metoda ICP-AES koristi plazmu kao izvor pobudnog zracenja. lzvor induktivno
spregnute plazme sastoji se od plamenika kojeg ¢ine tri koncentri¢ne kvarcne cijevi (vanjska,
sredi$nja i unutarnja). Pri vrhu plamenika, oko sredis$nje cijevi vidljiva je bakrena zavojnica
hladena vodom. Zavojnicu napaja radiofrekvencijski generator. Njegovim djelovanjem na
zavojnicu, slobodni elektroni plina nosioca dolaze u interakciju s magnetskim poljem te na
taj nacin inertni plin postaje elektricno vodljiv. Nastala interakcija uzrokuje prstenasto
kretanje iona i elektrona u prostoru zavojnice pri ¢emu dolazi do nastanka energije koju
prepoznajemo po intenzivnom zagrijavanju plina. Lan¢anom reakcijom sudara elektrona s
atomima argona u podrucju zavojnice stvara se induktivno spregnuta plazma. Najc¢esce se u

ovu svrhu upotrebljava plin argon.

Argon je kemijski inertan, monoatomni element, visoke ionizacijske energije (15,76
eV) koji slabo provodi toplinu. Zbog svoje kemijske inertnosti eventualno nastale kemijske
vrste u uzorku su vrlo nestabilne i najces¢e disociraju odmah nakon relaksacije u stanje nize
energije. Isto tako, zbog smanjenog utjecaja pozadinskog zracenja daje jednostavan
emisijski spektar koji ne utje¢e na analitiCku osjetljivost instrumenta ICP-AES, za razliku

od molekulskog emisijskog spektra dobivenog u izvoru plamena (Marcius, 2017).

Nastala plazma nalikuje na plamen, intenzivne, bijele boje. Sredi$nja jezgra
proizvodi spektralni kontinuum koji je rezultat kombinacije plina argona te drugih iona s
elektronima. Spektralna mjerenja se provode u podrucju iznad zavojnice gdje je najmanji
utjecaj argonovih linija. Temperatura plazme je vrlo visoka pa se vanjski plast plamenika
hladi tangencijalnim protokom argona. Ovakav izvor ima za posljedicu nekoliko prednosti:
atomizacija nastaje u inertnoj okolini plina argona Sto produzuje vrijeme Zivota uzorka,
temperaturni presjek plazme je jednoli¢an, a tako dobivene bazdarne krivulje su linearne za

nekoliko redova veli¢ine koncentracije.

12



Prema Nolte (2003) postoji pet temperaturnih podruéja plazme:
1. Zona predgrijavanja — kona¢no uklanjanje otapala uzorka;

2. Visokotemperaturna jezgra — dolazi do procesa razgradnje, isparavanja i atomizacije

uzorka,;
3. Zona inicijalnog zrac¢enja — kontinuum blijedi i plazma postaje opticki prozirna;

4. Normalna analiti¢ka zona — najmanji utjecaj pozadinskog zracenja, pogodno za mjerenje

intenziteta emisije analita

5. Niskotemperaturni rep plazme — pobuda elemenata s niskom energijom pobude (Slika 2)

...... Rep plazme

Jezgra plazme
S800K «vevnewwasf N ..., Normalna analiticka zona

7000K * -t « Zona predgrijavanja
10000K """ ""
Indukcijska
= KCi
zavojnica
N Silnice
Kvarcne cijevi magnetskog polja

Protok aerosola uzorka

Slika 2. Dijelovi i temperaturna podrucja induktivno spregnute plazme

1.6.1. Instrumentacija

Instrument za ICP-AES kemijsku analizu sastoji se od: sustava za uvodenje uzorka,

plamenika, radiofrekvencijskog generatora te spektrometra i detektora.

Uzorak se unosi u vru¢u plazmu pomocu protoka argona kroz srediSnju kvarcnu
cijev. Otopina uzorka kapilarom ulazi u rasprsiva¢ koji potom tekuéi uzorak provodi u

aerosol i transportira u plazmu. Prilikom rasprsivanja otopine dolazi do zaostajanja velikih
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Cestica aerosola koje se uklanjaju u komori za rasprSivanje. Smjestena je izmedu rasprSivaca

i plamenika.

Nacin prikupljanja signala u plazmi ovisi o polozaju plamenika koji moze biti
aksijalan i radijalan. Na aksijalan nacin analiticku zonu promatramo s vrha plazme ¢ime
prikupljamo zradenje veceg intenziteta koje prolazi duz cijele osi plazme. Ovakav polozaj
ima za posljedicu vecu analiticku osjetljivost 1 veci utjecaj pozadinskog zracenja te
spektralnih 1 ionizacijskih interferencija. No, ovim polozajem se smanjuje analitiCka
osjetljivost za analizu elemenata u tragovima. S druge strane, radijalno promatranje
omogucuje mjerenje emisije zracenja na tocno odredenoj visini. Ovakvim na¢inom mjerenja
smanjene su spektralne interferencije i pozadinsko zracenje te je omoguéeno mjerenje veéine

elemenata (Toth, 2016).

Povratkom atoma i iona iz pobudenog u osnovno stanje nize energije dolazi do
emitiranja zracenja odredene valne duljine. Kako bi se poboljsala kvaliteta 1 ubrzala
spektralna analiza, danas su u mjerenju primjenu nasli eSeletni spektrometri. Nastali su
kombinacijom dva disperzijska elementa, najcesce esSeletne resetke i prizme. Na ovaj nacin,
kombinacijom dva disperzna elementa moguca je detekcija vise spektralnih redova u obliku
dvodimenzionalne slike koja se nazova eSelogram. KoriStenjem eSeletnog spektrometra
dobiven je niz prednosti od kojih se isticu visoka efikasnost mjerenja signala u svim

spektralnim redovima te iznimno razluc¢ivanje linija u visokim spektralnim redovima.

Izdvojene emisijske linije u spektrometru Salju se na detektore koji prikupljaju signal
i mjere intenzitet emisijskih linija. Danas, prema Kobelja (2016) za detekciju se koriste
detektori u ¢vrstom stanju, na bazi silicija. Uslijed narinutog elektricnog polja dolazi do
gibanja elektrona i nastalih Supljina u kristalnoj strukturi prema sloju Si-SiO- te stvaranju
struje koja je proporcionalna koli¢ini fotona koja prodire u kristal. Dobiveni signal s
detektora dolazi na procesor signala koji pojacava i filtrira elektri¢ni signal od nezeljenih

interferencija - Sumova.

Obrada analitickih podataka vrsi se pomocu racunalnog programa racunala na kojeg
je spojen ICP-AES uredaj. Pomoc¢u racunala moguée je mjeriti i kontrolirati sljedece
parametre: brzinu protoka argona, volumen uzorka, polozaj plamenika, snagu
radiofrekvencijskog generatora, razmjesStaj le¢a i1 zrcala u spektrometru te ukloniti
interferencije 1 pozadinsko zracenje. Danas, moderni instrumenti odreduju kalibracijsku

funkciju automatski metodom najmanjih kvadrata i izracunavaju koncentraciju. Ona nam
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predstavlja znac¢ajnu informaciju, prikupljeno zraCenje na detektoru, prevedeno u elektricni

signal u racunalu.

1.6.2. Analiti¢ke znacajke induktivno spregnute plazme

Ovisno o radnim parametrima, moze do¢i do promjena u intenzitetu analitickog
signala odnosno do kemijskih, fizikalnih i spektralnih interferencija. Izmedu odredivanih i
ostalih prisutnih elemenata u uzorku dolazi do kemijskih interakcija koje ukljucuju
ionizacijske efekte i efekt isparavanja otapala. S druge strane, fizikalne interferencije su
povezane s promjenom fizi€kih svojstava uzorka. Kemijske 1 fizikalne interferencije ne
uzrokuju znacajne promjene u metodi ICP-AES. S druge strane, spektralne interferencije su
izrazenije U ICP-AES metodi. Na smanjenje spektralnih interferencija se moze utjecati:
odabirom druge, pogodnije emisijske linije koja je slobodna od interferencija, primjenom
metoda odvajanja analita iz matrice prije analize (ekstrakcija, ionska izmjena, itd.),
korekcijom pozadinskog zracCenja i zalutalog zracenja te upotrebom kvalitetnijih optickih

komponenata (Hill, 2007).

1.7. Odredivanje metala u bioloSkim uzorcima

Metali su u vodama i otopinama bioloSkih uzoraka zastupljeni u tragovima, u obliku
anorganskih i organskih spojeva. Za odredivanje njihovih koncentracija primjenjuju Se
razli¢ite metode poput elektrokemijskih tehnika i odgovarajucih spregnutih tehnika atomske
apsorpcijske ili emisijske spektrometrije. Analiza metodom ICP-AES provodi se u
otopinama uzoraka. Pritom su u takvim otopinama prisutne velike koncentracije vode,
organskih spojeva, kiselina i soli koje mogu utjecati na analiticki signal. Najve¢i utjecaj na
Cistocu analitickog signala imaju alkalijski i zemnoalkalijski metali ukoliko su u matrici
prisutni u koncentracijama veé¢im od 0,05 mol L™* (Kobelja, 2016). U geoloskim uzorcima
vapnenackog porijekla kalcij je sastavni dio. Koncentracija kalcija u uzorcima vapnenca je
stalno promjenjiva zbog ionske izmjene magnezijevih 1 Zeljezovih iona sa ionima kalcija u

strukturi.
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Za odredivanje koncentracija metala i polumetala akumuliranih u mekom tkivu i
ljusturi Skoljkasa, najcesce se primjenjuje atomska apsorpcijska spektrometrija (engl. atomic
absorption spectrometry, AAS) uz elektrotermicku atomizaciju, tehnike atomske emisijske
spektrometrije temeljene na plazmi, kao i tehnika rentgenske flourescencije koja je

nedestruktivna tehnika te se koristi direktno na uzorku liofiliziranog tkiva ili ljusture.

U kalcitnom skeletu ljuSture najcesée su zastupljeni sljede¢i metali: kalcij, magnezij,
stroncij, barij i mangan, a metali u tragovima poput bakra, kadmija, kroma, olova, cinka,
nikla, kobalta, Zeljeza 1 Zive, obzirom na radijuse iona ugraduju se u slojeve kalcita (Fe, Mn,

Cu, Zn) i aragonita (Cd, Ba, Pb) kroz dulje vremensko razdoblje.

1.7.1. Ciljevi istrazivanja

e odrediti i usporediti morfometrijske znac¢ajke kucica slatkovodne vrste H. holandrii

sa svakog pojedinog lokaliteta

e metodom ICP-AES odrediti sadrzaj glavnih elemenata, elemenata u srednjem
koncentracijskom rasponu te elemenata u tragovima u sastavu kuéica slatkovodne

vrste H. holandrii

e usporediti kemijski sastav kuéice s ve¢ poznatom geoloskom podlogom vodotoka
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Podrudje istraZivanja

Geomorfoloski se Republika Hrvatska moze podijeliti u tri podrucja koja imaju
svojstvena klimatska 1 hidroloSka obiljezja. To su panonska, gorska i primorska Hrvatska.
Prema Halami¢ i Miko (2009) teritorij Republike Hrvatske podijeljen je na pet geografskih
cjelina odnosno regija. U panonskom prostoru izdvojene su SrediSnja Hrvatska, Posavina i
Podravina. Regija Gorska Hrvatska pokriva podrucje Gorskog kotara i Like, a Primorska

Hrvatska podrucje Istre, Primorja i Dalmacije.

U ovom diplomskom radu ukupno je analizirano osam populacija, Sest iz Hrvatske
(Cetina — Zadvarje, Una — Kozi Brod, Maja — Dolnjaki, Korana — Markovi¢i, Kupa — Ozalj
i Sutla — Klju¢ Brdovecki) i dvije iz Srbije (Drina — Banja Koviljaca, Nisava — Prosek)
(Tablica 2). Svi lokaliteti na podrucju Hrvatske nalaze se na podru¢ju Sredi$nje Hrvatske, a

izuzetak je rijeka Cetina koja se nalazi na podru¢ju Dalmacije.

Tablica 2. Lokaliteti i datumi uzorkovanja vrste H. holandrii

Broj ) GPS KOORDINATE Datum
) Vodotok Lokalitet .
lokaliteta N E uzorkovanja
- - 0 ] "
1 Cetina Zadvarje 43° 25' 54.54" 16°52'39,71 13.11.2010.
2 Una Kozi Brod 45°9'20,64" | 16°28'11,04" 30.8.2014.
3 Maja Dolnjaki 45°17'46,83" | 16°7'47,95" 30.8.2014.
4 Korana | Markovici 45°19'30,5" 15°31'11,6" 3.7.2008.
5 Kupa Ozalj 45° 36'53,10" | 15°28'47,02" 9.5.2015.
Klju¢
6 Sutla 13.11.2010.
Brdovecki | 45°52'24,68" | 15°41'7,76"
) Banja
7 Drina 9.8.2016.
Koviljaca 44° 31'20,3" 19°09' 26,1"
8 Nisava Prosek 43°18'27,7" 22°01' 55,2" 10.8.2016.
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PuZevi su metodom slucajnog odabira ru¢no prikupljeni u razdoblju od 2008. do
2016. godine, konzervirani u 75 %-tnom etanolu te dopremljeni u laboratorij Zoologijskog

zavoda.

2.2. Laboratorijska obrada uzoraka

Iz svake istrazivane populacije nasumic¢no je odabrano 30 adultnih jedinki. Svaki
uzorak je temeljito i pazljivo oCetkan kako se ne bi ostetio povrSinski sloj kucice. Nakon
toga su provedena mjerenja Sest morfometrijskih znacajki: visina kudice, Sirina kudice,
visina us¢a, Sirina uséa, visina zavojnice i visina posljednjeg zavoja. Za mjerenja je koriStena
digitalna pomi¢na mjerka s tocnoS¢u mjerenja 0,01 mm. Nakon toga je iz svake populacije
odabrano 10 jedinki kojima je iz kucice izvadeno mekano tijelo. Tkivo je pohranjeno za
potrebe daljnjih bioloSkih istraZzivanja u epruvete s 96 %-tnim etanolom. Prazne kucice
puzeva stavljene su u Petrijeve zdjelice i ostavljene na suSenju na sobnoj temperaturi 24 sata.
Nakon toga je masa svake kucice izvagana na digitalnoj vagi s tocnoS¢u mjerenja 0,001 g.
Uzorci kucica stavljeni su u epruvete koje su oznacene brojem vrste i hazivom lokaliteta te
su dopremljene u Laboratorij za analiticku kemiju Kemijskog odsjeka Prirodoslovno—
matematickog fakulteta gdje je provedena analiza kemijskog sastava kucica.

Kratice morfometrijskih znacajki koje su koristene u daljnjem tekstu prikazane su u
Tablici 3.

Tablica 3. Objasnjenje kratica koristenih u morfometrijskim mjerenjima

KRATICA | ZNACAJKA

VK visina kucéice

SK Sirina kucice

VU visina usca

SU Sirina usca

VvZ visina zavojnice

VPZ visina posljednjeg zavoja
M masa
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2.3. Kemijska analiza

Iz svake populacije odabrano je deset kucica. Za kemijsku analizu koriStene su sljedece

kemikalije:

e Destilirana deionizirana voda, Milli-Q Element 18 system (Millipore, USA)

e Dusic¢na kiselina, Suprapure (Merck, Darmstadt, Germany)

e Vodikov peroksid (Kemika, Zagreb, Croatia)

e Jednoelementne standardne otopine metala Ba, Ca, K, Mg, Na (Merck, Darmstadt,
Germany)

e Multielementna standardna otopina (ICP multi — element solution 1V, Merck,
Darmstadt, Germany)

e Certificirani materijali koriStenu za kemijsku analizu su:

e SRM 1d (engl. argillaceous limestone), uzorak glinenog Skriljevca, Standard
Reference Materijal, National Institute od Standards and Technology

e SRM 88D (engl. dolomitic limestone), uzorak dolomitske stijene, Standard Reference

Materijal, National Institute od Standards and Technology

Instrumenti koristeni za kemijsku analizu bili su sljedeci:

e Mikrovalna peénica MWS-2 Microwave System Speedware (Berghof, Eningen,
Germany)

e Atomski emisijski spektrometar uz induktivno spregnutu plazmu Prodigy High
Dispersion ICP (Teledyne Leeman Labs., Hudson, NH, USA)

2.4. Priprema uzoraka za analizu

Razlomljeni uzorci kucice puzeva ru¢no su usitnjeni u vre¢icama u porculanskom
tarioniku te potom u ahatnom tarioniku do sitnog, sivo bijelog praha. Praskasti uzorak
prenesen je u epruvete odnosno posudice i snaznim protresanjem dodatno homogeniziran.
Za potrebe daljnje analize, koristeni su uzorci pet jedinki sa svakog lokaliteta te teflonske

posude koje su prethodno isprane destiliranom vodom i sa 100 mL 50 % HNO3 te podvrgnuti
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zagrijavanju u mikrovalnoj pe¢nici MWS-2 Microwave System Speedware (Berghof,

Eningen, Germany).

Teflonske posude imaju visoku radnu temperaturu (260 °C) i tlak (60 - 100 bara) sa
sigurnosnim ispustom za paru, smjestenim u rotoru mikrovalne pec¢nice pod visokim tlakom,
¢ime se postize jednoliko zagrijavanje, skracuje vrijeme razgradnje i koristi minimalan

volumen kiseline (Kobelja i sur., 2016).

Odvaga uzorka od 250 mg sa svakog pojedinog lokaliteta precizno je prenesena u
teflonske posude. U svaku teflonsku posudu uzorcima je dodano 8 mL HNOs, Suprapure
(Merck, Darmstadt, Germany) te 1 mL H20. (Kemika, Zagreb, Croatia). Prilikom ovakvog
procesa razgradnje razvija se velika koli¢ina dusikovog(Il) oksida. Vodikov peroksid se
dodaje za smanjenje koli¢ine duSikovog(Il) oksida i1 tlaka u teflonskoj posudi te za
poboljsanje uc¢inkovitosti razgradnje. Prije razgradnje teflonske posude zajedno sa sadrzajem
ostavljene su 30 minuta otvorene. Mikrovalna razgradnja uzoraka odvila se u tri koraka
(uvjeti: 120 °C/15 min, 180 °C/15 min, 100 °C/10 min). Teflonske posude s uzorcima
ostavljene su da se ohlade na sobnoj temperaturi. Dobivene bistre otopine pazljivo su
prenesene u odmjerne tikvice od 25 mL. Razgradeni uzorak kvantitativno je prebacen u
odmjerne tikvice pomocu staklenog lijevka. Odmjerne tikvice dopunjene su destiliranom
deioniziranom vodom do oznake. Metodom mokre razgradnje potpomognute mikrovalnom
pobudom omogucena je kontrola tlaka i temperature, ¢ime se postizu precizni i ponovljivi

uvjeti razgradnje i ekstrakcije.
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Slika 3. Analiti¢ka obrada uzoraka

2.5. Mjerni postupci

Kako bi se provjerila jasnoca analitickog signala kemijska analiza zapocCinje
mjerenjem intenziteta emisije slijepe probe, otopine koja sadrzi razrijedenu kiselinu (dusi¢nu
kiselinu). Otopine za kalibraciju pripremljene su razrjedenjem s 2 % HNOa3. Pritom su
koriStene jednoelementne standardne otopine metala Ba, Ca, K, Mg, Na (Merck, Darmstadt,
Germany) od kojih su pripremljene otopine za kalibracijuod 0 mg L™, 0,5 mg L%, 10 mg
LY, 10 mg Lt 20 mg L™* te multielementna standardna otopina od koje su pripremljene
otopine za kalibraciju,0od Omg L™, 0,2mgL™ 05mgL? 10mgL™? 1,0mgL? 10
mgLti20mg L™

Dodatkom kiseline u otopine uzoraka i u standardne kalibracijske otopine smanjio
se utjecaj matrice koji utjece na analiticku osjetljivost metode. Pojedini elementi su u matrici
uzorka zastupljeni u vecoj koncentraciji. Njihove spektralne linije prekrivaju linije elementa
od interesa stoga je potrebno u otopinu uzorka dodati poznatu koncentraciju standardne
otopine elementa od interesa. Standardne otopine koriStene tijekom analize moraju po
sastavu biti Sto sli¢nije uzorku. Otopine uzoraka su zbog velike koli¢ine soli i visokih
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intenziteta za alkalijske 1 zemnoalkalijske elemente razrijedene deset odnosno 200 i 400

puta, prije mjerenja.

Zbog sli¢nog elementnog sastava s mjerenim uzorcima, a u svrhu odredivanja

to¢nosti analitiCkog postupka priprave i mjerenja u kemijskoj analizi koristeni su referentni

uzorci SRM 1d (engl. argillaceous limestone), uzorak glinenog Skriljevca i SRM 88b (engl.

dolomitic limestone), uzorak dolomitske stijene.

Tablica 4. Detekcijske granice (ug L) za standardnu kalibraciju i kalibraciju uz dodatak

standardne otopine kalcija (35 mg L ™)

Element | A /nm | Standardna c./ | Kalibracija | c1 (Ca dod)/
kalibracija | pgL! | uz dodatak pug L1
(R?) Ca (R?)

Ag 328,068 0,99998 1,8 0,99999 1,9
Al 396,152 0,99994 3,8 0,99993 11,1
B 249,677 0,99998 5,0 0,99984 17,9
Ba* 455,403 0,99995 1,2 0,99995 1,7
Cd 214,441 0,99999 0,4 0,99989 0,6
Co 236,379 0,99999 1,3 0,99992 3,4
Cr 205,552 0,99999 2,4 0,99992 2,5
Cu 324,754 0,99998 1,3 0,99991 1,7
Fe 259,940 0,99999 0,8 0,99994 6,1
K 766,491 0,99351 3,0 0,99984 6,3
Li* 670,784 0,99993 9 0,99999 0,3
Mg* 279,553 0,99988 0,2 0,99997 0,3
Mn 257,610 0,99996 0,3 0,99999 0,3
Na 589,592 0,99963 3,8 0,99900 49
Ni 221,648 0,99999 2,1 0,99991 2,8
Pb 220,353 0,99998 6,4 0,99989 13,1
Sr* 421,552 0,99999 0,3 0,99996 0,4
Zn 206,201 0,99999 0,3 0,99991 1,4

* elementi snimljeni u radijalnom polozaju plamenika
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2.6. Znacajke instrumenta

Za elementnu analizu uzoraka slatkovodne vrste H. holandrii koristen je opticki
emisijski spektrometar Prodigy High Dispersion ICP (Teledyne Leeman Labs., Hudson,
NH, USA,; Slika 4). Instrument je opremljen s radiofrekvencijskim generatorom (40 MHz,
tip “free-running”) i spektrometrom koji sadrzi eSeletnu resSetku te L-PAD detektor (engl.
large-format programmablearray detector). Brzina protoka otopina uzorka ugodena je na
0,9 mL min, dok je snaga generatora bila ugodena na 1,3 kW. Brzina protoka argona
iznosila je: glavni protok 18 L min~! te pomoéni protok 0,8 L min*. Pomoéu L-PAD
detektora snimljeni su polozaji odabranih emisijskih linija. Vrijeme prikupljanja analitickog
signala iznosilo je 10 s uz tri ponavljanja. Preciznost mjerenja intenziteta na odabranim

emisijskim linijama, postignuta je u rasponu od 0,1-1,7 % RSD.

Slika 4. Opticki emisijski spektrometar Prodigy High Dispersion ICP
(Teledyne Leeman Labs., Hudson, NH, USA)
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2.7. StatistiCka obrada podataka

Za graficku i statisticku obradu podataka koristen je program Microsoft Office Excel

20101 2013 te programski paketi Statistica 13 i SPSS 21.

2.7.1. Morfometrijska analiza

Podaci dobiveni mjerenjem morfoloSkih znacajki opisani su pomocu standardne
deskriptivne statistike. Kako bi se isklju¢ila individualna razlika u veli¢ini jedinki, na osnovu
morfometrijskih mjerenja izradunati su slijedeéi omjeri: VK/SK, VU/SU, VU/VK, SU/SK,
VU/SK, M/VK (za objasnjenje kratica pogledati Tablicu 3). Metodom Tukey box plot
prikazani su rezultati morfometrijskih mjerenja i njihovih omjera za sve istrazivane
lokalitete.

Kako bi se utvrdilo da li su morfometrijske razlike izmedu lokaliteta statisti¢ki
znacajne provedena je analiza morfometrijskih omjera Kruskal-Wallis testom (p = 0,05).
Povezanost serija morfoloskih podataka utvrdena je na osnovu Pearsonovog koeficijenta
korelacije koji je koriSten za utvrdivanje linearne povezanosti pri normalnoj distribuciji
analiziranih podataka. Kod interpretacije rezultata korelativne povezanosti koristena je skala

prikazana u Tablici 5 prema Hopkins (2000).

Tablica 5. Prikaz skale interpretacije korelacija prema Hopkins (2000)

Koeficijent i ..
korelacije (r) Opis korelacije
trivijalna, vrlo mala, nebitna, malena, prakticki
0.0-0.1
nula
0.1-0.3 mala, niska, manja
0.3-0.5 umjerena, srednja
0.5-0.7 velika, visoka, glavna
0.7-0.9 vrlo velika, vrlo visoka, izrazita
gotovo ili prakti¢no: savrSena, potpuna,
0.9-1 .
beskonacna
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2.7.2. Kemometrijska analiza

Za potrebe kemijske analize dobivene koncentracijske vrijednosti pojedinih

elemenata prevedene su u logaritamske vrijednosti.

Dobiveni rezultati podvrgnuti su multivarijatnoj analizi odnosno analizi glavnih
komponenata (PCA). Multivarijatnom analizom mjeri se veéi broj medusobno povezanih
varijabli na viSe uzoraka. Navedena metoda pripada skupini kemometrijskih metoda,
odnosno skupini statistickih metoda obrade eksperimentalnih podataka koje su svoju
primjenu nasle u kemiji (Pecina, 2006). Korelacijska matrica multivarijatne analize izvedena
je iz 18 stupaca koji predstavljaju varijable (kemijske elemente) te osam redaka Koji
predstavljaju lokalitete na kojima su kucice puzeva uzorkovane. Varijable su predstavljale
mjerenu koncentraciju kemijskih elemenata ¢ije su vrijednosti autoskalirane i logaritmirane

po bazi deset.

Isto tako, mjerene koncentracije kemijskih elemenata podvrgnute su klaster analizi.
Ova statisticka metoda takoder pripada multivarijatnim tehnikama. U statisti¢koj obradi
podataka je koristena hijerarhijska, aglomerativna klaster analiza. Za razvoj klastera
koristena je metoda pojedinacne vezanosti (engl. Single Linkage). Prema Peéina (2006)
navedena metoda ra¢una minimalnu udaljenost izmedu svih moguéih parova opazaja, U
ovom slucaju mjerenih koncentracija kemijskih elemenata na pojedinom lokalitetu, u dva

klastera. Dobiveni rezultati koristene metode analize prikazani su graficki, dendogramom.

25



3. REZULTATI

3.1. Rezultati morfometrijske analize

Rezultati morfometrijskih mjerenja pokazali su da je jedinka s najve¢om visinom
kuéice (VK = 19,69 mm), §irinom kuéice (SK = 11,79 mm), visinom ui¢a (VU = 11,46 mm),
visinom zavojnice (VZ = 8,23 mm) 1 najve¢om masom kucice (M = 0,49 g) uzorkovana u
Kupi. Jedinka s najveéom Sirinom uséa (SU = 8,97 mm) pronadena je u Korani, dok je

jedinka s najve¢om visinom posljednjeg zavoja (VPZ = 14,15 mm) uzorkovana u Uni.

Srednje vrijednosti svih mjerenih morfoloskih znacajki kucice prikazane su na
Slikama od 5 do 11 i u Tablici I (u Prilogu). NajniZe srednje vrijednosti svih znacajki
utvrdene su kod jedinki iz Cetine (VK = 11,08 £ 0,82 mm; SK=7,96 + 0,52 mm; VU =7,39
+0,50 mm; SU = 6,01 + 0,92 mm; VZ = 3,69 + 0,53 mm; VPZ = 9,84 + 0,71 mm; M = 0,18
+ 0,05 mm) dok su najvise srednje vrijednosti visine i Sirine kucice, visine usca i visine
zavojnice zabiljeZene kod jedinki iz Korane (15,45 + 1,09 mm; 9,99 £+ 0,66 mm; 9,20 +
0,67 mm; 6,24 £ 0,71 mm,; slijedom navodenja). Najvise srednje vrijednosti Sirine usca,
visine posljednjeg zavoja i mase (7,46 + 0,87 mm; 12,71 £ 1,15 mm 0,39 £ 0,05 mm,

slijedom navodenja) utvrdene su kod jedinki uzorkovanih u Kupi .

Promatrajuéi vrijednosti omjera (Slike 12 do 17; Tablica I, u Prilogu), vidljivo je da
najveéu srednju vrijednost omjera visine i $irine kuéice (VK/SK = 1,64 + 0,11) te visine uiéa
i irine kuéice (VU/SK = 0,99 + 0,05) imaju jedinke iz Maje, dok najmanju srednju vrijednost
omjera visine i Sirine kuéice imaju jedinke iz Cetine (VK/SK = 1,39 + 0,06) odnosno
najmanji omjer visine uséa i $irine kuéice jedinke iz Kupe (VU/SK = 0,92 + 0,04). Jedinke
uzorkovane u Korani imale su najveéu srednju vrijednost omjera visine i §irine uiéa (VU/SU
=1,32 + 0,14), dok je ta vrijednost bila najmanja kod jedinki iz Kupe (VU/SU = 1,23 + 0,13).
Analiziraju¢i omjer visine usca 1 visine kucice najveca srednja vrijednost utvrdena je za
jedinke iz Cetine (VU/VK = 0,67 £ 0,03), a najmanja za one iz Sutle (VU/VK = 0,58 + 0,03).
Jedinke uzorkovane u Korani imaju najmanju srednju vrijednost omjera Sirine usca i $irine
kuéice (SU/SK = 0,71 + 0,08), dok je najveéa srednja vrijednost ovog omjera utvrdena
jedinkama iz Nisave (SU/SK = 0,79 + 0,04). Najveéu srednju vrijednost omjera mase i visine
kucice imale su jedinke iz Kupe (M/VK = 0,026 £+ 0,003), a najmanju one uzorkovane u Maji
(M/VK = 0,014 + 0,002).
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Slika 5. Vrijednosti visine ku¢ice (VK) vrste H. holandrii na osam istrazivanih lokaliteta
(pravokutnik - podaci od donjeg do gornjeg kvartila; crta po pravokutniku — medijan; X - aritmeticka sredina,
srednja vrijednost; donje i gornje horizontalne linije, ,,whisker*- najmanji i najve¢i podatak koji se nalazi unutar
1.5 puta interkvartilnog raspona gledaju¢i od donjeg, odnosno gornjeg kvartila; kruzi¢, ,,outliner” - tocke

vrijednosti koje odudaraju od ostalih)
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Slika 6. Morfometrijske vrijednosti irine kuéice (SK) vrste H. holandrii na osam

istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 7. Morfometrijske vrijednosti visine us¢a (VU) vrste H. holandrii na osam

istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 8. Morfometrijske vrijednosti Sirine us¢a (SU) vrste H. holandrii na osam

istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 9. Morfometrijske vrijednosti visine zavojnice (VZ) vrste H. holandrii na osam

istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 10. Morfometrijske vrijednosti visine posljednjeg zavoja (VPZ) vrste H. holandrii na

osam istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 11. Vrijednosti mase kuc¢ice (M) vrste H. holandrii na osam istrazivanih lokaliteta

(za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 12. Vrijednosti omjera visine kucice i $irine kucice (VK/SK) vrste H. holandrii na

osam istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 13. Vrijednosti omjera visine ui¢a i Sirine u$éa (VU/SU) vrste H. holandrii na osam

istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)

B Cetina [l Una [ Maja [l Korana [l Kupa [ Sutla [l Drina [l Nidava
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Slika 14. Vrijednosti omjera visine u$¢a i visine kuéice (VU/VK) vrste H. holandrii na
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osam istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 15. Vrijednosti omjera irine usca i Sirine kuéice (SU/SK) vrste H. holandrii na osam

istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 16. Vrijednosti omjera visine usca i $irine kucice (VU/SK) vrste H. holandrii na

osam istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)
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Slika 17. Vrijednosti omjera mase jedinki i visine ku¢ice (M/VK) vrste H. holandrii na

osam istrazivanih lokaliteta (za objasnjenje pogledati Sliku 5)

Analiza morfometrijskih omjera Kruskal-Wallis testom (Tablica 6) ukazuje na
postojanje morfometrijskih razlika koje su statisticki znacajne na razini p = 0,001, osim za
omjer SU/SK koji je statisti¢ki znadajno razli¢it izmedu postaja na razini p = 0,01 te omjer

VU/SU sa slabijom statisti¢kom zna¢ajno$éu na razini p = 0,05.

Tablica 6. Kruskal-Wallis test morfometrijskinh omjera vrste H. holandrii (za objasnjenje

kratica pogledati Tablicu 3)

Kruskal-Wallis ANOVA (df = 7; N = 200)

VK/SK VU/SU VUIVK SU/SK VU/SK M/VK

H P H P H p H p H P H p

105,61 | 0,000 | 17,63 | 0,014 | 89,73 | 0,000 | 18,80 | 0,009 | 40,63 | 0,000 | 40,11 | 0,000

Analiza povezanosti morfometrijskih omjera ukazuje da je ve¢ina omjera statisti¢ki
znacajno medusobno srednje povezana (Tablica 7) te su ti omjeri medusobno proporcionalni
kod VU/SK sa VK/SK, VU/SU, VU/VK te SU/SK sa VK/SK kao i VU/VK sa VU/SU.
Omjer VU/VK takoder je srednje povezan s omjerom VK/SK, ali je ta povezanost obrnuto
proporcionalna. Izdvaja se velika povezanost omjera SU/SK sa omjerom VU/SU uz obrnutu
proporcionalnost povezanosti. Omjer M/VK statisticki je znacajno, ali slabo negativno

povezan s omjerima SU/SK i VU/SK.
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Tablica 7. Povezanost morfometrijskih omjera vrste H. holandrii izraZzena Pearsonovim

koeficijentom korelacije (za objasnjenje kratica pogledati Tablicu 3)

Korelacija (r)
Omjer | p<0,05*

VK/SK | VU/SU | VU/VK | SU/SK | VU/SK
VK/SK 1,000 0,084 | -0,542* | 0,315* | 0,499*
VU/SU 0,084 1,000 [ 0,464* | -0,709* [ 0,582*
VU/VK -0,542* | 0,464* | 1,000| -0,162| 0,455*
SU/SK 0,315* | -0,709* | -0,162 1,000 0,149
VU/SK 0,499* | 0,582* | 0,455* 0,149 1,000
M/VK -0,119 0,043 | -0,160 | -0,277*| -0,273*

M-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija

3.2. Rezultati kemijske analize

Rezultati kemijske analize prikazani su na slikama od 18 do 24. Rezultati na slikama su
podijeljeni na tri podjedinice; sadrzaj glavnih elemenata (Slika 18), elemenata u srednjem
koncentracijskom rasponu (Slike 19a, 20 i 21) i elemenata u tragovima (Slika 19b) u

uzorcima kucica puzeva.

mK

HmCa

2
+£ &

Slika 18. Postotni sastav glavnih elemenata u uzorcima kucice vrste H. holandrii

prikupljenih na osam razlicitih lokaliteta, uz razrjedenje 400 puta
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Slika 19. Koncentracije elemenata u uzorcima kucice vrste H. holandrii prikupljenih na

osam razliCitih lokaliteta, uz razrjedenje 10 puta. a) Elementi u srednjem koncentracijskom

rasponu, b) Elementi u tragovima
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Slika 20. Postotni sastav elemenata u srednjem koncentracijskom rasponu u uzorcima

kucice vrste H. holandrii prikupljenih na osam razli¢itih lokaliteta, uz razrjedenje 10 puta
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Slika 21. Postotni sastav alkalijskih i zemnoalkalijskih elemenata u srednjem
koncentracijskom rasponu u uzorcima kucice vrste H. holandrii prikupljenih na osam

razlicitih lokaliteta, uz razrjedenje 400 puta
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Analizom provedenom metodom ICP-AES u Laboratoriju za analitiCku kemiju
Kemijskog odsjeka PMF-a analizirano je ukupno osam populacija, Sest iz Hrvatske i dvije
iz Srbije. Na jedinkama skupljenim ru¢no u razdoblju od 2008. do 2016. godine dobiveni su

sljededi rezultati.

U otopinama uzoraka najvise su zastupljeni elementi Ca i K. Postotni sastavi glavnih
elemenata su: od 25,39 % na Maji do 30,13 % na Drini za Ca odnosno od 3,69 % na Korani
do 4,05 % na Kupi za K. Neovisno o lokalitetu, njihove koncentracije su jednoli¢no
zastupljene, u grani¢nim razlikama od 5 %. Od elemenata u srednjem koncentracijskom
rasponu u otopinama uzoraka identificirani su sljedeci elementi: Al, Ba, Fe, Mg, Mn, Na 1
Sr. Pritom su koncentracijski rasponi za Al od 23,92 ng g * na Nisavi do 157,49 pg g * na
Drini. Sadrzaj zeljeza u vecini uzoraka mjeren je na razini detekcijske granice, osim u

kuéicama iz Maje u kojima je utvrdena koncentracija od 112,95 ug g *.

Ba, Mg, Mn, Na 1 Sr zastupljeni su u ve¢im koncentracijama stoga su njihovi udjeli
izrazeni u postotnom sastavu. Zastupljenost navedenih elemenata je od 0,001 % na Uni do
0,099 % na Maji za Mn odnosno 0,15 % na Sutli do 0,50 % na Maji za Na. Postotni sastav
za Ba krec¢e se od 0,06 % na Korani do 0,2 % na Drini, za Mg od 0,17 % na Kupi do 0,27 %
na Drini. Povecani udio Sr izmjeren je samo jedinkama uzorkovanim u Drini te iznosi 0,02
%.

Mjerene koncentracije elemenata u tragovima kre¢u se u grani¢nim vrijednostima.
Vrijednosti za Cd nalaze se u koncentracijskom rasponu od 0,92 pg g ! na Cetini do 1,28 ug
g~ na Uni. Dobivene vrijednosti za Zn na svim lokalitetima nalaze se ispod detekcijskih
granica. Ucinkovitost analitiCkih postupaka koji ukljucuju otapanje uzoraka u dusi¢noj
Kiselini i mikrovalnu razgradnju uzoraka ispitana je upotrebom referentnih uzoraka
sedimenata SRM 1d (engl. argillaceous limestone), uzorak glinenog Skriljevca i SRM 88b
(engl. dolomitic limestone), uzorak dolomitske stijene koji su slicnog kemijskog sastava kao

I ispitivani uzorci. Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 8.
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Tablica 8. Elementni sastav certificiranih referentnin materijala NIST SRM 1d

(agrillaceous limestone) i NIST SRM 88b (dolomitic limestone)

SRM 1d SRM 88b
Certificirana | Mjerena | Analitiki | cerificirana | Mijerena | Analiticki
Element | vrijednost | vrijednost | POV™@ | yrijednost | vrijednost | Povrat
(ng/g) (ng/g) (%) (ng/g) (ng/g) (%)
Al 2784 £69 | 2079, 835 74,70 1778 £ 69 660,841 37,17
214049 +
Ca 377714 350644 92,83 172839 80,74
357
Co - 2,998 - 1,02 2,998 -
Cr 8,21 +1,37 2,999 36,53 2,33 2,999 128,71
22319+
Fe 476 2081,834 93,28 1937 £ 14 779,813 40,26
K 1127 £ 38 43935 - 855,1+19,9 56187 -
1815,2 + 126819 +
Mg 4997 - 135567 106,89
60,3 422
Mn 2095 168,905 99,81 123,9+£9,3 9,998 8,07
215,14 +
Na 80,9+119 273,847 - 182,956 85,04
5,19
Ni 4 2,998 74,95 - 2,998 -
Sr 256,2 + 8,5 0 0 - 360 -
Zn 17,7+2,4 13,997 79,08 - 13,997 -
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Analizom glavnih komponenata (PCA) utvrdeno je da je prvom glavnom
komponentom (PC1) objasnjeno 41,85 % ukupne varijance, a s drugom (PC2) 20,77 %.
Ukupno, gledajuci prve dvije glavne komponente (PC1/PC2) protumaceno je 62,62 %

varijance. Dobivene vrijednosti prikazane su na Slici 22.
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Slika 22. Dijagram pogodaka za prve dvije glavne komponente (PC1/PC2) dobiven

metodom analize glavnih komponenata

Nadalje, vrijednosti glavnih komponenata koristile su se za daljnje analize pri cemu
je u konacnici cijeli skup podataka podijeljen u dvije skupine. Na Slici 23 prikazana su
faktorska opterecenja svakog pojedinog elementa. Pritom je doSlo do grupiranja uzoraka u
tri skupine. Duz pozitivne osi PC2 grupirali su se elementi: Mg, Sr, Mn, Ba, Ca, Cd, Zn, Na
i K. Ovo grupiranje odgovara skupini uzoraka prikupljenih na Drini, Sutli, Uni, Kupi i
Nisavi. DuzZ negativne osi PC2 grupiraju se elementi: Cr, Co, Pb, Al, Ag, Fe i Ni. Navedeni

elementi odgovaraju skupini uzoraka prikupljenih na Korani, Cetini i Maji.
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Slika 23. Faktorska opterecenja varijabli u sustavu PC1/PC2

Rezultati istrazivanja temeljeni na kemijskom sastavu kucica (Slika 24) pokazali su da

.....

.....

su grupi koju ¢ine puzevi iz Une, Kupe i Korane. Kucice puzeva iz Cetine razlikuju se od

ostalih no jo§ veca razlika u sastavu utvrdena je kod puzeva iz Maje. Najmanju sli¢nost s

ostalim populacijama imaju puzevi uzorkovani u Drini.
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Slika 24. Dendogram rezultata dobivenih hijerarhijskom analizom klastera prema

Euklidskoj udaljenosti metodom pojedinac¢ne vezanosti (engl. Single Linkage)
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4. RASPRAVA

S obzirom da je vrsta H. holandrii Siroko rasprostranjena u rijekama, potocima i jezerima
gdje preferira Cvrsti supstrat (kamenje, stijene, drvo) (Gloer, 2002) te da pripada strugac¢ima
(Moog, 2002), za pretpostaviti je da je elementni sastav odraz prehrane i

biomineralizacijskih procesa kojima je podlozna tijekom zivota.

Kako bi se istrazio kemijski sastav kucica puZeva te utvrdila potencijalna povezanost sa
morfometrijskim znac¢ajkama kucice, ali i ranije provedenim molekularno-filogenetickim i
filogeografskim analizama (Lovrenci¢, 2015), u okviru ovog diplomskog rada provedeno je
istrazivanje na Sest populacija iz Hrvatske (rijeke Cetina, Una, Maja, Korana, Kupa, Sutla)

te dvije populacije iz Srbije (rijeke Drina i Nisava).

Usporedivsi uzorke, puzevi uzorkovani u Maji svojim su se vanjskim izgledom najvise
razlikovali od ostalih jer su kucice bile potpuno glatke, bez izrazenih grebena. 1z provedene
analize morfometrijskih znacéajki kucica vidljivo je da se puzevi uzorkovani na Cetini i
Korani izdvajaju svojim morfoloskim vrijednostima. Pritom, najnizu srednju vrijednost svih
parametara imale su jedinke iz Cetine dok su jedinkama iz Korane izmjerene najviSe srednje
vrijednosti VK, VU i VZ.

Kako bi se iskljucile individualne razlike u veli¢ini jedinki provedena je analiza Sest
morfometrijskih omjera. Najveéu srednju vrijednost omjera VK/SK imali su puzevi
uzorkovani u Maji §to znaci da imaju usku kuéicu, za razliku od puzeva iz Cetine koji su
imali najmanju srednju vrijednost omjera VK/SK, odnosno karakterizira ih Siroka kuéica.
Srednje vrijednosti omjera VU/SU pokazale su da puZevi iz Maje imaju i najuZze ui¢e dok
najsire us¢e imaju puzevi iz Kupe. Analizirajuci srednje vrijednosti omjera VU/VK moze se
zakljuciti da puzevi iz Sutle imaju najkraée usée, odnosno imaju najvisu zavojnicu za razliku
od puzeva iz Cetine koje karakterizira najkraca zavojnica. Jedinke iz Korane imaju najmanju
srednju vrijednost omjera SU/SK dok je najveca srednja vrijednost ovog omjera utvrdene
jedinkama iz NiSave §to znaci da puzevi iz Korane u odnosu na $irinu kucice imaju uze usce
za razliku od puzeva iz NiSave kojima je usce Sire. Jedinke iz Maje imaju najvecu srednju
vrijednost omjera VU/SK, dok najmanju vrijednost ovog omjera imaju jedinke iz Kupe $to
znacCi da puzevi iz Maje imaju vise us¢e u odnosu na Sirinu kucice za razliku od puzeva iz

Kupe ¢ije usce je nize. Najvecu srednju vrijednost omjera M/VK imale su jedinke s lokaliteta
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Kupa, a najmanju one uzorkovane u Maji iz ega se moze zakljuciti da puzevi iz Kupe imaju

najteze kucice dok su kucice puzeva iz Maje najlakse.

Rezultati Kruskal-Wallis testa provedenog na morfometrijskim omjerima pokazali
su da su morfometrijske razlike izmedu postaja statisticki znacajne na razini p = 0,001, osim
zaomjer SU/SK (p=0,01) te omjer VU/SU (p = 0,05). Analiza povezanosti morfometrijskih
omjera (Pearsonov koeficijent korelacije) ukazuje da je vecina omjera statisticki znacajno
medusobno srednje povezana te su ti omjeri medusobno proporcionalni. Posebno treba
istaknuti omjer VU/SK koji je statisticki znadajno pozitivno povezan sa jo§ tri omjera:

VK/SK, VU/SU i VU/VK.

Metodom ICP-AES analiziran je kemijski sastav kucica puzeva. Rezultati analize su
pokazali da se, u usporedbi s ostalim populacijama, kucice puzeva iz Maje 1 Drine najvise
razlikuju. U uzorcima prikupljenim iz Maje utvrdena je povecana koncentracija elemenata
Fe, Al, Na i Mn, dok je u uzorcima iz Drine utvrden najvec¢i udio sljedecih elemenata: Al,

Mg, Ba i Sr te pove¢ana koncentracija Na.

Kemijski element aluminij je litofilni element, tre¢i po zastupljenosti u Zemljinoj kori,
a u slatkim vodama zastupljen je u koncentracijama od oko 0,24 mg L 1. U okolis se vraéa
u obliku raznovrsnog industrijskog otpada i samim time je njegov utjecaj na zivi svijet
nepoznanica (Halami¢ i1 Miko, 2009). Na podrucju Republike Hrvatske najvece
koncentracije aluminija zabiljezene su u Primorskoj i SrediSnjoj Hrvatskoj Sto odgovara
rezultatima nasih mjerenja u kojima su najvece koncentracije ovog elementa izmjerene na
podru¢ju Maje i Cetine. Prema Halami¢ i Miko (2009) vece vrijednosti ovog elementa
izmjerene su na podrucju Cetine (od 7,89 do 8,98 %), s porastom njegove zastupljenosti
prema juznijim dijelovima dok se na podru¢ju Maje te vrijednosti krecu do 5 %. Najvise

vrijednosti ovog elementa u nasem istrazivanju utvrdene su u uzorcima puzeva iz Drine.

Barij je slabo rasprostranjen litofilni element u Zemljinoj kori, no u poto¢nim
sedimentima veze se na listi¢ni detritus. Samim time njegova zastupljenost u slatkovodnim
podrucjima varira. U Republici Hrvatskoj izmjerene su povecane koncentracije barija na
podrucju Gline koje nastaju kao posljedica troSenja barita iz baritnih pojava na Petrovoj gori,
a 0sim toga mogu se javiti i kao posljedica antropogenih utjecaja (Halami¢ i Miko, 2009).
Zastupljenost ovog elementa u naSim uzorcima uzorkovanim na podrucju Republike
Hrvatske je mala, ujednacena na svim dijelovima, za razliku od onih prikupljenih na

lokalitetima Drina i NiSava. S obzirom da se ovaj element veze za kalij te kasnije od njega
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razdvaja troSenjem i u hidrotermalnim otopinama, moguce da su povecane koncentracije na
podrucju Srbije posljedica zastupljenosti ovih uzoraka na podrucju s povecanom

koncentracijom kalija.

Kalcij je glavni gradivni element, kako Zemljine kore tako i kucica puza. Njegova
koncentracija u tlu znatno se razlikuje. NajviSe se koncentrira u karbonatima i sedimentnim
karbonatnim stijenama. U kiselim uvjetima dolazi do otapanja karbonata te talozenja Ca?*
iona u organsku materiju odnosno izgradnju bioloskih struktura. Slatkovodne vrste kalcij
dobivaju iz okolne vode te hrane (White i sur., 2007). Kao $to je ve¢ ranije navedeno, vrsta
H. holandrii pripada slatkovodnim puzevima koji zive u rijekama i jezerima gdje preferira
podloge kao S§to su $ljunak, kamenje, stijene i drva s kojih struze obrastaj koji joj sluzi kao
hrana (Gloer, 2002; Moog, 2002). S obzirom da je podrucje Republike Hrvatske prekriveno
krSom, H. holandrii struganjem takve podloge zajedno s hranom i vodom u tijelo unosi kalcij
koji ugraduje u kucice. Iz rezultata dobivenih nasim istrazivanjem kalcij je jednoliko
zastupljen u svim uzorcima uzorkovanim na osam razli¢itih lokaliteta. No, iz dosadasnjih,
poznatih podataka, na Sutli, Cetini i Maji, s kojih su uzorkovane kucice koristene u ovom
istrazivanju zabiljeZzene su vrlo velike vrijednosti ovog elementa (>14,13 %) (Halamic 1
Miko, 2009) §to je u suprotnosti s naSim rezultatima, odnosno bilo je za pretpostaviti da ¢e

na tim lokalitetima koncentracija kalcija u ku¢icama biti visa.

Isto tako, kalij se obogacuje u kiselim magmatskim stijenama stoga je glavna
komponenta u raznim stijenskim mineralima. Njegove koncentracije u tlu povecavaju se
troSenjem stijena. Koncentracije kalija u tlu puno su manje nego u biljkama te se taj
nedostatak nadoknaduje umjetnim gnojivima. lako se otprije poznate izmjerene
koncentracije kalija na podruc¢ju SrediSnje Hrvatske razlikuju od onih u Primorskoj
Hrvatskoj, koncentracije kalija dobivene nasim istrazivanjem variraju oko ujednacenih
vrijednosti odnosno koncentracije kalija u uzorcima s Cetine se ne razlikuju znatno od onih
uzorkovanih na Uni, Maji, Korani, Kupi i Sutli. Dobiveni rezultati ne odgovaraju otprije
poznatim u kojima su u sastavu geoloske podloge na podruéju Cetine izmjerene manje

koncentracije ovog elementa (<0,18 %) (Halami¢ i Miko, 2009).

Natrij ima bliski kristalokemijski odnos s kalcijem, §to im omogucéuje medusobnu
zamjenu. Zbog kemijskog troSenja, njegove koncentracije u sedimentu su male, ali s druge
strane zbog ekstremne topljivosti njegov transport je vrlo jednostavan. Nastale varijacije u

njegovom udjelu na pojedinom lokalitetu mogu se javiti kao posljedica navedenoga. Najvece
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koncentracije ovog elementa izmjerene su u SrediSnjoj Hrvatskoj, na podru¢ju Moslavacke
gore i Bilogore. S druge strane, najmanje koncentracije natrija na podru¢ju Sredi$nje
Hrvatske izmjerene su u dijelovima uz rijeku Savu te na podruc¢ju juzno od Karlovca, dok su
najnize vrijednosti natrija u Hrvatskoj zabiljezene na podrucju Dalmacije (Halami¢ i Miko,
2009). Za razliku od o€ekivanog, u naSim su istraZivanjima u ku¢icama puzeva uzorkovanim
na podrucju Banovine, u rijekama Uni 1 Maji, izmjerene povisene koncentracije natrija te ¢e
biti potrebna dodatna istrazivanja kako bi se utvrdilo da li je to rezultat antropogenog

utjecaja.

Povecane koncentracije kadmija na podru¢ju Republike Hrvatske svojstvene su
podruc¢jima s rudarskom aktivnos¢u. Koncentracije kadmija izmjerene metodom ICP-AES
na svim istrazivanim lokalitetima su blizu detekcijskih granica od 1 pg g ! sto odgovara
dosad poznatim rezultatima istraZivanja u kojima su na podruc¢ju SrediSnje Hrvatske
izmjerene male koncentracije kadmija u tlu. Iznimka je podrucje oko Cetine gdje je analizom
geoloske podloge utvrdeno da se vrijednosti ovog elementa kreéu od 1,8 mg kg™ na vise

(Halami¢ 1 Miko, 2009).

Zeljezo je glavni litofilni element. U slatkoj vodi ga ima 0,1 mg L%, Prema Jatto i sur.
(2010) zeljezo je jedan od najzastupljenijih metala na zemlji. Moguce je da kucica puza
otpusta Zeljezo u obliku Fe** iona pri éemu nastaje Fe(OH)s koji je koristan u vodoobskrbi i
tretmanu otpadnih voda (Ademoroti, 1983; Jatto i sur., 2010). Izmjerene koncentracijske
vrijednosti ukazuju na povecan udio na podru¢ju Maje, no jo§ uvijek ispod grani¢nih

vrijednosti, izmjerenih u sastavu geoloske podloge (2,10 %) (Halami¢ i Miko, 2009).

Magnezij ima bliski kristalokemijski odnos s Fe?*. Njegova vrijednost u tlima varira s
obzirom na poljoprivredne djelatnosti na pojedinim podru¢jima odnosno u tlima se obnavlja
primjenom raznih umjetnih gnojiva. U ovom su radu najvece koncentracije magnezija
izmjerene u kuc¢icama puzeva uzorkovanih u Drini, dok su na podru¢ju Republike Hrvatske
izmjerene u Sutli (>0,96 %). Povecane koncentracije ovog elementa u regiji Sredi$nje
Hrvatske na podruc¢jima oko Hrvatskog zagorja nastaju kao posljedica geoloske podloge

odnosno troSenja magmatskih 1 dolomitskih stijena (Halami¢ 1 Miko, 2009).

Mangan je kao prijelazni element blizak skupini Zeljeza stoga je njihov medusobni odnos
u magmatskim stijenama; Fe/Mn od 35 do 90, sto je vidljivo u provedenom eksperimentu u
kojem su oba elementa prisutna samo na podrucju Maje. Na ostalim uzorcima koncentracije

mangana izmjerene su unutar detekcijskih granica. Otprije poznata mjerenja geoloske
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podloge isticu vrlo malene koncentracije mangana u skoro svim regijama Republike
Hrvatske, a iznimka je Primorska Hrvatska gdje su izmjerene vece koncentracije na podrucju
srednje Dalmacije (Halami¢ i Miko, 2009). U ovom istrazivanju, na podrucju Primorske
Hrvatske mjerene su koncentracije mangana iz Cetine no bez obzira na otprije poznate

¢injenice konacni rezultati ne izdvajaju ovaj lokalitet od ostalih.

Kemijski element stroncij nalazi se u tragovima, upravo zbog toga $to se nalazi u frakciji
s kalcijem i kalijem tvoreci sitnozrnati sediment. Povec¢ane koncentracije ovog elementa
izmjerene su u sjevernim dijelovima SrediSnje Hrvatske. Pritom se u navedenoj regiji istice
podrucje Banovine i Medvednice (Halami¢ i Miko, 2009). Metodom ICP-AES izmjerene
koncentracije ovog elementa u ku¢icama puzeva nalaze se unutar detekcijskih granica na

svim podrué¢jima uz manje odstupanje u rijeci Drini.

Cink se u okolis rasprsuje kroz pigmente boje, pocintano zeljezo, baterije, otpadne vode
te na razne druge nacine (Halami¢ i Miko, 2009). Metodom ICP-AES izmjerene
koncentracijske vrijednosti za prijelazni kemijski element u tragovima, cink, na svim
mjerenim podrucjima variraju oko ujednacenih vrijednosti. Manja odstupanja u provedenom
istrazivanju pokazuju rezultati mjerenja ovog elementa u uzorcima prikupljenim iz Korane.
Dobiveno istrazivanje odgovara otprije poznatim mjerenjima geoloske podloge koja u regiji
Sredi$nje Hrvatske biljeze vece koncentracije cinka na odvojenim podrué¢jima Ribnika do
izvoriSnog toka rijeke Korane isto¢no od Slunja dok je na podru¢jima Korane ovaj element
zastupljen u manjim koncentracijama. S druge strane, rezultati provedenog istrazivanja u
kojima su metodom ICP-AES izmjerene vece koncentracije cinka na podrucju Cetine ne
podudaraju se s ranijim mjerenjima geolosSke podloge. U regiji Primorske Hrvatske, na
podrucju Cetine mjerene koncentracijske vrijednosti za ovaj element kre¢u se od 116 mg
kg~* na vise (Halami¢ i Miko, 2009).

Molekularno-filogeneticku i filogeografsku analizu vrste H. holandrii u Hrvatskoj
provela je Lovrenci¢ (2015). Analizirajuci 11 populacija autorica je utvrdila da se vrsta dijeli
na tri haplogrupe. U prvu grupu pripadaju populacije iz rijeke Korane, Kupe, Kup¢ine,
Mreznice 1 Une, drugu grupu ¢ine populacije iz Maje, Petrinjcice, Sutle, Save 1 Bregane, a
trecu grupu Cine haplotipovi iz rijeke Cetine. Rezultati naSih istrazivanja temeljeni na
kemijskom sastavu kucica pokazali su da su upravo populacije puzeva iz Kupe, Une i Korane
medusobno najslicnije §to se u potpunosti podudara s istraZivanjima Lovrenc¢i¢ (2015). S

druge strane, gledaju¢i kemijski sastav kucica, populacije iz Maje se najvise razlikuju od
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ostalih populacija uzorkovanih na podrucju Hrvatske. Kao §to je ve¢ ranije istaknuto, upravo
populacije puzeva iz Maje karakteriziraju kucice koje su glatke (bez izrazenih grebena), uske

i lagane.

Mierzwa (2011) u svojim istrazivanjima istice utjecaj supstrata i biljne hrane koju
puzevi koriste na sastav kucice. Poznato je kako se kalcij, kao najizrazenija komponenta
kucice, u strukturi zbog slicnih kemijskih svojstava, izmjenjuje sa stroncijem i barijem
odnosno prelazi u stabilniji oblik aragonit. S obzirom da je u ovom istrazivanju u uzorcima
zastupljena vecéa koncentracija kalcija nego barija i stroncija mozemo pretpostaviti da u

sastavu kucice vrste H. holandrii prevladava kalcit kao glavna komponenta.

Ostali elementi takoder pridonose strukturi i rastu kucice. Vise koncentracije aluminija,
kao $to je to slucaj kod populacija uzorkovanih na Maji i Drini sadrzan je u kuéicama s

karbonatnih podrucja, u usporedbi s onima s aluvijalnih tla (Mierzwa, 2011).

U nadolazeé¢im istrazivanjima trebalo bi rendgenskom analizom poblize ispitati
mineralni sastav kuéice vrste H. holandrii te pomnije razmotriti biomineralizacijske procese

koji se zbivaju prilikom izgradnje kucice.
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5. ZAKLJUCAK

e [z provedene analize morfometrijskih znacajki kucica vidljivo je da se puzevi
uzorkovani na Cetini i Korani izdvajaju svojim morfoloskim vrijednostima. Pritom,
najnizu srednju vrijednost svih parametara imale su jedinke iz Cetine dok su
jedinkama iz Korane izmjerene najvise srednje vrijednosti VK, VU i VZ.

e Na osnovu omjera morfometrijskih znacajki moze se zakljuciti sljedece: puzevi
uzorkovani u Maji imaju najuzu kucicu, s najuzim uséem i S najmanjom masom;
puzevi iz Cetine imaju najSiru kucicu, s najviSim uSc¢em odnosno najkracom
zavojnicom; puzevi iz Kupe imaju najsire usce i najve¢u masu kucice; puzevi iz
Sutle imaju najkrace us¢e, odnosno najvisu zavojnicu.

¢ Rezultati Kruskal-Wallis testa provedenog na morfometrijskim omjerima pokazali
su da su morfometrijske razlike izmedu postaja statisticki znacajne na razini p =
0,001, osim za omjer SU/SK (p = 0,01) te omjer VU/SU (p = 0,05).

e Analiza povezanosti morfometrijskih omjera (Pearsonov koeficijent korelacije)
ukazuje da je ve€ina omjera statisti¢ki zna¢ajno medusobno srednje povezana te su
ti omjeri medusobno proporcionalni. Posebno treba istaknuti omjer VU/SK koji je
statisticki znagajno pozitivno povezan s jos tri omjera: VK/SK, VU/SU i VU/VK.

e Metodom ICP-AES analiziran je kemijski sastav kucica puzeva. Rezultati analize
su pokazali izdvajanje uzoraka prikupljenih iz Maje i Drine. Pritom je na Maji
utvrdena povecana koncentracija elemenata Fe, Al, Na 1 Mn. S druge strane, u
uzorcima iz Drine utvrden je najveci udio elemenata: Al, Mg, Ba i Sr te povecana
koncentracija Na.

e Klaster analizom ustanovljena je najveca sli¢nost izmedu populacija puzeva
prikupljenih na Kupi i Uni, a najveca razli¢itost populacija puzeva prikupljenih na
Drini. Navedenom analizom ustanovljeno je grupiranje populacija uzoraka
prikupljenih na Kupi, Uni, Korani s populacijom uzoraka s Nisave i Sutle. Odnosno,
njihova grupacija s uzorcima prikupljenih na toku Cetine te nadalje s populacijom
uzoraka prikupljenih na Maji.

e Varijacije u mjerenim koncentracijama metala u uzorcima kuéica vrste H.
holandrii, s osam razli¢itih lokaliteta, vjerojatno su uzrokovane razlikama u
kemijskom sastavu podloge na kojoj vrste zive, ali i hranom koju unose te

antropogenim djelovanjem.
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¢ U nadolaze¢im istrazivanjima trebalo bi rendgenskom analizom poblize ispitati
mineralni sastav kucice vrste H. holandrii te pomnije razmotriti biomineralizacijske

procese koji se zbivaju prilikom izgradnje kucice.
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ljekarni¢ke djelatnosti i detaljnije sam se upoznala s laboratorijskim radom. Godine 2014.
upisala sam Prirodoslovno-matematicki fakultet, nastavni¢ki smjer biologije i kemije. Vrlo
sam odgovorna i organizirana osoba $to potvrduje i moj angazman na projektu ,,Dan i no¢
na PMF —u‘ unazad cetiri godine. Komunikacijske i prezentacijske sposobnosti stekla sam
tijekom raznih volonterskih poslova koji su ukljucivali rad s ljudima razli¢itih profila. Od
2016. godine ¢lanica sam ,,Znanstvenih carolija®, studentske sekcije Hrvatskog kemijskog
drustva u kojoj sam u suradnji s ostalima ¢lanovima 2017. godine sudjelovala na
edukativnom programu BASF Kids' Lab - Malci genijalci koji je nastao pod vodstvom BASF
Croatia d.0.0., ¢iju sam preporuku dobila za daljnji rad. Isto tako, ¢lanica sam sekcije
»Mekusci“, udruge studenata biologije, BIUS, s kojom sam sudjelovala u istrazivacko -
edukacijskom projektu ,,Mura — Drava‘, 2016. te "Insula Tilagus", 2017. godine. Nadalje,
od 2016. do 2018. godine bila sam ¢lanica tima "Predavanja i radionice" i ,,Tima za
popularizaciju znanosti”, studentske organizacije eSTUDENT. Uz fakultet, obavljala sam
razne studentske poslove te sam tako osmisljavala i pripremala djecje zabavne i edukativne
radionice tijekom ljetnog kampa Gimnastickog kluba TreSnjevka i provodila program
znanstvene edukacije za djecu u Udruzi Bioteka. Poznajem engleski i osnove njemackog
jezika, a tijekom sudjelovanja na projektu "World in the City", 2017. godine, u organizaciji
udruge AIESEC Zagreb, stekla sam osnovne kompetencije razumijevanja i govora turskog
jezika. Poznajem rad na racunalu (Microsoft Office Paket: Word, Excel, Powerpoint) te
posjedujem vozacku dozvolu, B kategorija. Zavrsila sam Vatrogasnu $kolu te time stekla
uvjerenje o osposobljenosti, za zvanje ,,Vatrogasac®. Aktivno sudjelujem u radu DVD-a
Donje Oresje, ¢ija sam Clanica. U slobodno vrijeme volim se druZiti s prijateljima i boraviti

u prirodi.

54



PRILOZI

Tablica 1. Rezultati deskriptivne statistike mjerenih morfoloskih znacajki i standardnih

morfometrijskih omjera za vrstu H. holandrii (za objasnjenje kratica pogledati Tablicu 3)

Cetina Una Maja Korana Kupa Sutla Drina Nisava
VK
11,08+0,82 | 1449+1,09 | 13,38+0,89 | 1545+1,09 | 1480+1,32 | 1484+126 | 1295+1,64 | 11,90 +1,27
(mm)
SK
7,96+£052 | 974062 |816+040 |999+066 |991+079 |908+074 |861+087 |8 17+116
(mm)
VU
7,39£050 | 912+066 |806+039 |920+£067 |910£076 |865+073 |832+097 |784+059
(mm)
Su
6,01£092 | 7,07£067 |615+067 |704+076 |746+087 |675£074 |673+076 |646+0,84
(mm)
\V4
3,69+£053 | 536+065 |[533+068 |624+071 |570+£081 |619+072 |463+092 |4,07+119
(mm)
VPZ
9,84+071 | 12,61+0,88 | 10,30+1,18 | 1248+0,92 | 12,71+1,15 | 11,99+1,00 | 1020+ 1,61 | 10,32+ 1,24
(mm)
M
0,18+0,05 | 034+007 |019+003 |028+005 |039+005 |024+003 |025+012 |0,19+0,08
(9)
VK/
5 1,39+0,06 | 1,49+010 | 1,64+011 | 155077 | 149+008 | 164+006 | 150+0,09 | 1,47+0,08
SK
vUuU/
5 1,25+017 | 1,30+011 | 1,32+013 | 1,32+014 | 120+024 | 130+017 |124+013 | 123+0,13
SU
vuU/
0,67+£0,03 | 0,63+003 |060£003 |060+£003 |060£011 |058+003 |064+004 |066%0,07
VK
Su/
} 0,75£0,10 | 0,73+£0,07 |[0,76+0,09 |071+008 | 073014 | 075010 |078+0,07 |079+0,04
SK
\v
5 0,93+£0,04 | 094+007 |[099+005 |092+005 |089+017 | 095004 |097+005 |097+0,11
SK
M/
0,016£0,003 | 0,0230,004 | 0,014+0,002 | 0,018+0,003 | 0,026+0,003 | 0,017+0,002 | 0,019+0,007 | 0,015+0,005




