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Antropogeno djelovanje na okoli§ izmedu ostalog ukljucuje 1 onec¢is¢enje, odnosno ispustanje
raznih anorganskih 1 organskih tvari u okoli§. Utjecaj oneiS€enja na organizme moze se
najranije zamijetiti na molekularnoj i stani¢noj razini. Mjerenja oStecenja DNA su od posebne
vaznosti za odredivanje stresa uzrokovanog oneciS¢enjem 1 procjenu okoliSnog rizika. U
svrhu analize intenziteta genotoksicnog djelovanja detektirana su oStecenja DNA u
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Jadranu, Split - luka, Marina, Trogir - marina, Adriavinil, Zadar Borik, Zadar — marina, Gruz -
luka, Mali Ston, Ston, NP Mljet u jesen 2013. i proljece 2014. godine, te izlaganjem dagnji s
postaja Gruz i Marina bakru u mesokozmos eksperimentu. Za ovo istrazivanje koriStena je
metoda komet-testa. Utjecaj oneciS¢enja na okoli§ procijenjen je iz literaturnih podataka te
kemijskih analiza metala u tkivu dagnji. Uzorkovane populacije pokazale su nizak do umjeren
stupanj utjecaja oneciS¢enja. Najvece odstupanje pokazale su dagnje s postaja Gruz i Pula, za
koje je izmjeren 1 znacajno najvisi genotoksicni utjecaj. Analiza oSteCenja DNA kavezno
izlaganih jedniki pokazala je blago sniZzen integritet DNA u odnosu na kontrolnu postaju
Marina, no jedino su jedinke s postaje Gruz imale statisticki znaCajnu razliku. Sezonske
fluktuacije na istraZivanim postajama c¢ine interpretaciju kemijskog oneciS¢enja vrlo
kompleksnom, §to se moze zakljuCiti iz dobivenih podataka. Rezultati mezokozmos
eksperimenta pokazali su vece oStecenje DNA kod dagnji s oneci¢ene postaje. OvO
istrazivanje naglasava vaznost razumijevanja ekoloskih faktora (salinitet, temperatura, pH) u
interpretaciji dobivenih podataka. Nadalje, adaptacija populacija na lokalno onecis¢enje moze
igrati veliku ulogu u dobivenim rezultatima.
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Anthropogenic effect on the environment includes pollution, i.e. emission of various
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and Pula, which had the highest genotoxic effect. DNA damage analysis in transplanted
populations showed slightly decreased DNA integrity in respect to the control station Marina,
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experiment showed higher DNA damage in mussels from polluted site. Seasonal fluctuations
of environmental conditions at the study sites make interpretation of pollution effect complex,
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patterns observed.
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1. Uvod

Kontinuirani antropogeni pritisak duz obala svih, pa tako i Jadranskog mora, rezultira u
stalnom unosu Sirokog obima razli¢itih kemijskih tvari u morski okolis. Te kemijske tvari
utjeCu na zdravlje morskih ekosustava. Izravnim ispustanjem, putem padalina ili ispiranjem
tla, ve¢ina otpadnih tvari antropogenog porijekla najéesée dospijeva u kopnene vode i more,
koji tako postaju krajnji primaoci vecine oneciS¢enja i time su posebno ugrozeni. Kemijske
tvari akumuliraju se u organizmima te imaju potencijal da induciraju promjene na razini
molekula, stanica 1 tkiva, pruZajuci razne signale upozorenja na dogadaje koji bi se mogli
dogoditi na razini populacija, zajednica te ekosistema. Promjene u kemijskom sastavu mora u
buducnosti bi mogle imati snazan negativni u¢inak na organizme koji nastanjuju ta podrucja,
kao i na samu ljudsku populaciju (Ohe i sur. 2004).

Zadnjih se dvadesetak godina sve viSe razvijaju i1 upotrebljavaju metode za Sto ranije
otkrivanje promjena u ekosustavima uzrokovanih oneciS¢enjem kako bi se u Sto vecem
postotku izbjegli dogadaji poput masovnog izumiranja vrsta te promjena u sastavu samih vrsta
u morskim ekosustavima.

Globalne promjene u morskim ekosustavima i kontinuirano odlaganje genotoksi¢nih tvari
povecavaju znaCaj monitoringa okoliSnog oneciS¢enja 1 biomonitoring programa. Za samu
procjenu izlozenosti organizama potencijalnim toksikantima nije dovoljna kemijska analiza
koja daje informaciju o njihovoj koncentraciji u ekosustavu, ve¢ je bitna stvarna izlozenost
organizama (Jha 2004). Kod pracenja stanja morskih sustava mora se u obzir uzeti i toksi¢ni
te genotoksi¢ni utjecaj oneciS¢ivaca kao i emisija te razina onecis¢ivaca u okoliSu. lako se za
odredivanje bioloske raspolozivosti toksikanata koriste se i analize nakupljanja tvari u
tkivima, stvarna izloZenost nekog organizma ne moze se prikazati samo kao direktni rezultat
mjerenja bioakumulacije u organizmu (McCarthy i Shughart 1990). Osim toga, onecis¢ivaci
su u ekosustavima najces$ée prisutni u mjesavini, pa treba uzeti u obzir i njihova eventualna
sinergisticka, aditivna ili antagonisticka medudjelovanja.

Biomonitoring (bioloski nadzor) je zbir analiza bioloske komponente okoliSa i njenih
reakcija koje koristimo za otkrivanje promjena u okoliSu nastalih oneciS¢enjem.
Biomonitoring je zadnjih dvadesetak godina postao sastavni dio programa monitoringa
okolisa, kao nadogradnja do tada obi¢no koriStenih kemijskih analiza zagadivaca u okolisu.
Bioloski 1 biokemijski ucinci mogu povezati biolosku raspoloZivost tvari i1 njihovu

koncentraciju u organima sa stvarnom toksi¢noscu.
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1.1. Jadransko more

Jadransko more je sjeverni izdanak Sredozemnog mora (Mediterana), a ¢ini samo
4,6% od njegove ukupne povrsine (Ridanovi¢ i sur. 1999). Jadransko more je pretezno plitko.
Sjeverno od Pule mu dubina ne prelazi 50 m, a sjeverno od Zadra 100 m. Najdublji dio
Jadrana je Juznojadranska kotlina ¢ija je dubina veca od 200 m, a dostize 1243 m. Jadransko
more, kao poluzatvoreni dio Mediteranskog mora, od velikog je interesa kada se prica o
procjenjivanju ulaska, obimu, sudbini i u¢inku onecis¢ivaca. U posljednje vrijeme utjecaj
genotoksi¢nih tvari takoder je postao vrlo vazan aspekt oneciS¢enja morskih sustava.
Jadransko more je umjereno toplo more. Srednja povrSinska temperatura istocnog dijela je 8-
13 °C u velja¢i te 21-25 °C u kolovozu (Supi¢ i Orli¢ 1992). Salinitet njegovog juznog dijela
kreée se izmedu 38,4 te 38,9 %o, no u obalnoj zoni kao iu sjevernom dijelu salinitet je nizi sa
veéim varijacijama (Gaci¢ i sur. 2001). Sudbina onecis¢ivaca u hrvatskom dijelu Jadranskom
mora pod velikim je utjecajem morskih struja kao 1 pod utjecajem vjetra (Gaci¢ 1 sur. 2001).
Kvaliteta morskog okoliSa duz hrvatske obale nedovoljno je istrazena. Mnoga podrucja pod
velikim su utjecajem urbanizacije, ispustanja industrijskog 1 lu¢kog otpada, te je monitoring
tih podrucja od vrlo velikog znacaja za zdravlje cjelokupnih morskih ekosistema kao i za

zdravlje ljudi.

1.2. Biomarkeri

Biomarkeri podrazumijevaju analize/mjerenja koje ukazuju na interakciju izmedu
bioloskog sistema i potencijalno Stetnog kemijskog, bioloskog ili fizickog djelovanja (WHO
1993). U uzem smislu pod pojmom biomarkeri podrazumijevaju se bioloski ucinci na
stanicnoj 1 molekularnoj razini. Te promjene su uglavnom reverzibilne i Cesto su dio
homeostatskih sustava organizama. To znaci da su niske ekoloske znac¢ajnosti, no specifi¢nost
biomarkera za utvrdivanje uzro¢no- posljedi¢ne veze izmedu izlaganja nekom tipu zagadenja i
bioloskog ucinka veca je nego na viSim razinama, kao Sto su populacije i ekosustavi. Za
razliku od nizih razina, promjene na viSim razinama bioloske organizacije imaju puno vecu
ekolosku znaajnost. S druge strane, promjene na razini molekula i stanica mnogo je lakSe

povezati sa specificnim djelovanjem toksikanata.


http://hr.wikipedia.org/wiki/Pula
http://hr.wikipedia.org/wiki/Zadar
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visoka specificnost / mala ekoloSka znacajnost

detoksikacijsko enzimski

fizioloski
imunosupresijski

akutni / kratkotrajni u€inak : : kronicni / dugotrajni ucinak

bioenergetski

populacijski i ekolosko
sustavni

niska specificnost / velika ekoloSka znacajnost

Slika 1. Specifi¢nost i ekoloska znacajnost pokazatelja promjena na razinama bioloske organizacije nakon

akutnog i kroni¢nog ucinka zagadenja (prema McCarthy i Shugart 1990)

Biomarkeri genotoksi¢nosti danas su sve CeS¢e sastavni dio seta biomarkera koji se
koriste u biomonitoringu oneciS¢enja okoliSa (Klobucar i sur. 2008, Kolarevi¢ i sur. 2013,
su pokazatelji ucinka i izlaganja organizma onecis¢enju i trebali bi omoguciti rano upozorenje
o predstoje¢im promjenama koje mogu dovesti do oStecenja stanica i tkiva, te pogorSanja
zdravlja promatranih populacija i biocenoza. Prilikom same interpetacije biomarkera, kako bi
se izbjegle pogreske, moraju se u obzir uzeti 1 bioticki i abioticki ¢imbenici koji mogu imati
potencijalni utjecaj na bioloSke ucinke (Kleinjans i van Schooten 2002). Pogreske u
interpretaciji lako nastaju ako se u obzir ne uzmu kompleksnost bioloskih ekosistema te
njihova sposobnost da kompenziraju stres (Bolognesi i Degan 2001). DNA ima veliku ulogu u
homeostazi svakog organizama te u prijenosu geneticke informacije na sljedec¢e generacije.
Zbog takvog velikog znacaja, oSteCenje DNA ima izravni utjecaj na odrZanje ravnoteze svih

ekosustava. Posebna paznja treba se obratiti na mjerenja oste¢enja DNA koja su vrlo bitna za

3
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odredivanje stresa uzrokovanog oneciS¢enjem i procjenu okolisnog rizika (Klobudar i sur.
2003, Michel i sur. 2013, Rank i sur. 2007, Villela i sur. 2007). No, povezanost osteéenja
DNA s genetickim promjenama na razini organizma i populacije jo$ uvijek je relativno slabo
istrazena. Ovisno o0 samom tipu djelovanja, antropogeni u¢inak moze uzrokovati smanjenje ili
povecéanje geneticke varijabilnosti ili pak ne pokazati nikakav vidljiv u¢inak.

Opc¢enito, antropogeni ucinci koji mijenjaju uvjete okoliSa, mogu uzrokovati povecanu
selekciju 1 na taj nacin smanjiti geneticku varijabilnost. Takav rezultat ocekuje se i kod onih
ucinaka koji djeluju u smjeru smanjenja veli¢ine populacije 1 pove€anja njene izoliranosti. Na
taj se naCin povecava geneticki drift i smanjuje geneticka varijabilnost. Utjecaji koji uzrokuju
povecanu ratu mutacije mogu 1 povecati genetiCku varijabilnost (Bickham 1 sur. 2000,

DiBattista 2008).

1.3.  Geneticka ekotoksikologija

Geneticka ekotoksikologija je multidisciplinarna znanost koja utvrduje negativan u¢inak
tvari na strukturu i funkciju genetickog materijala. Moze uklju¢ivati promjene u jedinkama,
kao npr. oStecenja molekule DNA, ili u¢inke na razini populacije, kao $to su promjene u
genetiCkoj raznolikosti ili ucestalosti pojedinih gena ili lokusa (Theodorakis 2001). Iako se
obi¢no usmjerava na jedno od navedenih podrucja, integracija obje vrste istrazivanja imala bi
mnoge prednosti:

a) Na razini populacije usporedba izmedu promjena u genetiCkoj strukturi populacije i
oStecenja DNA moze pruziti dokaz u kolikoj su mjeri promjene u genetickoj strukturi
populacije uzrokovane genotoksi¢nim djelovanjem.

b) Veza izmedu oSte¢enja DNA i odredenih genotipova moze ukazivati na genotoksikantima
induciranu selekciju.

c¢) Analiza protoka gena moze ukazivati na procese koji uzrokuju da razlika izmedu populacija

na oneciS¢enom i referentnom staniStu bude tesko uocljiva.
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1.4. Komet-test

Tijekom godina razvijeni su mnogi biomarkeri koji pruzaju mogucénost ranog
upozorenja izlozenosti organizama onec¢isenju 1 procjene njegovog utjecaja. Procjena
ostecenja DNA je od najveée vaznosti kada se odreduje stres uzrokovan one¢is¢enjem u zivim
organizmima. Da bi se pratila genotoksi¢nost u morskim sustavima, u ovom istrazivanju
koristila se metoda komet-testa (eng. "Single Cell Gel electrophoresis assay”).

Komet-test je metoda koja se temelji na pokretljivosti oSte¢enih dijelova DNA u
elektricnom polju, pri ¢emu dolazi do njihovog odvajanja od nukleoida (jezgra nakon liziranja
proteina i membrane) imobiliziranih u agaroznom gelu. DNA se zatim boji DNA specifi¢nim
bojama, a preparati se pregledavaju pod fluorescencijskim mikroskopom.

"GLAVA~

Slika 2. "Glava” i "rep” kometa

Zbog svoje brzine, jednostavnosti, osjetljivosti, te buduc¢i da zahtijeva mali broj stanica
komet-test je predlozen kao jedna od idealnih tehnika za odredivanje genotoksi¢nog
osteCenja. Pruza mogucnost utvrdivanja raznih oblika oSteCenja u mnogim organizmima i
raznim vrstama stanica. Omogucuje mjerenje oStecenja u pojedinaCnim stanicama, S
preduvjetom da stanice budu razdvojene, po ¢emu se razlikuje od ostalih metoda za detekciju
lomova DNA. Osim toga, kako za detekciju oStecenja DNA komet-testom stanice ne moraju

biti mitotski aktivne, to pruza dodatne prednosti ove metode pred metodama kao Sto su
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analiza kromosomskih aberacija, izmjena sestrinskih kromatida i mikronukleus-test. Glavno
ograni¢enje komet-testa jest moguénost induciranja dodatnih ostecenja prilikom pripremanja
suzpenzije pojedinacnih stanica (Rojas i sur. 1999). Komet-testom moguée je detektirati
jednolancane i dvolancane lomove DNA, unakrsne veze DNA-protein ili DNA-DNA te
mjesta osjetljiva na luznate uvjete (apurinska ili apurimidinska mjesta), ovisno o pH pufera
tijekom denaturacije i elektroforeze DNA (Rojas i sur. 1999, Tice i sur. 2000).

Metoda alkalnog komet-testa sastoji se u uklapanju suspenzije pojedina¢nih stanica
izmedu slojeva agaroze na predmetnom stakalcu. Preparati se zatim uranjaju u pufer za lizu
visoke koncentracije soli 1 neionskih detergenata, Sto rezultira pucanjem stanicne 1 jezgrine
membrane te odmatanjem nukleosoma. Ono §to preostaje je nukleoid, koji se sastoji od
nuklearnog matriksa sastavljenog od DNA u obliku superzavojnice 1 male koliCine
nehistonskih proteina. Nakon lize slijedi denaturacija u puferu visoke pH-vrijednosti, $to
dovodi do odvajanja komplementarnih lanaca DNA, pa svaki lom uzrokuje odmatanje
superzavojnice (Rojas i sur. 1999), a alkalni tretman degradira i RNA (Singh 2000).

Elektroforeza se provodi u istom puferu i tijekom nje se negativno nabijeni krajevi
lomova 1 otpuStene DNA petlje kre¢u prema anodi, tvore¢i “rep” koji izlazi iz nukleoida,
odnosno “glave” kometa, pa stanice s ve¢im oSte¢enjem DNA pokazuju vecu migraciju prema
anodi (Collins 2002, Rojas i sur. 1999). Pri manjim oSteCenjima dolazi do izvlacenja
slobodnih krajeva molekule iz nukleoida, dok je kod veceg broja lomova prisutno i putovanje
samostalnih fragmenata (Tice i sur. 2000). Pri pH 12,1-12,3 alkalna denaturacija i
elektroforeza omogucuju detekciju jednostrukih i dvostrukih lomova DNA 1 mjesta
ekscizijskog popravka, dok se pri pH-vrijednosti vecoj od 13 i mjesta osjetljiva na luznate
uvjete prevode u lomove DNA (Rojas i sur. 1999). Nakon elektroforeze slijedi neutralizacija.
Za mikroskopsku analizu DNA se boji DNA-specifi¢nim bojama poput etidij bromida ili 4',6-
diamidino-2-fenilindola.

Detektiranje oSteenja DNA ovisi o mnogim parametrima, kao $to je koncentracija
agaroze, pH-vrijednost, temperatura i vrijeme denaturacije, te pH-vrijednost, temperatura,

jacina i napon struje i vrijeme trajanja elektroforeze (Hartmann i sur. 2003).
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Slika 3. Postupak komet-test metode

Vrlo se brzo zakljucilo da se komet-test moze koristiti za monitoring popravka DNA
kao 1 za oSte¢enja DNA: Ostling 1 Johanson (1984) te Singh i sur. (1988) pratili su
sljubljivanje DNA lomova induciranih ionizacijskom radijacijom. Alkalna verzija komet-testa
danas je Siroko prihvacena metoda koja se koristi na stanicama u kulturi, krvnim stanicama
Zivotinja i ljudi, hemolimfi $koljkasa te insekata, spermi, kvascima, biljnim jezgrama. Stovise,
moguce je producirati komete iz izoliranih kromosoma (Cortés-Gutiérrez et al. 2011).
Sljedeca Cesta upotreba komet-testa odnosi se na procjenu antioksidativnog statusa stanica,
kroz njihov otpor odteéenju reaktivnim kisikom (npr. HyO,). Cetiri su glavna podrudja u
znanosti u kojima je komet-test prohvacen kao metoda. Koristi se u testiranjima
genotoksi¢nosti, za odredivanje potencijalne toksicnosti lijekova, kozmetike 1 ostalih
kemikalija. Istrazivanja se mogu provoditi in vivo (analizom tkiva razli¢itih laboratorijskih
zivotinja) ili in vitro (na kulturama stanica). Nadalje, primjena u biomonitoringu ljudske
populacije: za odredivanje ucinaka izlaganja opasnim agensima na razini DNA, za
proucavanje ¢imbenika koji pridonose bolestima, za otkrivanje individualnih varijacija (npr.
sposobnost popravka DNA), za monitoring promjena uzrokovanih prehranom (npr.

antioksidanti mikronutrijenti). Ekogenotoksikologija je tre¢e podrucje primjene komet-testa —
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koriste¢i velik broj organizama (Skoljkasi, gujavice, puzevi, biljke i sl.) kao indikatore
genetickog ostecenja pod utjecajem onesis¢ivaca. Na kraju, komet-test koristi se kao metoda u
bazi¢nim istrazivanjima mehanizama os$tecenja i popravka DNA lanca.

lako je trenutno u upotrebi veliki broj protokola koji se razlikuju od laboratorija do
laboratorija, a ovise i 0 prou¢avanom organizmu ili vrsti stanica, vec¢ina ih je zapravo samo
malo modificiran protokol po Singh i sur. (1988) (pregledni ¢lanci: Collins i sur. 2008,
McKelvey-Martin i sur. 1993, Oliveira i sur. 2006, Rojas i sur. 1999 )

Za kvantificiranje oStecenja upotrebljavaju se danas uglavnom racunalni programi za
analizu slike. Njima se mjeri intenzitet obojenja i veliina repa i glave kometa, a vrijednosti
oStecenja iskazuju se uglavnom kao postotak DNA u repu, duZina repa i repni moment
(%DNA u repu x duljina repa/100). Komet-test je vrlo osjetljiva metoda, s kojom je moguce
detektiranje 1 loma na 10 Da (Gedik i sur. 1992), odnosno nekoliko stotina lomova po stanici
(Collins i sur. 1997, McKelvey-Martin i sur. 1993). Ta osjetljivost je bitna jer su mutageni
prisutni u okoliSu uglavnom u niskim dozama (Wilson 1 sur. 1998).

Prema istrazivanju Michel i sur. (2013) komet-test na Skoljkasima izlaganim u
kavezima sa oneciS¢enim policiklickim aromatskim ugljikovodicima (PAU) mozZe se uspjesno
koristiti za biomonitoring okoliSnog oneciS¢enja. Izlaganje SkoljkaSa poznatim
genotoksikantima u laboratoriju Cesto pokazuje pravilan u¢inak ovisan o dozi (Banni i sur.
2010, Stambuk i sur. 2008) $to ukazuje na osjetljivost i primjenljivost metode. Mnoga
istrazivanja ukazuju na visoku sezonsku varijabilnost oste¢enja DNA mjerenog komet-testom
kod nativnih populacija (Frenzilli i sur. 2001, Klobucar i sur. 2008, Shaw i sur. 2002, 2004,
Stambuk i sur. 2013., Pisanneli i sur. 2009).

Vrste roda Mytilus su uspjeSno koriStene u biomonitoringu genotoksi¢nog uéinka
okoli$nog onecis¢enja komet-testom u mnogim istrazivanjima (Frenzili i sur. 2001, Nigro i
sur. 2006, Thomas i sur. 2010).

1.5. Mediteranska dagnja - Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

vrsta: Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
porodica: Mytilidae
red: Mytilioida

koljeno: Mollusca
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Slika 4. Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis (izvor: http://www.swims.hku.hk/)

U Europi su rasprostranjene tri vrste dagnji: plava dagnja M. edulis, mediteranska
dagnja M. galloprovincialis i M. trossulus, koja jedina nije akvakulturna vrsta. U Mediteranu
je rasprostranjena M. galloprovincialis, kao i u Crnom moru i uz juzni dio zapadne obale
Europe (Slika 5.). M. trossulus je rasprostranjena na podruéju Balti¢kog mora i Skotske, a uz
Atlantsku obalu Europe od Francuske do Norveske rasprostranjena je M. edulis (Kijevski i

sur. 2010).

Sl t:»

| 100D km |
| 500 nmi |

Slika 5. Rasprostranjenost vrste Mytilus galloprovincialis na podrucju Mediterana (izvor: www.fao.org)


http://www.swims.hku.hk/
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Trokutasta je oblika, ¢vrste grade, te asimetricnih jednakih ljustura. LjuSture su crno-
plave ili crno-smede boje, a periostracum je obi¢no crn. Kljunovi su smjesteni na prednjem
kraju ljustura. Na vanjskoj strani ljuStura ima jasno vidljive linije rasta.

Dagnje pokazuju razdvojenost spolova (gonohorizam) s manjim udjelom
hermafrodita. Kod oba spola spolna Zlijjezda, je smjeStena u plastu, a spol se moze
makroskopski odrediti na osnovi boje gonada - muske gonade su mlije¢no bijele ili krem boje,
dok su zenske narancasto crvenkaste boje.

Ovisno o temperaturi 1 koli€ini hrane dagnje se mogu pariti jednom ili viSe puta
godiSnje. Dva dana nakon oplodnje embriji se razvijaju u planktonsku li¢inku veliger. U
razvojnom ciklusu dagnje pelagicka li¢inka moZe biti noSena strujama 1 vise tjedana. Li¢inke
se nakon 4 do 8 tjedna, kada dosegnu duzinu 250-300 pum pric¢vrste za podlogu (Bayne 1965,
Beaumont i sur. 2007). Ako im je veli¢ina manja od 2 mm mogu se jo§ jednom premjestati.
Rasprostranjenje mlade dagnje nakon prvog pri¢vrs¢enja za podlogu osniva se na sekreciji
posebne dugacke bisusne niti (bisusno jedro) i naziva se stoga bisusni drift (De Blok i Maas
1977).

Haploidni genom Skoljkasa sadrzi izmedu 0,65 i 5,4 gb (Gregory 2005), a M.
galloprovincialis ima oko 1,85 gb (Saavedra i Bachére 2006), diploidni broj kromosoma je
2n=28 (Martinez-Lage 1 sur. 2004). Zanimljivost dagnje je i1 Sto posjeduje dva odvojena
mitohondrijska genoma, po majcinoj i o¢evoj liniji (Skibinski 1 sur. 2002).

Mediteranska dagnja nastanjuje zonu plime 1 oseke, a ograni¢ena dubinska
rasprostranjenost nije uvjetovana uvjetima u dubljim slojevima infralitorala, ve¢ bioloSkim
¢imbenicima predacije i kompeticije (Gosling 1992). M. galloprovincialis $iri se prema
sjeveru i zauzima teritorije na kojima se ranije nalazila samo vrsta M. edulis $to se pripisuje
globalnom zatopljenju (Beaumont i sur. 2007), te se stoga se smatra invazivnom vrstom
(Kijewski i sur. 2009),

Mediteranska dagnja jedna je od najvaznijih akvakulturnih vrsta u Europi, s godiSnjom
proizvodnjom oko 800 000 t u Evropi (Gabin 2009). Akvakultura se zasniva na sakupljanju
mladih jedinki iz prirodnih populacija te uzgoj nema nikakvog utjecaja na razmnoZzavanje.
Takve mlade jedinke nasaduju se u mreZaste tube ili najlonske mreze gdje rastu do konzumne
veli¢ine. U Hrvatskoj, najveca uzgajaliSta na podrucju su Limskog kanala, Peljeskog podrucja
(Mali Ston, Ston) te duz obale u blizini estuarija krSkih rijeka. Minimalna dozvoljena duZina
za sakupljanje ove vrste iznosi 6 cm (NN 96/2005), a tu duzinu Skoljka$ obi¢no dosegne pri

starosti od 1,5 do 2 godine.
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Zbog svojih karakteristika Skoljkasi su vrlo Cesto koriSteni organizmi za pracenje
utjecaja oneciS¢enja na organizme u vodenom okoliSu. Oni su filtratori, pa akumulliraju
znacajne koli¢ine toksikanata iz okolne vode (Cajaraville i sur. 2000), a ¢esto su vrlo brojni i
na oneCiS¢enim postajama zbog njihove visoke tolerancije na zagadenje. Kako su u odraslom
stadiju sesilni ili hemisesilni, te na taj na¢in ne mogu izbjeci utjecaj one¢is¢enja migracijama,
savrSeni su modelni organizmi. Plava i Mediteranska dagnja vjerojatno su najcesée koristeni
organizmi za biomonitoring morskih ekosustava na podru¢ju Europe. U Jadranu dagnja je
najistrazivaniji organizam u podru¢ju ekotoksikologije 1 koriStena je u mnogobrojnim
biomonitoring istraZivanjima (Kandu¢ i sur. 2011, Klobucar i sur. 2008, Peri¢ 1 sur.
2012,Stambuk i sur., 2013), ukljuéujuéi i desetogodi$nje istraZivanje utjecaja one¢iséenja na

morski ekosustav na hrvatskoj strani Jadrana - "Projekt Jadran”.

1.6. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je dobiti uvid u sezonske razlike razine oSteéenja DNA
(jesen/proljece) u promatranim populacijama dagnji Mytilus galloprovincialis kao posljedice
djelovanja onecis¢enja. Takoder, usporedbom osteCenja u nativnim 1 kavezno izlaganim
jedinkama procijenit ¢e se prilagodba dagnji na promijenjene okoliSne uvjete, te dobiti uvid u

uzrocno-posljedi¢nu vezu izmedu izlaganja toksikantima i1 pojave oste¢enja DNA.

11
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2. Materijali i metode

2.1. Opis istrazivanja

Tijekom jeseni 2013. godine i proljeca 2014. godine, na podrudju istocne obale
Jadranskog mora provedeno je istrazivanje genotoksi¢nog djelovanja oneciS¢enja na kavezno
izlagane i nativne populacije dagnji M. galloprovincialis. Ostecenje DNA mjereno je u
hemocitima dagnji komet-testom.

Nativne dagnje sakupljane su na 15 postaja duz hrvatskog dijela jadranske obale: od
sjevernog Jadrana (Pula - luka, I¢i¢i, Limski kanal, Rijeka - luka, brodogradiliste u Sjevernom
Jadranu), srednje Dalmacije (Split - luka, Marina, Trogir - marina, Adriavinil, Zadar Borik,
Zadar - marina) do juzne Dalmacije (Gruz - luka, Mali Ston, Ston, NP Mljet); od ¢ega se Cetiri
postaje smatraju kontrolnima (NP Mljet, Mali Ston, Ston (samo u proljece), Limski kanal,
Marina) zbog niskog antropogenog utjecaja, a ostalih jedanaest su postaje razli¢itog stupnja
oneci§¢enja. Dagnje su sakupljane s obale, pomoc¢u metalnog grabila, s dubine 0.5-0.8m.

Nativna populacija dagnji sa postaje Marina bila je kavezno izlozena tijekom mjesec
dana (u razdoblju travanj-svibanj 2014.) na postajama: Gruz - luka, Ston - uzgajaliste, Pula -
brodogradiliSte, Limski kanal - uzgajaliste, Zadar - marina, Seline - uzgajaliste. Te dagnje
bile su izlagane u kavezima koji su bili gradeni od drvenih letvi (okvir) te polietilenske mreze
sa gornje i donje strane koja je bila u¢vrséena pomocu ribarskog flaksa. U svakom kavezu je
izlagano 100-njak jedinki na dubini od 1,5 m. Izlaganje je trajalo nes$to manje od 30 dana, Sto
se pokazalo kao optimalni period u drugim istrazivanjima (Regoli i sur. 2004).

Za komet-test analizirano je 10 jedinki po postaji.

Slika 6. Dagnje pripremljene za kavezno izlaganje

12
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Mezokozmos ekperiment provodio se u Akvariju u Puli gdje su se dagnje izlagale bakru u
kontroliranim uvjetima tijekom travnja i svibnja 2014. godine. Dagnje s postaje Gruz (625
jedinki) i postaje Marina (620 jedinki) prebacene su u akvarije na aklimatizaciju 6 tjedana pod
kontroliranim uvjetima gdje je rezim svjetla i tame bio 12h/12h, na temperaturi od 17°C, u

aeriranim akvarijima.

GK1 | MK1 GK2 | MK2 GB1 | MB1 GB2 | MB2
112 | 112 112 112 112 112 12 | 112

Slika 7. Nacrt akvarija koristenih za mezokozmos eksperiment (GK1, GK2 - Gruz kontrola, MK1, MK2 —
Marina kontrola, GB1, GB2 — Gruz bakar, MB1, MB2 — Marina bakar)

Izlaganje bakru ukupno je trajalo 8 dana. Prvi dan dagnje su postrugane i stavljene u akvarije.
Akvarijima s kontrolama svakog dana mijenjano je 2 volumena vode novom, svjeZom
morskom vodom. U akvarij broj 3. i 4. (Slika 7.) drugi dan dodan je bakar (c=100ug/L) te 1.5
ml hrane (suspenzija algi). Svaki sljede¢i dan %2 volumena promijenjena je novom svjezom

vodom te je dodavano 7,5 ml bakra i 1,5 ml hrane.

13
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Slika 8. Karta istraZzivanih postaja (plavo — referentne postaje, crveno — oneéi$¢ene postaje)

Tablica 1. Geografske koordinate istrazivanih postaja

postaja

Lim
Pula
I¢i¢i
Rijeka
Brodogradiliste SJ
Zadar Marina
Seline
Marina
Trogir Marina
Adriavinil
Split
Mljet
Mali Ston
Ston
Gruz

geografska geografska
duzina (E) Sirina (N)

14

13,67
13,84
14,28
14,44
14,48
15,23
15,52
16,16
16,25
16,44
16,44
17,36
17,70
17,73
18,09

45,13
44,87
45,31
45,33
45,32
44,12
44,27
43,52
43,51
43,54
43,50
42,78
42,85
42,84
42,66
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2.2. Opis postaja

Limski kanal

Limski zaljev ima status posebnog rezervata u moru od 1979. godine. U Limskom
kanalu, uzgoj dagnje poceo je 1888., a danas se u kanalu uzgajaju i lubin, komarca te se
polako ulazi i u uzgoj kamenica.

U studiji ,,Odredivanje prijelaznih i priobalnih voda za Skoljkase™ (2008) kemijske
analize organohalogenih tvari u tkivu dagnji pokazale su vrlo niske vrijednosti, nize od vecine
ostalih ispitivanih postaja. Vrlo su niske bile i koncentracije metala mjerene u dagnjama
tijekom Cetiri godine. Jedino je na vanjskom dijelu zaljeva nadena povecana koncentracija
koliformnih bakterija. U projektu Jadran zabiljezeni su toksi¢ni ucinci u dagnjama iz
unutrasnjosti, no zbog nemjerljivog oneciséenja ova postaja odabrana je za referentnu postaju

u sjevernom dijelu Jadranskog mora. Postaja Limski kanal koriStena je kao referentna i u

nekim drugim istraZivanjima utjecaja one¢iséenja na dagnje (Petrovié i sur. 2004, Stambuk i

sur. 2013).

Slika 9. Uzgajaliste dagnji na postaji Limski kanal
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Pula

Grad Pula najveci je grad u Istarskoj Zupaniji u kojem zivi oko 100 000 stanovnika. Na
podruc¢ju Pule u more se izlijevaju ispusti postrojenja Uljanik Pula, Uljanik Strojogradnja i
Luka Pula. Tako se komunalne otpadne vode procis¢avaju u uredajima za procis¢avanje

otpadnih voda (UPOV) Peroj i Valkane, njima se vrsi samo proci§¢avanje prethodnog stupnja.

Lucki promet takoder uvelike pridonosi zagadenju.

I¢i¢i

I¢i¢i su malo mjesto na opatijskoj rivijeri sa samo 800 stanovnika. Mjesto ima marinu
za velike jahte te malu luku za lokalne brodice. Vrlo blizu I¢i¢a nalazi se ACI Marina.
Oneciséenje pretezito postoji zbog velikog broja brodica i jahti, ali je takoder poznato da
onecis¢enje potjece iz podzemnoga dzepa, odnosno vrulja koje se putem izvorista Vrutki
ponad Opatije slijevaju u more. I¢i¢i su, iako kao manje naseljeno mjesto, postaja s niskim ali
postoje¢im intenzitetom antropoloskih aktivnosti i aktivnosti morskog prometa. Uredaj za
procis¢avanje otpadnih voda (u daljnjem tekstu UPOV) izgraden je u sklopu Projekta zastite
od onec¢i$¢enja voda u priobalnom podrucju (Projekt Jadran). Postrojenje osigurava |. stupanj

procis¢avanja.

Slika 10. Postaja I¢i¢i
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Brodogradili$te Sjeverni Jadran

Brodogradiliste SJ osnovano je 1896. godine i bilo je jedno od prvih u svijetu koji su
se bavili nadogradnjom i produljivanjem brodova. Takoder je jedno od najvecih hrvatskih
brodogradilista sa ve¢ poznatim negativnih utjecajem na morski okolis, te se stoga smatra za

oneci§¢enu postaju.

Rijeka

Na podrucju grada Rijeke (~145 000 stanovnika) u more se izlijevaju ispusti
industrijskih postrojenja INA Rafinerija Mlaka te Proizvodnja maziva i bitumena, a njihove se
otpadne vode procis¢avaju na Dekantatoru i UPOV Krofta. Komunalne vode prolaze samo
prethodni stupanj proc¢is¢éavanja na UPOV Delta. Rijeka je najveca hrvatska luka s godi$njim
prometom robe od vise od 6 milijuna tona. U Hrvatskoj su iznenadna onec¢iS¢enja mora
najces¢a na podru¢ju Rijeke, a u luci Rijeka najviSe je 1 prometa opasnim teretima (AZO

2007).

Seline

Seline su naselje sjeverne Dalmacije smjeSteno na obali Velebitskog kanala, 3 km
juzno od Starigrada. Ne postoji nikakav znaCajan izvor antropogenog oneciS¢enja na ovoj
postaji, a 0sim toga na toj se postaji uzgajaju dagnje za ljudsku prehranu, te se ona smatraza

referentnu postaju.

Slika 11. Postaja Seline — uzgajaliste dagnji
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Zadar — marina

Postaja Zadar — marina nalazi se u gradu Zadru (~75 000 stanovnika). Zadar je jedna
od najvecih trajektnih luka u srednjem Jadranu. U Zadru se nalazi i prijevozna kompanija
Tankerska plovidba d.d. sa 15-ak tankera i brodova za prijevoz suhog tereta. Marina, sa 300-
tinjak vezova, predstavlja postaju sa odredenom razinom onecis¢enja. Boje koje se koriste za
antivegetativne premaze sadrze bakrene komponente te ostale organske bioaktivne tvari.
Otpadne vode procis¢avaju se kroz dva Uredaja za proc¢is¢avanje otpadnih voda — Borik
(prethodno procis¢avanje i 1. stupanj procis¢avanja) i Centar (prethodno procis¢avanje i II.
stupanj prociS¢avanja). Dagnje su na ovoj postaji bile izlozene direktno ispod praliStra u

centru marine.

Slika 12. Postaja Zadar-marina; mjesto postavljanja kaveza

Marina
Marina je uzgajaliSte dagnji na zapadnoj strani Trogirskog zaljeva bez mjerljivog

utjecaja antropogenog onecis¢enja te kao takva predstavlja referentnu postaju.
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Slika 13. Postaja Marina

Trogir
Postaja Trogir nalazi se u nauti¢koj luci u gradu Trogiru. Obzirom da se u marini
nalazi viSe od 200 vezova, smatra se za oneciS¢enom postajom. Dodatno oneciS¢enje

povezano je sa neposrednom blizinom brodogradilista Trogir.

Adriavinil

Postaja Adriavinil nalazi se u Kastelanskom zaljevu, u blizini tvornice polivinil-
kloridnih masa Adriachem, €iji se ispust otpadnih voda nalazi u blizini. U razdoblju 1949.-
1990. na tom podrucju radilo je joS jedno postrojenje, Adriavinil (ranije Jugovinil), u kojem se
izvodila klor alkalna elektroliza i procjenjuje se da je tijekom desetlje¢a u Kastelanski zaljev

iz tog postrojenja dospjelo oko 200 t Zive (Zvonari¢ 1991).
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Slika 14. Postaja Adriavinil

Split

Split je sa svojih 250 000 stanovnika drugi po veli¢ini grad u Hrvatskoj, a luka Split je
treca luka na Mediteranu po putnickom prometu, s godiSnjim prometom od otprilike 3 000
000 ljudi i 600 000 vozila (Kasum i sur. 2008). Do 1999. g. na tom se podrucju nalazio i
ispust komunalnih voda grada Splita. Na podruc¢ju Splita joS uvijek se nalazi nekoliko ispusta
komunalnih voda, od kojih ispust Katalini¢a Brig ima mehanicki uredaj za proc¢is¢avanje, a
sam ispust je na 1300 m od obale, dok manji ispusti u luci i ispust Lora nemaju uredaja za

procis¢avanje.

NP Mljet
Postaja Mljet smjeStena je na podrucju Nacionalnog Parka Mljet, kod Babinih Kuc¢a u

uvali Saplunara. S obzirom na nepostojanje bilo kakvih izvora oneci§¢enja ova se postaja
smatra za referentnu. Ovo je ujedno jedina referentna postaja na kojoj nema uzgajaliSta

dagniji.

Ston

Postaja Ston nalazi se u Malostonskom zaljevu, u najve¢em uzgajaliStu dagnji u
Jadranu. Kao i kod prethodne postaje Limskii kanal, u studiji ,,Odredivanje prijelaznih i
priobalnih voda za skoljkaSe* (2008) kemijske analize organohalogenih tvari i metala u tkivu

dagnji pokazale su vrlo niske vrijednosti. Ova postaja se takoder smatra za referentnu postaju.
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Mali Ston

Postaja Mali Ston takoder se nalazi u Malostonskom zaljevu, ¢ije je uzgajaliSte osim
dagnji poznato i po uzgoju kamenica. Mali Ston ima par desetaka vezova za lokalne brodove
te postoji antropogeni utjecaj, iako je vrlo nizak. Kako na ovoj postaji ipak nema znakova

A4 .

postojanja veceg onecis¢enja, smatra se jo§ jednom referentnom postajom.

Gruz

Postaja Gruz nalazi se u Dubrovniku (~50 000 stanovnika), u luci Gruz ¢iji je promet
godisnje oko 850 000 ljudi. Na podruc¢ju grada Dubrovnika izlijevaju se komunalne otpadne

vode, koje prolaze samo kroz proces mehani¢kog procis¢avanja.

2.3. Hidrografski ¢imbenici

Tijekom uzorkovanja izmjerene su vrijednosti pH, temperature mora te saliniteta na
svakoj istrazivanoj postaji (Slika 15-17). U pojedinim razdobljima uzorkovanja, nisu uzimani
podaci za sve parametre, te kao takvi u grafovima nisu prikazani.
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Slika 15. pH mora na istrazivanim postajama kroz 4 razdoblja uzorkovanja (jesen-listopad 2013., proljec¢e-ozujak

2014., postavljanje kaveza-travanj 2104., skupljanje kaveza-svibanj 2014.).
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Slika 16. Temperatura mora na istrazivanim postajama kroz 4 razdoblja uzorkovanja (jesen-listopad 2013,

proljece-ozujak 2014., postavljanje kaveza-travanj 2104., skupljanje kaveza-svibanj 2014.).
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Slika 17. Salinitet mora na istrazivanim postajama kroz 4 razdoblja uzorkovanja (jesen-listopad 2013., proljece-

ozujak 2014., postavljanje kaveza-travanj 2104., skupljanje kaveza-svibanj 2014.).

2.4. Kemijska analiza

Za analize metala, homogenizirani uzorci tkiva (0,1 g) stavljeni su u kivetu zajedno sa
10 mL "aqua regia” (omjer 1:3 nitratna kiselina:HCI) u mikrovalnu pe¢nicu (Multiwave 3000,

Anton Paar, Graz, Austria). Nakon digestije, uzorci su razrijedeni Milli-Q vodom do
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optimalne koncentracije za mjerenje ICPMS (masena spektrometrija s induktivno spregnutom
plazmom). Prije mjerenja indij (1 ug L ™) dodan je u konaéne otopine kao interni standard.
Multielementalna analiza pripremljenih uzoraka radena je pomocu masene spektrometrije
visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (HR ICPMS) koriste¢i instrument
Element2 (Thermo, Bremen, Njemacka). Mjerenja odredenih izotopa radena su na tri razlicite
rezolucije: niska rezolucija  ("Li,"“’Ag, *!Cd, %°Sn, ?®®pb, ?®Bi), srednja rezolucija
(V, *Cr, *°Co, ®Ni, *Cu, ®zn, *#'3b) te visoka rezolucija (*’Al, *K, *°Fe).

Kemijske analize metala napravljene su u suradnji sa dr.sc. Nevenkom Mikac (Laboratorij za

anorgansku geokemiju okolisa, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb).

2.5. BioloSka analiza

Uzimanje uzoraka hemolimfe

Dagnje su odmah po sakupljanju drZzane na ledu, te prenesene u najblize raspoloZive
laboratorije u regiji istrazivanja. Uzorci su obradivani u privremenom laboratoriju na Mljetu
(stara vojarna, jesen) i Zuljanama na Peljescu (proljeée), u Istrazivackoj stanici Martinska te u
Centru za istrazivanje mora u Rovinju.
Hemolimfa Skoljkasa vadena je injekcijom (igla za subkutane injekcije) iz straznjeg miSic¢a
zatvaraca, u koli¢ini od oko 200 pL. Odmah nakon vadenja hemolimfa je prebacena u
mikroepruvete na led. Nakon desetak minuta zapocela je obrada uzoraka za komet-test. Za

komet-test analizirani su hemociti 10 jedinki po postaji.

2.6. Mjerenje oSteCenja DNA

Komet-test

Komet-test je primijenjen na jezgrama hemocita vrste M. galloprovincialis po metodi
Singh i sur. (1988), s manjim izmjenama. Na djelomi¢no bruseno predmetno stakalce nanesen
je prvi sloj agaroze uranjanjem u otopinu 1% agaroze normalnog talista (NMP, Sigma) u
fosfatnom puferu (PBS) (1,45 M NaCl, 60 mM Na,HPQ,4, 40 mM KH,POy; pH 7,0). Nakon
skrutnjavanja gela pri sobnoj temperaturi na stakalca je zatim naneSeno 100 uL mjeSavine
0,8% agaroze niskoga taliSta (LMP, Sigma) 1 hemolimfe u omjeru 1:1. Sloj je pokriven
pokrovnicom, a stakalca su ostavljena 2,5 min. u hladnjaku pri -1°C, da se agaroza skruti.
Nakon uklanjanja pokrovnice, nanesen je trec¢i sloj od 80 pL 0,5% agaroze (LMP), koji je
takoder prekriven pokrovnicom i ostavljen 2,5 min. u hladnjaku na -1°C. Nakon uklanjanja

pokrovnice preparati su uronjeni u pufer za lizu stanica (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
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TRIS-HCI, 10% DMSO, 1% Triton X-100, pH 10) u kojem su stajali 1 sat pri 4°C, u mraku.
Nakon lize preparati su isprani destiliranom vodom, te stavljeni u kadicu za elektroforezu i
preliveni svjeze priredenim, hladnim puferom za elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM
EDTA, pH>13). U puferu za elektroforezu provedena je alkalna denaturacija DNA kroz 15
minuta pri 4°C. Elektroforeza je provedena u istom puferu i u istim uvjetima, pri jakosti struje
od 300 mA, te naponu od 35 V (1,16 V/cm) kroz 15 min. Po zavrSetku elektroforeze preparati
su neutralizirani ispiranjem u neutralizacijskom TRIS-HCI puferu (pH 7,5), u kojem su i
ostavljeni 5 minuta. Preparati su zatim fiksirani 15 minuta u mjeSavini metanola i ledene
octene kiseline (3:1) i osuseni na sobnoj temperaturi. Tako fiksirani preparati pohranjeni su u

mraku na sobnoj temperaturi i viSe mjeseci.

2.7. Mikroskopska analiza

Neposredno prije mikroskopske analize preparati su rehidrirani redestiliranom vodom
10 minuta, te bojani nakapavanjem 10 pg/mL otopine fluorescencijske boje etidij bromida
(EtBr, Sigma). SuviSak EtBr ispran je redestiliranom vodom i preparati su prekriveni
pokrovnicom. Tako pripremljeni preparati pregledavani su uz pomo¢ fluorescencijskog
mikroskopa Zeiss Axioplan (filter 09: ekscitacija kod valne duljine 520 nm, emisija kod valne
duljine 610 nm). Jezgre su fotografirane kod povecanja objektiva 40x pomocu digitalne
kamere. Mjerenja duzine repa i postotka DNA u repu kometa provedena su pomocéu
racunalnog programa Komet 5 Kinetic Imaging Ltd.. Uzimane su vrijednosti manje od 50%
oStecenja DNA s pretpostavkom da stanice s oSteenjem ve¢im od 50% nisu bile zive tokom

analize.

2.8. Statisticka analiza

IzraCunate su srednje vrijednosti oSte¢enja 50 1 viSe DNA hemocita za svaku jedinku.
Rezultati komet-testa prikazani su kao srednja vrijednost (+ st. greSka) svih jedinki po
pojedinoj postaji, a podaci su obradeni neparametrijskim Mann-Whitney U-testom. Statisti¢ka

analiza radena je u programu Statistica 12 (StatSoft, Inc.)
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3. Rezultati

3.1. Kemijske analize

Na svim onec¢iS¢enim postajama izmjerene su koncentracije olova veée od najvece
dopustene koli¢ine (NDK) prema "Pravilniku o veterinarsko-zdravstvenim uvjetima za izlov,
uzgoj, procis¢avanje i stavljanje u promet zivih Skoljkasa” (N.N. 117/2004). Koncentracije Pb
na kontrolnim postajama bile su nize od koncentracija na one¢i¢enim te, 0sim postaje Mali
Ston, nisu prelazile granicu od 1.5 mg/kg (Slika 18).
Koncentracija Cd zadrzavala se ispod NDK na svim postajama osim postajama Seline te Mali

Ston (1 mg/kg; N.N. 117/2004) (Slika 19.).
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Slika 18. Koncentracija Pb odredena masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno spregnutom

plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istraZivanim postajama
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Slika 19. Koncentracija Cd odredena masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno spregnutom

plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istrazivanim postajama
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Slika 20. Koncentracija Cu odredena masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno spregnutom

plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istrazivanim postajama

Bakar je izmjeren u koncentracijama povecanim u odnosu na referentne postaje na
Malom Stonu, Gruzu te postaji Zadar Marina (Slika 20.). U RH nije regulirana NDK Cu u
tkivima Skoljkasa. Ako pogledamo Skotske standarde za procjenu kakvoce mora na
uzgajalistima NDK za Cu je 3 mg/kg iznad ¢ije se vrijednosti nalaze sve koncentracije
izmjerene na svim postajama. U Spanjolskoj NDK za Cu iznosi 20 mg/kg, te se iznad tih
vrijednosti nalaze koncentracije za postaje Gruz te Zadar Marina 1 12.

Koncentracije cinka su na svim postajama bile znatno nize od propisanog NDK u
tkivama dagnji koji iznosi 1,1 g/kg (N.N. 177/2004). Blago vise koncentracije od referentnih
postaja zabiljeZene su na postajama Split, Gruz te Zadar Marina 1 i 2 (Slika 21.).

Na postaji Zadar Marina zabiljeZena je najveca koncentracija nikla koja prelazi NDK
od 2,5 mg/kg za tri puta. Postaje Seline i Marina, iako ispod najveée dopustene koli¢ine, imale
su nesto povecane vrijednosti (iznad 2 mg/kg) u odnosu na ostale postaje (Slika 22.).

U dagnjama s postaje Zadar Marina izmjerena je i najveéa koncentracija Cr (Slika 23.). Nesto
vece vrijednosti od propisane NDK izmjerene su u dagnjama sa Selina, Marine, Splita, Pule,

Malog Stona, GruZza te Zadar Marine 1 (1 mg/kg; N.N. 117/2004).
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Slika 21. Koncentracija Zn odredena masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno spregnutom

Ni (mg/kg)
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plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istrazivanim postajama
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Slika 22. Koncentracija Ni odredena masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno spregnutom

plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istrazivanim postajama
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Slika 23. Koncentracija Cr odredena masenom spektrometrijom visoke rezolucije s induktivno spregnutom

plazmom u uzorcima tkiva dagnji M. galloprovincialis sakupljenih na istrazivanim postajama

3.2. Bioloske analize

Mjerenje ostecenja DNA 2013.12014.g.
Komet-test

Genotoksi¢ni u¢inak oneciséenja istrazivan je komet-testom tijekom jeseni 2013. te
prolje¢a 2014. godine, u nativnim populacijama dagnji na 15 postaja duz isto¢ne obale

Jadranskog mora, te kaveznim izlaganjem u proljece na 6 od tih postaja.
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Slika 24. Ostecenje DNA (% tDNA, sr.vr. + st. greSka) mjereno komet-testom u hemocitima dagnji M.
galloprovincialis na istraZivanim postajama u jesen 2013. g. Razlidita slova oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolne postaje Lim (a), Marina (b), Mali Ston (c), Mljet (d), Seline (e) (p<0,05).

Ostec¢enje DNA u nativnim populacijama dagnji sa referentnih postaja u jesen kretalo
se izmedu 1,2% na postaji Marina do 4,5% DNA u repu na postaji Seline. Dagnje s
onecis¢enih postaja ve¢inom su pokazale povecane vrijednosti oStecenja DNA od dagnji sa
referentnih postaja. NajviSe vrijednosti genotoksi¢nog ucinka izmjerene su na postajama Gruz
(7,57% tDNA) i Pula (6,75% tDNA) (Slika 24.).
Kod nativnih populacija u prolje¢e 2014. godine izmjerene su vrijednosti od 1,21% tDNA na
postaji Zadar Marina do 21,7% tDNA na postaji Pula. Na postaji Pula oste¢enje DNA bilo je
povecano za ¢ak 10 puta u odnosu na referentne postaje u jesen te oko 3 puta u odnosu na istu
postaju u jesen. Povecana vrijednost od 11,7% tDNA izmjerena je na postaji BrodogradiliSte
SJ te 4,2% tDNA na postaji Rijeka. Na svim ostalim postajama oSteCenje DNA bilo je
relativno nisko te nije prelazilo 3% tDNA, pokazujuéi sli€nost sa rezultatima dobivenim u

jesen 2013. godine (Slika 25.).
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Slika 25. Ostecenje DNA (% tDNA, sr.vr. + st. greSka) mjereno komet-testom u hemocitima dagnji M.
galloprovincialis na istraZivanim postajama u prolje¢e 2014. g. Razlidita slova oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolne postaje Lim (a), Marina (b), Mali Ston (c), Mljet (d), Seline (e) (p<0,05).
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Slika 26. Ostec¢enje DNA (% tDNA, sr.vr. + st. greSka) mjereno komet-testom u hemocitima kavezno izlaganih
dagnji M. galloprovincialis na istrazivanim postajama u proljec¢e 2104. g. * oznacuje statisti¢ki znadajnu razliku

u odnosu na postaju Marina (p<0,05).
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Kavezno izlagane jedinke pokazale su tek malo povecanje oStecenja DNA s obzirom
na nativnu populaciju s postaje Marina (2,16% tDNA), no jedino je osteenje na postaji Gruz
statistiCki znacajno (p<0,05) te je iznosila 6,64% tDNA. Na postajama Ston, Seline, Pula te
Limski kanal izmjerene vrijednosti kretale su se od 3,45-4,45% tDNA, dok je na postaji Zadar
Marina vrijednost bila niza te iznosila 2,92% tDNA (Slika 26.).
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% tDNA

Gruz bakar Gruz kontrola Marina bakar Marina kontrola

postaja

Slika 27. Ostecenje DNA (% tDNA, sr.vr. + st. greSka) mjereno komet-testom u hemocitima dagnji M.
galloprovincialis u mezokozmos eksperimentu. * oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na postaju
Marina kontrola (p<0,05).

Jedinke u mezokozmos eksperimentu pokazale su najvece oSteCenje DNA u akvariju
Gruz bakar (8,97% tDNA), dok je najmanju vrijednost imala Marina kontrola (2,02% tDNA).
GruZ kontrola imala je oSte¢enje DNA 4,10% tDNA, te je ujedno bila jedina koja je pokazala
statisti¢ki znacajnu razliku s obzirom na akvarij Marina kontrola, dok je Marina bakar imala
2,99% tDNA (Slika 27.)
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4. Rasprava

4.1. Kemijske analize i oneciS¢enost postaja

Kada se razmatraju koncentracije teskih metala dozvoljene za ljudsku konzumaciju,
najvazniji aspekt je njihova toksi¢nost za ljudsku populaciju. Sli¢no ostalim europskim
zemljama, zakon Republike Hrvatske definira granice dozvoljenih koncentracija (NDK) za

.....

(N.N. 117/2004).

As 8 mg/kg
Cd 1 mg/kg
Cr 1 mg/kg
Pb 1,5 mg/kg
Hg 1 mg/kg
Ni 2,5 mg/kg
Zn 1,1 g/kg

Postaja Zadar Marina pokazala se kao najoneciS€enija postaja sa povisSenom
koncentracijom Sn, Ni, Cr, Pb, Cu te Bi. Na mnogim postajama izmjerene su povisene
koncentracije odredenih metala iznad njihovog NDK: Seline (Cr, Cd), Marina (Cr), Split (Cr,
Pb), Adriavinil (Pb), Pula (Cd, Pb), Trogir Marina (Pb), Rijeka (Pb), Mali Ston (Cr, Pb, Cd),
Gruz (Cu, Cr, Pb).

Koncentracije bakra su bile poveéane na postajama Gruz te Zadar Marina. Obje
postaje predstavljaju oneciS¢ene luke 1 marine, te vjerojatno bakar u vodi potjece od kemijskih
sredstava na bazi bakra za premazivanje brodova protiv obrastaja algi. PoviSene vrijednosti
pojedinih metala na postajama Split, Pula, Trogir te Rijeka takoder se mogu objasniti
oneciS¢enjem vezanim za pomorski promet s obzirom da su sve od navedenih luke. Povecane
koncentracije mogu se pripisati oneciS¢enju od brodskih premaza i nafte kao i drugim
aktivnostima (brodogradnja, nauticki turizam) te blizini gradova i industrijskih postrojenja.
Povisene vrijednosti kroma i kadmija pronadene su i na svim referentnim postajama (Mali
Ston, Seline) osim Limskog kanala §to moze znaciti da je doslo do oneci$¢enja i na poStajama
koje su prethodno smatrane Cistima. Uzrok tim poviSenim koncentracijama tesko je utvrditi,
no on potencijalno moze biti objasnjen poveéanom koli¢inom nautickog turizma u tim

podru¢jima (uzorci za analizu metala uzeti su u prolje¢e kada pocinje turisticka sezona u
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Hrvatskoj). Postaja Seline pokazala je najveée vrijednosti svih neantropogenih metala. Te
visoke vrijednosti metala vjerojatno su rezultat stalnog priljeva vode s Velebita koja je bogata
mineralima. Za ukupnu procjenu onecis¢enja potrebne su takoder mjere drugih oneciséivaca
poput PAH, PCB i sl.

Postaja Limski kanal jedina je postaja koja nije pokazala povisene vrijednosti niti
jednog od analiziranih metala u tkivu Skoljkasa Sto dokazuje neoptereéenost onec¢iS¢enjem
teSkim metalima te se smatra referentnom postajom, kao i u proslim istrazivanjima radenim
na istom podruéju (Projekt Jadran 2008, Stambuk i sur. 2013).

U istraZivanju Projekta Jadran 2008. na osnovu rezultata analiza toksikanata iz dagnji,
uoceno je da su industrijska podrucja ona koja su najviSe zagadena razli¢itim teSkim metalima
te PCB spojevima kao posljedica dugotrajnog ispustanja industrijskih i urbanih otpadnih voda
u podrucja priobalnog mora. Ta podru¢ja odnose se na Split, Dubrovnik, Rijeku, Pulu te
Bakarski zaljev, dok su najniZze vrijednosti izmjerene u Skoljkasima Limskog zaljeva.
Rezultati te studije podudaraju se sa rezultatima ovog istrazivanja. lako su analize sedimenata
Projekta Jadran (2008) potvrdile prisutnost veceg utjecaja industrijskih i1 urbanih otpadnih
voda na istrazivanim postajama, koja je rezultirala veéim masenim udjelom metala u
povrsinskom sedimentu, autor je zakljuCio da hrvatsko priobalno podrucje nije znacajno
zagadeno analiziranim metalima.

Sli¢ne koncentracije teSkih metala dobivene su i u drugim studijama na Mediteranu i
Europi (Borchardt i sur. 1989, Fattorini i sur. 2008, Fowler i Oregioni 1976, Kljakovi¢
-Gaspic¢ i sur. 2002, Martin€i¢ i sur. 1987, Rainbow i sur. 2000, Wright i Mason 1999) te
pokazuju da su i rezultati dobiveni ovim istrazivanjem u rasponu vrijednosti nadenim u malo

do umjereno oneciS¢enim priobalnim podrucjima Mediterana.

4.2. Ostecenje DNA

Genotoksi¢ni u€inak oneciS¢enja analiziran je u hemocitima nativnih populacija dagnji
na 15 istrazivanih postaja duz hrvatske obale Jadranskog mora tijekom jeseni 2013. godine te
u prolje¢e 2014. godine. Takoder, da bi se procjenila sposobnost prilagodbe dagnji na
promjenu okoliSa, postavljen je eksperiment u kojem je nativna populacija s postaje Marina
translocirana na 6 postaja s razli¢itim stupnjem onecis¢enja.

Rezultati komet-testa tijekom jeseni 2013. g. ukazali su na najveci genotoksi¢ni uc¢inak
na postajama Gruz i Pula. Komet-test je takoder u prolje¢e pokazao najjaci genotoksicni
ucinak na postaji Pula, dok je postaja Gruz pokazala mnogo niZe oSte¢enje DNA od onog

dobivenog pola godine ranije.
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Ova varijabilnost u rezultatima moze se potencijalno objasniti sezonskim razlikama u
razini ljudskih aktivnosti ali i sezonskim promjenama drugih ¢imbenika koji nisu izravno
vezani za antropogeno oneciS¢enje. Ti ¢imbenici mogu biti bioti¢ki, poput rasta i
razmnozavanja ili abiotski kao Sto su temperatura i salinitet. Upravo informacija o lokalnim
Cimbenicima jako je vaZan uvjet za toCnu interpretaciju dobivenih rezultata. Kada je
uzorkovanje nativnih ili kavezno izlaganih populacija izvedeno na podru¢jima sa relativno
slicnim fizikalnim uvjetima, moze se ocekivati da su rezultati povezani specifi¢no sa efektima
antropogenog oneciS¢enja. Prijasnja istrazivanja pokazala su da se kod prebacivanja Mytilus
edulis iz saliniteta 15 na 30 PSU (practical salinity unit), osmolarnost hemolimfe naglo
promijenila (u roku od 5 sati) dok nije dostigla ravnoteZu sa vanjskim medijem (Livingstone 1
sur. 1979). Takoder, brzina rada srca kod M. edulis pokazala je wveliku sposobnost
aklimatizacije na promjene saliniteta. Bakhmet i sur. (2005) napravili su eksperiment u kojem
su pokazali da se niski broj otkucaja srca na 15 PSU naglo poveca ako se $koljkas prebaci u
medij sa 25 PSU. Kako u ovom istrazivanju nije doSlo do drastiéne promjene u salinitetu
tijekom tranplantacije dagnji, nije bila oCekivana drastina promjena u samoj fiziologiji
proucavanih dagnji.

Sezonska varijabilnost u rezultatima primije¢ena je i U drugim istrazivanjima. U
istrazivanjima Shaw i sur. (2002) populacija dagnji je na one¢iS¢enoj postaji imala manje
oStecenje DNA u listopadu nego u lipnju. Znacajna razlika, medutim, nije bila vidljiva kod
populacija na referentnoj postaji. Frenzilli 1 sur. (2001) su u Skrgama vrste M.
galloprovincialis uo¢ili najveée osteéenje u kasno ljeto, dok su Shaw i sur. (2004) uocili
najmanje oste¢enje u stanicama probavne zlijezde M. edulis u prosincu. Pisanelli i sur. (2009)
su ustanovili u 2004. g. najveca oSte¢enja DNA zimi, dok su ona bila najveca u rano proljece
u 2005. 1 2006. g. Te varijacije mogu biti uzrokovane i razlikama u dostupnosti odredenih
metala te oksidativnim stresom uzrokovanim intenzivnijom hranidbom i razmnozavanjem u
proljece. Poznato je da je povecanje u temperaturi vode u proljece blisko vezano sa pocetkom
razvijanja gameta te pocCetkom mrijesta kod dagnji sjevernog Jadrana (Brenko 1971).
Termalni stres i konzumacija energetskih resurasa za reproduktivnu aktivnost utjeCu na
fiziologiju dagnji smanjujuci njihovu sposobnost borbe protiv utjecaja toksikanata, te na taj
naCin doprinose viSoj razini destabilizacije lizosomalne membrane (Domouhtsidou 1
Dimitriadis 2001) kao i poviSenom oste¢enju DNA. Buschini i sur. (2003) pokazali su da je
temperatura utjecala na oSteCenje DNA u hemocitima Skoljkasa Dreissena polymorpha
izloZenog hipokloritu, sa ve¢im oSteCenjem na niskoj (4°C) te visokoj (28°C) temperaturi, te
najmanjih o$teCenjem na temperaturi od 18°C. Temperatura vode dokazano ima utjecaj na

34



RASPRAVA

mitoti¢ku stopu koja moze povecati broj mikronukleusa u dagnji (Brunetti i sur. 1992), no,
mjerenje oStecenja DNA koriste¢i komet-test ne zahtijeva mitoticku aktivnost kao Sto je to
slu¢aj kod mikronukleus-testa. Izravni utjecaj temperature na DNA lomove igra vaznu ulogu
ukoliko podize metabolizam, pri ¢emu se povecava oksidativni stres te izlozenost samom
oneciS¢enju. Malev 1 sur. (2010) pokazali su da dolazi do statisticki znacajnog povecanja
oste¢enja DNA kod vrste Astacus leptodactylus ve¢ trec¢i dan izlaganja na temperaturi od
30°C te sedmi dan pri izlaganju na temperaturi od 25°C.

Postaje Pula, BrodogradiliSte SJ 1 Rijeka u prolje¢e pokazale su najveCe oStecenje
DNA sa maksimumom od 21,71% tDNA (Pula). Peri¢ 1 sur. (2012) u svojem su istrazivanju
takoder zakljucili da su Pula 1 Rijeka najoneciS¢enije postaje. Analiza je pokazala nisku
vrijednost stabilnosti lizosomalne membrane zbog stresa uzrokovanog dugoro¢nom
akumulacijom kemijskih tvari poput kloriranih ugljikovodika te teskih metala ve¢ prethodno
detektiranih studijama radenim na tom podrucju (Projekt Jadran 2008, Lipanovi¢ Landeka
2010). Rezultati ovog istrazivanja poklapaju se i sa istrazivanjem Stambuk i sur. (2013) u
kojem se oSte¢enje DNA u proljece 2008. na postaji Pula kretalo oko 5%, dok je na postaji
Rijeka ono bilo neSto nize. Petrovi¢ i sur (2004) pokazali su da se prezivljavanje dagnji
nakon izlaganja zraku znacajno smanjilo kod dagnji sakupljenih na postajama Pula i Rijeka u
odnosu na kontrolne postaje. Zanimljivo, Jaksi¢ i sur. (2005) su koriste¢i Fast Micromethod®
metodu za analizu oSte¢enja DNA u $krgama dagnji, ustanovili da su postaje Rijeka i Gruz
bile medu postajama gdje je u manjem broju uzoraka zabiljeZen utjecaj onecis¢enja na DNA,
a dagnje s postaja Pula i Lim su najmanje pokazivale smanjen integritet DNA. U istom
istrazivanju Splitsko podruc¢je pokazalo se kao najonecis¢enije, dok je u ovom istrazivanju
postaja Split jedna od onih gdje je genotoksi¢ni u¢inak bio manje vidljiv i u jesen i u proljece.
Rezultati istrazivanja Klobucar 1 sur. (2008) u listopadu 2004. godine pokazali su slicne
rezultate na postajama Adriavinil 1 Split kao i1 ovo istraZivanje u jesen 2013., sa oSte¢enjem
DNA oko 5%, dok su vrijednosti u listopadu 2003. u istom istrazivanju bile niZe, izmedu 2% i
4%.

Gruz je u jesen pokazao najvece oStecenje, Sto se slaze sa rezultatima Projekta Jadran
u kojem se ta postaja pokazala kao oneciS¢ena na osnovu kemijskih analiza tkiva dagnji,
sedimenta, ali 1 optere¢ena mutagenim tvarima po rezultatima Ames testa. IstraZivanje
Stambuk i sur. (2013) takoder je pokazalo da je postaja Gruz bila najoneéiséenija 2008. i
2009. godine. Osim Gruza koji je pokazao smanjeno oste¢enje DNA u prolje¢e u odnosu na
jesen, vecina istrazivanih postaja pratila je isti trend: Adriavinil, I¢i¢i, Trogir Marina, Zadar
Marina, varirajuci tako izmedu vrijednosti u kojima su se nalazile i1 kontrolne postaje. Ovi
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rezultati u slijedu su sa istrazivanjem Stambuk i sur. (2013) gdje je osteéenje DNA u proljeée
2008. na postajama Lim, Mljet, Ston, Trogir, Split, Pula i Rijeka imalo sli¢ne vrijednosti kao i
u ovom istrazivanju, ispod 5%. Takoder je u istrazivanju Jaksi¢ i sur. (2005), u odredenim
mjesecima, bilo malo postaja koje su pokazivale razliku u odnosu na kontrolne postaje (Lim).
Neka istrazivanja nisu pokazala nikakvu indukciju oSte¢enja DNA u nativnim populacijama
na onecis¢enim postajama koju autori obja$njavaju kao adaptivne mehanizme koji se razvijaju
u populacijama koje nastanjuju one¢is¢ena podrucja (Akcha i sur. 2004, Shaw i sur. 2004).

Postaja Split nije pokazala znacajno smanjenje integriteta DNA niti u jesen, niti u
proljece. Limski kanal, Marina, NP Mljet 1 Ston pokazale su oSte¢enje DNA manje od 2% 1
time potvrdile status referentnih postaja. Bihari i sur. (2005) takoder su potvrdili visoki
integritet DNA u dagnjama s otoka Mljeta 1 zakljucili da se radi o postaji sa vrlo niskim
antropogenim utjecajem. lako su i postaje Seline te Mali Ston uzete kao kontrolne, kod njih je
u jesen bio smanjen integritet DNA, Sto je moglo biti posljedica vecih aktivnosti na moru u
periodu uzorkovanja ili nekih drugih abiotskih ili biotskih ¢imbenika. Kako su to postaje
relativno niskog stupnja antropogenog utjecaja, Bolognesi i sur. (2004) predlazu da se
varijacije bioloSkih varijabli, poput veli¢ine Zivotinje, osobitosti tkiva te biokemijskih 1
enzimatskih procesa vezanih uz rast i razmnoZzavanje, trebaju uzeti u obzir u biomonitoringu
podrucja niskog stupnja oneciscenja.

Kada se dagnje koriste u monitoringu utjecaja onec¢is¢enja ili studijama biomarkera,
predloZeno je obratiti paznju na koncentraciju chla (klorofil a) koji mora biti visi od 0,5pgL™
da bi dagnje pokazale filtracijsku aktivnost (Dolmer 2000, Riisgérd 1 Larsen 2000). Posljedica
niske razine filtracije biti ¢e niski unos kemikalija, te zakljuno niski stupan;j Stetnog ucinka.
Nize vrijednosti u prolje¢e mogu biti posljedica niske filtracijske aktivnosti zbog niske razine
chla u vodi. Za potvrdu ove teorije trebalo bi se, dakako, izmjeriti koncentracije chla u vodi u
na istrazivanim postajama. Takoder, mogu biti posljedica manjeg one¢i§¢enja mora zbog
prethodne zime, dok je tijekom ljeta prisutno povecano onecis¢enje zbog turizma.

Populacija s postaje Marina translocirana je na 6 lokacija podijeljenih u 3 grupe
Rezultati dobiveni ovim eksperimentom nisu pokazali znacajne razlike izmedu
transplantanata koji su postavljeni na ¢istim 1 na oneciS¢enim postajama te je teSko zakljuciti
da li postoji razlika ukoliko se dagnje iz Cistog okolisa prenesu u Cisti okoli$ ili okoli§ sa
odredenim stupnjem onecis¢enja.

Rezultati dobiveni kaveznim izlaganjem u prolje¢e 2014.g. pokazali su lagano

povisene vrijednosti oSteCenja DNA u odnosu na nativnu populaciju s postaje Marina. No,
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samo je postaja Gruz imala statisti¢ki znacajno povecanje (p<0,05). Iako su vrijednosti kod
transplantiranih dagnji bile nesSto viSe nego kod nativnih populacija, vrijednosti nisu statisticki
znacajne te je tesko reci da li se radi o aklimatizacijskim mehanizmima koji se razvijaju u
populacijama koje obitavaju u onecis¢enim podru¢jima. Aklimatizacija populacija na
poviSene razine one¢iS¢enja pokazana je u mnogim istrazivanjima (Da Ros i Nesto 2005,
Shaw i sur. 2002). Shaw i sur. (2002) pokazali su da je nakon 13 tjedana kaveznog izlaganja
ostecenje DNA bilo 1,8 puta vece kod kavezno izlaganih jedinka u odnosu na nativne jedinke
tog podrucja, Sto pokazuje da se proucavane dagnje nisu u potpunosti aklimatizirale u tom
periodu.

Razlog zasto rezultati nisu pokazali vise oSteCenje DNA moZe biti i u duZini samog
eksperimenta izlaganja. Regoli 1 sur. (2004) opisali su optimalnu duZinu izlaganja 30 dana,
dok su Rank i sur. (2007) uocili da je najveée oStecenje 64 dana nakon izlaganja, dok nakon
29 dana nije bilo zna¢ajnog porasta. Moguc¢i razlog takoder moZze biti u ve€oj dubini na kojoj
su kavezi postavljani §to je moglo utjecati na dobivene rezultate (Klobucar i sur. 2008).

Eksperiment izlaganja dagnji bakru dovodi do nekoliko zaklju¢aka. Kao prvo,
populacija s postaje Gruz nije uspjela popraviti osteCenje DNA nastalo oneciS¢enjem na
postaji ¢ak ni nakon vise od mjesec dana aklimatizacije. U jesen 2013. godine na postaji Gruz
izmjereno je oStecenje DNA od 7,57%, dok je ono u proljece 2014. iznosilo 1,66%. Nadalje, u
jesen postaja Marina pokazala je 1,20% tDNA, dok je u proljece vrijednost bila 2,16% tDNA.
Na jedinke s postaje Gruz bakar je jace djelovao nego na jedinke s postaje Marina. lako
prisutstvo bakra otkriva da je na istrazivanom podru¢ju doslo do neke vrste onec¢iséenja te ima
utjecaj na odredene genotipove same vrste (genotipovi sa alozimima za fosfoglukomutazu te
ukazuju da on nema nuzno i genotoksi¢ni uc¢inak na organizme (Nacci i sur. 1992). Moze se
pretpostaviti da bakar ima odredeno toksi¢no djelovanje u stanici koje kasnije indirektno
rezultira genotoksi¢nim stresom 1 oSteCenjem DNA kojoj je ve¢ smanjen integritet.
Genotoksi¢nost Cu u hemocitima dagnji moze biti povezana sa njegovom ulogom u stvaranju
ROS-a te naknadnom oksidativhom stresu u obliku oSte¢enja DNA, oksidaciji baza i
apoptotickoj DNA fragmentaciji, koja je ve¢ dokazana u drugim istraZivanjima na morskim
organizmima (Al-Subiai i sur. 2011, Bolognesi i sur. 1999, Steinert 1995). Cari¢ i sur. (2014),
bazirajué¢i se na emisiji bakra s velikih brodova (kruzera), izra¢unali su da je emisija Cu u luci
Gruz 154 kg u godini 2009., §to upucuje na srednji do visoki utjecaj na morski okoli§. Ako se
uzme u obzir 1 vrlo slaba dinamika mora u tom podrucju, vjerojatnost onecis¢enja bakrom

vrlo je visoka. Takoder, zabiljezene su visoke vrijednosti bakra u sedimentu na tom podrucju,
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Sto potencijalno moze biti vrlo opasno s obzirom da, osim ACI marine koja se tamo nalazi,
lokalni brodovi iz luke Gruz upotrebljavaju sli¢ne protuobrastajne premaze na bazi bakra kao
i veliki brodovi na kojima je radeno ovo istrazivanje.

Rezultati ovog istrazivanja sli¢ni su rezultatima Nacci i sur. (1992) koji su u svom
istrazivanju dagnje izlagali bakru 7 dana (kroni¢no izlaganje). Izlaganje subletalnim dozama
nije povecalo ostecenje DNA u Skrgama, tek kada su dagnje izlozene letalnoj dozi (100ug/L),
doslo je do indukcije mortaliteta i malo ali statisti¢ki znacajno povecanje ostecenja DNA. Kod
akutnog izlaganja bakru od 48h, dagnje opet nisu pokazale znafajno povecanje oStecenja
DNA. Zaklju¢no, rezultati komet testa u mezokozmos eksperimentu ne upucuju na
aklimatizaciju populacije dagnji s postaje Gruz na prisutsvo bakru u okoliSu, ve¢ na njihovu
viSu osjetljivost.

Svi metali pronadeni u razmjerno viSim koncentracijama u tkivima dagnji s
onecis¢enih podru¢ja mogu imati genotoksi¢no djelovanje. Bolognesi i sur. (1999) pokazali su
da kadmij, uz Zivu, uzrokuje oSte¢enja DNA. Kadmij je znacajan kao inhibitor mehanizma
popravka DNA (Pruski i Dixon 2002) te se smatra prooksidansom (McDonagh i sur. 2005).
Bakar je takoder poznat kao jedan od Cestih ksenobiotika koji uzrokuje oksidativni stres kod
dagnji (Sjelin 1 Livingstone 1997). Komunalne vode u Hrvatskoj se na nekim od istrazivanih
postaja izijevaju u more bez procis¢avanja ili nakon samo djelomicnog procis¢avanja (Gruz,
Rijeka, Split, Pula), te s obzirom na svoj volumen imaju znacajan utjecaj na okolni ekosustav.
One takoder mogu imati veliki genotoksicni utjecaj Sto potvrduje i studija White 1 Rasmussen
(1998) u kojoj je utvrdena povezanost genotoksi¢nosti tekucica i broja stanovnika na nekom
podrucju.

Iako kod nativnih populacija u ovom istrazivanju postoji generalni trend povisenog
oSte¢enja DNA na onecis¢enim postajama u odnosu na one kontrolne, istrazivanja bi trebalo
komet-test vrlo efikasna i relativno lagana metoda za detekciju genotoksi¢nog stresa u
populacijama dagnji, za bolju procjenu trebalo bi se koristiti i metodu mikronukleus-testa te
neku metodu detektiranja generalnog stresa organizma poput stabilnosti lizosomalne
membrane. Takoder, pozornost se treba obratiti na enzime oksidativnog stresa, karbonile i
MDA kao pokazatelje oSte¢enja makromolekula. Koriste¢i sve navedene metode kao alat za
budu¢i monitoring ovih podrucja, mozemo biti sigurniji da ¢e se detektirati svi negativni

udéinci razli¢itih toksikanata.
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5. Zakljutak

Povisene vrijednosti koncentracija veéine teskih metala zabiljezene su u podrucjima
velikih luckih aktivnosti kao i u blizini ispusta industrijskih i urbanih otpadnih voda.
Medutim, dobiveni podaci ne pruzaju dokaz o znacajnom oneciSéenja istocne obale
Jadranskog mora. Usporedba sa prethodnim studijama radenim na ovom podrucju potvrduje
da naSe vrijednosti ulaze u grupu blago do umjereno zagadenih podrucja.

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su blage sezonske razlike u oSteenju DNA s
poviSenim vrijednostima u jesen 2013. za sve postaje osim Pule 1 Brodogradilista SJ koji su
viSe vrijednosti pokazali u prolje¢e 2014. Razloge ovakvih rezultata tesko je odrediti, no
moguce je da se poviSena vrijednost oSteCenja DNA pojavila u jesen zbog vece koli¢ine
onecis¢ivaca prisutnih nakon turistiCke sezone kao i1 poviSene temperature mora. Da bi se
dobio dublji uvid da li postoje razlike medu sezonama te da li postoje odnosi medu njima,
istrazivanja bi se trebala provoditi u€estalije kroz nekoliko godina.

lako kavezno izlagane jedinke u ovom istrazivanju nisu imale statisticki znacajne
povecane vrijednosti oStecenja DNA u odnosu na kontrolnu postaju, ne moze se utvrditi je li
rije¢ o aklimatizaciji ili je posrijedi neki drugi razlog. Sukladno tome, buduca istrazivanja
kaveznog izlaganja trebala bi se provoditi u viSe kraéih perioda (od nekoliko dana do mjesec
dana ili vise) da bi se laksSe utvrdilo kako se mijenja integritet DNA kroz vrijeme. Takoder,
biomonitoring programi bi se uvijek trebali provoditi u istom dijelu godine (npr. proljece /ili
jesen) kako bi se izbjegao utjecaj razliCitih sezona na istrazivane populacije.

Analize koje ukazuju na integritet DNA kod morskih beskraljeznjaka u podrucjima
pod visokim antropogenim pritiskom imaju Siroko znaCenje u globalnom kontekstu. Zbog
konstantno rastuce industrije, turizma te pomorskog prometa, antropogeni stres na okoli$
moze samo rasti te je biomonitoring takvih sustava od veoma vaznog znacaja, ne samo za

zdravlje morskih ekosustava, neko i za cjelokupnu ljudsku populaciju.
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PRILOZI

7. Prilozi

Tablica 2. Statisticki znacajne razlike medu postajama u oStecenjima DNA mjerenog komet-testom.
Vrijednosti se odnose na istrazivanje u jesen 2013. godine
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Tablica 3. Statisticki znacajne razlike medu postajama u oStecenjima DNA mjerenog komet-testom.
Vrijednosti se odnose na istraZivanje u proljeée 2014. godine
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PRILOZI

Tablica 4. Statisticki znacajne razlike medu postajama u oStecenjima DNA mjerenog komet-testom.
Vrijednosti se odnose na istrazivanje kaveznog izlaganja u proljeée 2014. Godine
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Tablica 5. Koncentracije (mg/kg) teskih metala izmjerene u tkivu dagnji u proljece 2014.g.

PRILOZI

Trogir Marina | Trogir Marina Mali Zadar Marina | Zadar Marina
Seline | Marina | Split | Adriavinil | Pula 1 2 Lim Rijeka Ston Gruz 1 2

Li 1,46 1,40 1,01 0,68 | 0,62 0,62 0,61| 0,92 0,57 1,41 0,91 0,75 0,71
Rb 4,72 6,60 5,89 4,87 | 3,62 4,67 4,69 | 4,58 3,17 7,30 6,00 3,92 3,86
Mo 4,32 0,95 0,75 0,45 | 0,90 0,38 0,39 | 0,78 0,36 0,81 0,49 0,45 1,82
Ag 0,026 0,010 | 0,020 0,006 | 0,028 0,007 0,008 | 0,029 0,291 0,030 | 0,042 0,154 0,160
Cd 1,01 0,81 0,49 0,52 | 0,37 0,35 0,35 | 0,89 0,48 1,66 0,68 0,38 0,38
Sn 0,12 0,16 0,21 0,29 | 0,54 0,19 0,20 | 0,09 0,25 0,24 | 0,34 1,45 1,37
Sb 0,031 0,022 | 0,019 0,017 | 0,026 0,010 0,011 | 0,012 0,029 0,046 | 0,030 0,019 0,019
Pb 1,437 1,323 | 2,095 1,881 | 5,758 1,229 1,259 | 0,825 2,870 2,264 | 3,169 6,675 6,819
Bi 0,026 0,024 | 0,038 0,018 | 0,021 0,008 0,010 | 0,011 0,027 0,013 | 0,027 0,110 0,115
U 0,162 0,134 | 0,088 0,083 | 0,127 0,044 0,047 | 0,129 0,104 0,147 | 0,105 0,094 0,092
Al 890 411 271 132 167 118 119 253 148 412 215 166 150
Ti 30,3 15,8 12,5 7,4 7,9 43 4,5 9,8 8,2 18,9 9,9 9,4 9,0
V 16,58 2,41 1,15 0,84 | 091 0,58 0,60 | 3,65 0,65 1,74 1,33 0,68 0,67
Cr 1,76 1,38 1,58 1,02 | 1,59 0,64 0,69 | 0,80 0,96 1,89 1,30 1,29 11,17
Mn 20,50 9,02 8,03 6,23 | 5,07 491 4,88 | 8,62 5,35 23,98 | 10,13 4,17 4,97
Fe 500 308 226 134 177 111 113 155 150 401 215 152 181
Co 1,12 0,83 0,42 0,52 | 0,30 0,32 0,34 | 0,58 0,22 0,91 0,54 0,27 0,29
Ni 2,05 2,15 1,37 0,92 | 1,28 0,74 0,86 | 1,41 0,81 1,75 1,25 0,97 6,85
Cu 10,39 4,85 6,46 570 | 8,84 6,65 7,31 | 4,90 9,63 19,17 | 60,29 81,08 81,71
Zn 102,3 128,5 | 162,9 123,6 | 126,8 104,4 109,1 | 100,4 87,5 127,5 | 164,1 164,5 165,6
Sr 45,8 55,4 60,6 340 | 32,8 28,7 29,6 | 51,1 32,2 63,3 22,6 55,5 55,2
Ba 5,62 1,95 1,95 1,22 | 1,20 0,86 0,87 | 1,38 1,43 3,13 0,84 1,59 1,57
As 36,43 28,06 | 25,38 20,93 | 14,93 22,20 23,18 | 23,97 14,15 25,96 | 28,52 15,59 16,83
Se 3,16 3,33 2,07 2,55 | 1,41 1,82 2,25 | 2,07 1,51 3,45 2,62 1,46 1,62
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