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1. Uvod
1.1. Mikroplastika

Industrijaplastike u svijetu, poCevsi od 50-ih godina 20. stolje¢a biljezi kontinuirani
rast proizvodnje Sto je dovelo i do njezinog znacCajnog nakupljanja u kopnenom,
slatkovodnom i morskom ekosustavu kao posljedica nepravilnog odlaganja otpada,
nedovoljnog gospodarenja otpadom i otpadnim vodama (Thompson i sur., 2004,
Barnes i sur., 2009; Jambeck i sur., 2015; Loéder i sur., 2015; Espinosa i sur., 2016).
Plastika je sintetiCki organski materijal koji se sastoji od dugolancanih polimera koji
su netopivi u vodi i nerazgradivi u prirodi. Jeftina je, lagana, izdrzljiva Sto ju Cini
najvise koristenim materijalom na Zemlji, aposljedica toga je i njezino poveéano
nakupljanje u kopnenim, slatkovodnim i morskim ekosustavima (Sharma, 2019).
Ulaskom plastike u ekosustave, raspada sena sve manje Cestice koje se nazivaju
mikoplastika. Mikroplastika se kategorizira prema veli€ini, broju, boji, morfologiji
(obliku) i polimernom identitetu Cestica (Renner, 2018) (Tablica 1.).Mikroplastika se
naj¢esce definira prema veli€ini, a dijeli se na ,veliku mikroplastiku“(1-5 mm) i ,malu
mikroplastiku“ (20 ym — 1 mm) (Andrady, 2011; Hanke i sur., 2013; Wang i sur.,
2017).

Postoje razni naCini na koje mikroplastika ulazi u okolis, a najceS¢i nacin je
razgradnja vecih Cestica plastike. Do formiranjamanijih Cestica plastike moze doéi na
razne nacine kao Sto su kemijska razgradnja, abrazija guma, sunevo zracCenje,
mehaniCke sile i mikrobno djelovanje 3to posljedicno dovodi do fragmentacije
primarnog plasti¢nog otpada u mikroplastiku (Boucher i Friot, 2017;Wilkinson i sur.,
2017; Silva i sur., 2018).



Tablica 1.Podjela mikroplastike u kategorije prema tipu, boji, veli€ini i polimernom

identitetu Cestica u istrazivanjima diljem svijeta pronadenim u SkoljkaSima i ribama.
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1.1.1. Primarna i sekundarna mikroplastika

Glavna podjela mikoplastike se temelji na tome jesu li Cestice izvorno proizvedene u
toj veli€ini ili se raspadaju u manje fragmente pod utjecajem razli€itih ¢imbenika,
primjerice utjecajem valova, ultraljubi¢astog zraCenja, sunca i slicno. Prema tome,

mikoplastika se dijeli na primarnu i sekundarnu mikroplastiku.

Primarni izvori ukljuCuju Cestice koje se proizvode u industriji za proizvodnju
proizvoda za Siroku potroSnju (kozmeticki proizvodi, sredstva za osobnu njegu, pilinzi
u gelovima za tusiranje, sredstva za €iS¢enje kupaonskih prostora), takoder mogu biti
generirana drugim raznim sredstvima: erozijom guma tijekom voZzZnje, abrazijom
sintetickih tekstila tijekom pranja rublja, premazi na brodovima i gradska prasina.

Cestice mikroplastike nastale iz primarnih izvora mogu biti razligitih veligina, a



najteS¢e su promjera manjeg od 5 mm. Sekundarna mikroplastika nastaje
usitnjavanjem vece plastike pod utjecajem fizikalnih, kemijskih i bioloSkih procesa ili
njihovih kombinacija koji smanjuju strukturni integritet Cestica (Piha Henna i sur.,
2011; De Witte i sur., 2014; Su i sur., 2016; Andrady, 2017; Auta i sur., 2017;
Boucher i Friot, 2017) (Slika 1.).
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Slika 1.Stvaranje sekundarne mikroplastike u morskom ekosustavu (preuzeto i
prilagodeno Wagner i Lambert, 2018).

Sekundarna mikroplastika Siroko je povezana s podrucjima visoke naseljenosti
ljudskom populacijom zbog Ceste uporabe i neprimjerenog odlaganja proizvoda od
plastike (Eerkes-Medrano i sur., 2015). U vodenom okoliSsu samo Cestice koje
pokazuju manju gustocu od vode, one koje plutaju, pod snaznim su utjecajem
ultraljubi€astog zraCenja i abrazije valova te su osjetljivije na fragmentaciju (Andrady,
2017). U morskom okoli8u izvor ulaska mikroplastike potjecCe i od ribolovnih alata koji
su Cesto namjerno baceni, izgubljeni ili napusteni u moru te pod utjecajem razli€itih
¢imbenika mogu biti fragmentirani i postati sekundarna mikroplastika (Lusher i sur.,
2017). Osim ribarstva, znatni unos mikroplastike u morski ekosustav mogu imati i
brodovi kojima se prevoze robe i usluge gdje mozZe doci do slu€ajnog izlijevanja

plastiCnih peleta u okoli§ (Auta i sur., 2017).



1.1.2. Mikroplastika u morskom okoliSu

Pojava mikoplastike u morskom i obalnom podrucju prvi puta je primijecena 1970- ih
godina, ali se tada jo$ nije koristio izraz mikroplastika (Sharma, 2019). Mikroplastika
je jedna od najbrojnijih plasti¢nih ostataka u morskim ekosustavima te bi s vremenom
moglo do¢i do njezinog povecanja zbog razgradnje veceg plastiChog otpada, koji se
na kraju pod utjecajem razli€itih fizikalnih i kemijskih ¢imbenika razgraduju na sve
manje Cestice mikroplastike (Cozar i sur., 2014; Law i Thompson, 2014). Zbog Siroke
primjene plastike i njezine postojanosti ucinila je mikroplastiku sveprisutnom u
morskoj vodi, sedimentima, organizmima, pa ¢ak i morskoj soli (Yang i sur., 2015).
Raspodijela Cestica mikroplastike u morskim ekosustavima djelomi¢no je odredena
gustocom polimera mikroplastike koji mogu plutati ili tonuti (Andrady, 2011). U
dosadasnjim istrazivanjima je takoder uo¢eno da Cestice mikroplastike mogu dospjeti
i na vece nadmorske dubine, gdje se zadrzavaju i tako mogu postati dostupne za
bentoske organizme (Nor i Obbard, 2014; Auta i sur., 2017). Kowalski i sur. (2016)
zabiljezili su proces obraStaja mikroorganizama i algi na Cesticama mikroplastike Sto
dovodi do ubrzanog tonjenja Cestica na morsko dno, a time mogu imati znatni utjecaj

i na organizme duz cijelog vodenog stupca.

1.1.3. Mikroplastika u morskim organizmima

Dosadas$nja istrazivanja pokazuju da je mikroplastika raSirena od obalnog podrucja
do najudaljenijin podmorskih podrucja (Hidalgo-Ruz i sur., 2012). Zbog svojih malih
dimenzija mikroplastika postaje dostupna Sirokom spektru morskih organizama, a
najcesci razlog tome je zamjena mikroplastike s hranom, $to dovodi do smanjenog
unosa Zzivih organizama i snizene razine energije koji moze utjecati na sam fitnes
jedinki (Courtene-Jones i sur., 2017; Sharma, 2019). Veliina Cestica takoder moze
imati utjecaja na proces hranjenja i gutanja kod razli€itih organizama. Vece Cestice
mikroplastike (1-5 mm) unijetée organizmi poput morskih kornjaca, morskih ptica i
riba, dok ¢e manje Cestice unositi manji beskraljeSnjaci i zooplankton (Cole i sur.,
2013; Lusher i sur., 2013; Lusher, 2015). Mnoga istraZivanja su dokazala unos
mikroplastike u organizme gutanjem od dna prehrambenog lanca gdje se nalazi
zooplankton, Euphausiacea (kril) i li¢inaCki stadiji mekuSaca, pa sve do

beskraljeSnjaka poput mnogocetinasa i SkoljkaSa, te kraljeSnjaci poput riba, morskih
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ptica i kitova (Hart, 1991; Graham i Thompson, 2009; Cole i sur., 2013; Codina-
Garcia i sur., 2013; Lee i sur., 2013;Van Cauwenberghe i Janssen, 2014; Romeo i
sur., 2015; Fossi i sur., 2016) (Slika 2.).
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Slika 2.Potencijalni putevi transportamikroplastike i njene bioloSke interakcije

(preuzeto i prilagodeno prema Wright i sur., 2013).

1.2. Utjecaj mikroplastike na morske organizme

Prilikom gutanja i ulaska mikroplastike u morske organizme moze doci do fizitkog
oStecenja ili kemijskog utjecaja na probavni sustav organizma. Takoder, novija
istraZivanja pokazuju potencijalni negativni ucinak mikroplastike kod riba prilikom
gutanja, gdje je u konacnici odlazi u jetru i mozZe do¢i do zacepljenja crijeva $to
posljedi€no dovodi do fiziCkih oSteéenja, ali i histopatolodkih promjena u crijevima i
modifikacije metabolizma lipida (Jovanovi¢, 2017). UneSene Cestice mikroplastike
mogu takoder utjecati na smanjenje sposobnosti hranjenja (Wright i sur., 2013),
stopu rasta (Besseling i sur., 2014), plodnost (Lee i sur., 2013; Sussarellu i sur.,
2016) i remecenja imunoloskog sustava (Von Moos i sur., 2012; Avio i sur., 2015)
kod mnogih vrsta.Mikroplastika moze ispustati plasticne aditive, ali i apsorbirati

organske oneciS¢ujuce tvari i teSke metale koji se mogu pronaci na povrsini Cestica u
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vecim koncentracijama od onih pronadenih u okolnom morskom ekosustavu te time
moZe predstavljati potencijalni rizik za okoli§ (Wright i sur., 2013; Bakir i sur., 2014,
Rochman i sur., 2014; Napper i sur., 2015; Brennecke i sur., 2016). Mnogi toksicni
ucinci mikroplastike uoCeni su kod morskih organizama kao Sto su morski jezevi,
Skoljkasi, rakovi i ribe (Farrell i Nelson, 2013; Kaposi i sur., 2014; Rochman i sur.,
2014). Osim toga mikroplastika se moze prenositi i akumulirati u tkivima organizama
koji se koriste u ljudskoj prehrani, te na taj nacin imati i potencijalni rizik za ljudsko
zdravlje putem procesa biomagnifikacije duz prehrambenog lanca (Rochman i sur.,
2013; Brennecke i sur., 2015; Rocha — Santos i Duarte, 2015). Takoder, treba uzeti u
obzir da se proizvodnja morskih organizama (riba i Skoljkasa) iz akvakulture
uglavhom izvodi u otvorenim sustavima, tj.u prirodnoj morskoj vodi (Van
Cauwenberghe i Janssen, 2014). Iz tog razloga vrlo je vazno razumijeti sudbinu i

ponasanje mikroplastike u okoliSu (Su i sur., 2016).

1.2.1. Utjecaj mikroplastike na skoljkase

Primarni rizik za okoli§ povezan s mikroplastikom je upravo njezina sumnjiva
bioraspoloZivost za morske organizme (Li i sur., 2016).0Organizmi koji se intenzivno
koriste u programima prac¢enja mora su Skoljkasi, posebice dagnje. Takoder su zbog
svog specificnog nacina hranjenja filtracijom izravno izlozeni mikroplastikom zbog
velike koli€ine vode koju mogui filtrirati (brzinom od 50 ml morske vode u minuti) i time
povecavaju svoju izlozenost bilo kakvim Stetnim materijalima (mikroplastika i
kemijske oneciScujuce tvari) koji su prisutni u okolnoj vodi (Famme i sur., 1986; Van

Cauwenberghe i Janssen, 2014).

1.2.1.1. Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819)
kao modelni organizam u istrazivanjima

Dagnje (Bivalvia: Mytiloidae) su jedan od najceS¢ih modelnih organizama (Slika
3.).Imaju Siroku geografsku rasprostranjenost, bentoski i filtratorski su organizmi,
(Cajaraville i sur., 2000; Brenner i sur., 2012; Cuevas i sur., 2015). S obzirom da
dagnje mogu tolerirati i akumulirati oneciScujuée tvari u svojim tkivima u veéim
koncentracijama u odnosu na one koje su prisutne u vodenom okoliu, smatraju se

vaznim i dobro prepoznatljivim vrstama u ekotoksikoloSkim istrazivanjimai
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procjenama zdravstvenog stanja morskog okolisa (Livinstone, 1991; Faggio i sur.,
2018). Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819) je naj¢eS¢a
bentonska vrsta koja se koristi za prouCavanje sudbine i toksi¢nih ucCinaka
mikroplastike u istrazivanjima (Browne i sur., 2008; von Moos i sur., 2012; Van
Cauwenberghe i Janssen, 2014; Avio i sur., 2015; Li i sur., 2015; Li i sur., 2016).

Slika 3.Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819).
(http://www.omare.pt/)

M. gallopovincialis moze akumulirati ¢estice mikroplastike u svom tkivu i vazan je
vektor prenoSenja mikroplastike u ljudski prehrambeni lanac (Li i sur,
2016).Filtriranjem dagnja M. gallopovincialis unosi i nakuplja mikroplastiku u
Skrgama, nakon €ega moze doci do nakupljanja u probavnom sustavu i hemolimfi
(De Witte i sur., 2014). U istraZivanju von Moos i sur. (2012) uoCeno je da nakon
izlaganja mikroplastikom Cestice zaostaju i na Skrgama. Lokalizacija takvih ¢estica u
odredenim tkivima i organima dagnje M. gallopovincialis ukazuju na sposobnost
mikroplastike da se akumulira na viSim trofickim razinama (De Witte i sur., 2014).
Dagnje imaju sposobnost prezivieti u zagadenom okoliSu usprkos c¢injenici da
onecCiS€ujuce tvari Cesto  preoptereCuju  normalnefizioloSke = mehanizme
biotransformacije ili detoksikacije u stanici (Moore, 1985; Ville i sur., 1992).

Prezivljavanje u takvim uvjetima dovodi do ozbiljnih promjena u strukturi stanica koje
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Cine probavni sustav mekusaca, a posebno dagnji (Moore, 1985; Cajaraville i sur.,
1989).U mnogim istrazivanjima primijeCeno je niz toksi¢nih ucinaka povezanih s
gutanjem mikroplastike u SkoljkaSima (Von Moos i sur., 2012; Avio i sur. 2015).
PrimijeCene su znacajne histoloske promjene u probavnim stanicama dagniji, snazni
upalni odgovori s stvaranjem granulocitoma i lizosomske destabilizacije koja se
povec¢ava s vremenom izlaganja (Von Moose i sur., 2012; Lusher i sur., 2019).U
istraZivanju Avio i sur. (2015) uoCene su promjene povezane s izlozenoS¢u dagniji
mikroplastikom gdje se javio niz promjena u imunoloSkom odgovoru, promjene u
stabilnosti  lizosoma, proliferaciju  peroksisoma, antioksidativnom sustavu,
neurotoksicni ucinci, pojava genostoksicnosti i promjene u profilu ekspresije gena
(Lusher i sur., 2019). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da mikroplastika itekako
moze imati Stetnih uCinaka na Skoljkase, a to su: histoloSke promjene, upalni
odgovor, destabilizacija lizosomalnih membrana, smanjenje aktivnosti filtriranja,
neurotoksi¢ni ucinci, promjene antioksidativnhog sustava, povecanje smrtnosti

hemocita, displazija, genotoksicnost i transkripcijski odgovor (Lusher i sur., 2019).

1.2.1.2.Probavna zlijezda dagnji, oneciScujuce tvari i mikroplastika

Probavna Zlijezda dagnji Cesto se koristi u procjeni utjecaja oneciScujucih tvari na
zdravlje dagnji (Faggio i sur., 2018). Probavna Zzlijezda ukljuCuje brojne epitelne
tubule koji se uglavhom sastoje od bazofilnih i probavnih stanica. Bazofilne stanice
imaju vaznu ulogu u proizvodnijii lu€enju enzima, dok su probavne stanice odgovorne
za unutarstani¢nu probavu, te se smatraju glavnim organelima za detoksifikaciju
toksi¢nih metala i organskih zagadivala (Domouhtsidou i Dimitriadis, 2001; Faggio i
sur., 2018). S obzirom da se odredeni ksenobiotici i teSki metali nakupljaju u ovom
tkivu, probavna Zlijezda dagnje obi¢no se Koristi za procjenu patoloSkih promjena u
dagnjama (Martins i sur., 2012; Faggio i sur., 2018). Novija istrazivanja pokazuju
znacCajnu osjetljivost dagnjina mikroplastiku koja se akumulira u njihovim tkivima i
cirkulacijskim sustavima (Farrell i Nelson, 2013; Faggio i sur., 2018). U istrazivanju
Setala i sur. (2016) uoCeno je znacajno vece nakupljanje mikroplastike u probavnom
sustavu u usporedbi sa Skrgama. Takoder, u istrazivanju Avio i sur. (2015) je
dokazano da je koncentracija ksenobiotika bila znatno vea u dagnjama
kontaminiranim s mikroplastikom u usporedbi s organizmima tretiranim samo s

ksenobioticima. Uspjedno uklanjanje Cestica mikroplastike uoCeno je nakon 3 danaod



depuracije, ali je takoder primijeceno da mikroplastika znac¢ajno utje€e na sposobnost
dagnji da uklone ksenobiotike (Van Cauwenberghe i Janssen, 2014; Faggio i sur.,
2018).

1.3. HistoloSke promjene u Skoljkasima pod utjecajem zagadivala

HistoloSka analiza tkiva u morskim organizmima jedna je od vrijednih alata za
procjenu Stetnih ucinaka na organizme uzrokovanih zagadenjem u procjenama
stanja okolisa (Carella i sur., 2015; Cuevas i sur., 2015). HistoloSki biomarkeri
izuzetno su vazni jer mogu pruziti izravne informacije o zdravstvenom stanju

organizma i populacija (Adams i Sonne, 2013; Cuevas i sur., 2015).

1.3.1. Histoloske promjene u probavnim Zlijezdama skoljkasa

HistoloSke analize otkrivaju razliCite degenerativne (vakuolizacija, atrofija),
destruktivne (nekroza, smanjenje epitelnog sloja) i upalne patoloSke promjene koje
sluze za procjenu morfoloSkog i funkcionalnog stanja probavnih Zlijezdi Skoljkasa
(Usheva i sur., 2006). Atrofija probavnih tubula manifestira se kao promjena u debljini
epitela i lumena probavnih tubula u probavnim Zlijezdama 3koljkasa te se smatra
jednim od histopatolo$kih promjena koja moze ukazivati na upalni odgovor u
probavnim Zlijezdama Skoljkasa (Rocha i sur., 2016). Povecéani broj atrofi¢nih tubula
u probavnim Zlijezdama dagnji dovodi do zatajenja funkcija probavnih Zlijezdi, medu
kojima su probava, metabolicka i homeostatska regulacija (npr. kalcija, pH hemolimfe
i regulacija volumena stanica) i imunoloSka obrana (Rocha i sur., 2016).Takoder,
nekoliko dosadasnjih studija opisalo je stanjivanje probavnog epitela kao odgovor na
stresor iz okoliSa (Moore i sur., 1978; Lowe i sur., 1981). Srednjadebljina probavnog
epitela (h) koristi se kao histoloski indeks stresa u okoliSu (Marigdbmez i sur.,1990;
Rocha i sur., 2016). Srednja debljina probavnog epitela koristi se kao indeks koji
predstavlja udio atroficnih tubula induciranih stresorima (Marigdbmez i sur.,1990).
Smanjenjem srednje debljine epitela i kruznosti (c) probavnih tubula dovodi do
gubitka njihovih funkcija (Rocha i sur., 2016). Metoda za izraCunavanje srednje
debljine probavnog epitela (h) temelji se na geometrijskoj transformaciji oblika
tubularnih presjeka u hipotetski trapez (Marigbmez i sur.,1990). PovrSina trapeza

odgovara povrsini epitela u presjeku, gdje dvije baze trapeza predstavljaju opseg



tubula (PO) i perimetar lumena (Pi) (Marigémez i sur.,1990; Rocha i sur., 2016; Slika
4)).

SKICATUBULA

R
S
R
r fie2(So—S)
Y R+P,

GEOMETRIJSKA TRANSFORMACIJA

Slika 4. Shematski prikaz postupka kojime se mijeri debljina epitela iz presjeka tubula
promatranim svjetlosnim mikroskopom (A); povec¢ana projekcija presjeka tubula
(povrsinu epitelnog sloja (S0) i podrucje lumena probavnih tubula (Si) (B); pravilni lik
dobiven iz povecane projekcije (gdje vrijednosti SO i Si odgovaraju onima na
prethodnoj slici, a vrijednost PO predstavlja opseg tubula i vrijednost Pi predstavlja
perimetar lumena (C); hipotetski trapez okarakteriziran istim mjerama kao na C slici
gdje vrijednost h predstavlja visinu trapeza i debljinu tubula (preuzeto i prilagodeno iz

rada Marigomez i sur.,1990).
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je:

1. utvrditi broj, oblik i veliCinu Cestica mikroplastike u probavnoj Zlijezdi dagnje M.
galloprovincialis sakupljenih na 6 postaja u sjevernom Jadranu (podrucja uz gradove

Pula, Rovinj i Kopar).

2. klasificirati Cestica mikroplastike u pojedine skupine na temelju grupiranja prema

dosadasnjim istrazivanjima

3. analizirati histomorfometrijske promjene i napraviti semikvantitativhu procjenu

atrofije mikrotubula probavne Zlijezde dagniji

4. usporediti 6 postaja u sjevernom Jadranu te procijeniti utjecaj mikroplastike na

dagnjuM. galloprovincialis
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3. Materijali i metode

3.1. Podrucje uzorkovanja

Uzorci dagnje (N=12), M. galloprovincialis Lamarck 1819, sakupljani su u veljaci i
travnju 2014. godine na Sest postaja u sjevernom Jadranu: ACI Marina Pula, otok
Katarina, ACI Marina Rovinj, Strunjan, Se€a i Kopar (Slika 5.). Postaja Katarina
nalazi se na zapadnoj obali istarskog poluotoka, te je udaljena 2 km zracne linije od
Rovinja. U blizini postaje Sv. Katarina nema izvora onecis¢enja, stoga se smatra
kontrolnom postajom u istrazivanju. Unutar urbaniziranog podruc¢ja Rovinja nalazi se
postaja Rovinj, mjesto koje je pod utjecajem vode porijeklom iz tvornice prerade ribe
Mirna, otpadnih voda iz kanalizacija i pristaniSta brodova. Postaja ACI marina Pula
nalazi se u neposrednoj blizini visoko urbaniziranog podrucja te je pod utjecajem luke
i brodogradilista u Puli koji ispustaju velike koli¢ine urbanih i industrijskih otpadnih
voda (Bihari i sur. 2004; Jaksi¢ i sur., 2005).

Postaja Strunjan je kontrolna postaja u Sloveniji koja se nalazi na uzgajalistu dagniji
(Rams8ak i sur., 2012). Postaja Se€a nalazi se u Piranskom zaljevu, takoder na
podrucju uzgajalista. Postaja Kopar nalazi se okruzena turistiCkim naseljima, te koja

je pod utjecajem industrijskih otpadnih voda i luke.
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Slika 5.Lokaliteti uzorkovanja dagnje Mytilus galloprovincialis u sjevernom Jadranu
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3.2. Izolacija i bojanje tkiva

Tkivo probavne Zlijezde isjeCeno je Skaricama.Polovice probavne Zlijezde naglo su
smrznute u N-heksanu, prethodno ohladenom u tekuéem duSiku. Tako obradeni

uzorci pohranjeni su na -80 °C, do pripreme histoloskih preparata.

Prije kriosekcije, uzorci su priévr§éeni za nosa¢ mikrotoma i uklopljeni u medij O.C.T.
TM (Microm Inc. GmbH, Germany) (Kovaci¢, 2015). Uzorci Zlijezdi smjeSteni su na
nosac kriotoma (Zeiss Hyrax C 50, Microm GmbH, Germany) prethodno ohladenim
na -30 °C. Za pojedini uzorak od pet Zlijjezda pripremljeni su preparati prereza
debljine 10um. Smrznuti popreéni prerezi probavnih Zlijezda naneSeni su na
predmetno stakalce zagrijano na sobnu temperaturu. Preparati su bojani otopinom
hematoksilina i eozina (Sigma-Aldrich, USA) pri sobnoj temperaturi.Nakon bojanja,

preparati su uklopljeni u glicerol Zelatinu (Sigma — Aldrich, USA).
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3.3. Analiza mikroplastike

Dobiveni presjeci probavnih Zlijezdi dagnji Mytillus gallopovincialis analizirali su se
pretraznim elektronskim mikroskopom SEM FEI FEG250QUANTA / OXFORD EDS
PENTAFET, te svjetlosnim mikroskopom uz pomo¢ polarizatora (Zeiss AXIO m2M).

Snimljene su fotografije kanalica u probavnoj Zlijezdi dagnji svjetlosnim mikroskopom
(Zeiss AXIO m2M) pod poveéanjem 200X. Podaci o broju i obliku €estica procijenili
su se obradom fotografija u programu Image J. Na temelju dobivenih podataka
Cestice mikroplastike klasificirane su prema boji, obliku i veli€ini u skupine na temelju

istraZivanja Ding i sur. (2019) i Van Cauwenberghe i Janssen (2014).

3.4. HistoloSke analize probavne Zlijezde

HistoloSka analiza probavnih Zlijezdi dagnje Mytilus gallopovincialisprovedena je na
temelju dobivenih fotografija snimljenih pomocu svjetlosnog mikroskopa (Zeiss AXIO
m2M) uvecanja 200X. lzvrSena su mjerenja histomorfometrije probavnih kanali¢a i
semikvantitativna analiza probavnih kanalica (Rocha i sur., 2016).HistoloSka
analizaprobavne Zlijezde provedena je na fotografijama snimljenim na uveéanju 200X
(30 tubuliéa po organizmu, na 5 probavnih Zlijezdi po svakoj postaji) te su slike

analizirane pomoc¢u programa za obradu slika ImageJ.

3.4.1. Semikvantitativna analiza probavnih kanalica dagnje

IzvrSena je semikvantitativna procjena atrofije kanalica probavne Zlijezde dagnje
prema radu (Rocha i sur., 2016). Udio svake vrste probavnih tubuli¢éa po Zivotiniji
analiziran je vizualno iz snimljenih fotografija, gdje su svrstani u tri razlicita tipa (tip 1-
faza zadrzavanja, tip 2- apsorpcijska faza, tip 3- raspadajuéa ili atroficka faza)
(Rocha i sur., 2016).

3.4.2. Morfometrijske analize probavnih kanalica dagnje

Provedena je histomorfometrijska analiza modifikacije probavnih tubulica u
probavnim Zlijezdama dagnje Mytilus gallopovincialis.Status probavnih tubuli¢a

analiziran je s obzirom na povrSinu epitelnog sloja (S0), podrucje lumena probavnih
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tubula (Si), opseg tubula (P0O), perimetar lumena (Pi), srednje vrijednosti debljine
epitela (h) [h = 2(S0 — Si)/P0 + Pi] i kruznosti (c) [c = 47 (S0 /Po?)] (Rocha i sur.,
2016).

3.5. Statisticka analiza

Ukupan broj Cestica mikroplastike i promijene na tkivima izraCunate su kao srednja
vrijednost i standardna devijacija u Microsoft Excel 2016. Statisticka obrada rezultata
izvrSena je u program Statistica 9.0. StatistiCka razlika u lokalitetima i vremenu
uzorkovanja izracunata je pomocu dvosmjerne analize varijance (Two - wayANOVA),
a statisticka razlika izmedu pojedinog dva uzorka izraCunata je post hoch Tuckey
HSD testom.
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4. Rezultati

4.1. Analiza mikroplastike

Cestice mikroplastike analizirane svjetlosnim mikroskopom pomoéu polarizatora
(Slika 6.) pretraznim elektronskim mikroskopom (Slika 7.) prikazane su na
fotografijama. Na temelju prethodnih istraZzivanja Ding i sur. (2019) i Van
Cauwenberghe i Janssen (2014) Cestice mikroplastike svrstane su u kategorije na
temelju veliCine, boje i oblika pronadenih u dagnjama Mytilus gallopovincialis na Sest
istrazivanih postaja u veljaci i travnju 2014. godine. Prilikom svrstavanja Cestica
mikroplastike u kategorije zanemarene su Cestice manje od 4 um. Vece Cestice koje
nisu bile uklopliene u sam prerez tkiva takoder su bile iskljuCene iz brojanja tesu

definirane kao kontaminacija (Slika 6. |).

Slika 6. Reprezentativni primjeri mikroplastike pronadeni u uzorcima dagnji Mytilus
galloprovincialisna postajama u sjevernom Jadranu snimljenim svjetlosnim

mikroskopom pomocu polarizatora. A), B) i C) film; D) i E) pelet; F)filament (Avio i
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sur. 2015); H) i G) sfere; 1) vlakna (kontaminacija) povecanje 200X, veli€ina scale bar
10 uym.

Odabrane Cestice mikroplastike dodatno su snimljene elektronskim mikroskopom
(Slika 7.).1z sastava Cestica utvrdeno je da se radi o Cesticama mikroplastike zbog
velikog udjela ugljikovih i kisikovih atoma (Slika 7. a i b). Cestica sastava veéeg

udjela kisikovih i silicijevih atoma identificirana je kao mineralna Cestica (Slika 7. c).

Slika 7. a) i b) Reprezentativni primjeri mikroplastike pronadeni u uzorcima dagnji

Mytilus galloprovincialis na postajama u sjevernom Jadranu snimljenim elektronskim
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mikroskopom i c¢) primjer Cestice koja prema sastavu ne odgovara cestici

mikroplastike. Fotografije i sastav tvari analiziran je na SEM EDS mikroskopom.

4.1.1. Broj Cestica mikroplastika

Ukupan broj identificiranih Cestica mikroplastike u dagnjama M. gallopovincialis
prikazan je na slici (Slika 8.). NajveCi broj Cestica mikroplastike u probavnim
Zlijezdama dagnji pronaden je u dagnjama uzorkovanima na postaji Rovinj, a
najmanji broj Cestica mikroplastike pronaden je u probavnim Zlijezdama dagniji

uzorkovanih na postaji Katarina (Slika 8.).
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Slika 8. Prikaz broja Cestica mikroplastike (srednja vrijednost + standardna devijacija)
u probavnoj Zlijezdi dagnje (N=24 po mjestu uzorkovanja) uzorkovanih na postajama

u sjevernom Jadranu u veljadi i travnju 2014. godine.
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4.1.2. Podjela mikroplastike prema boji

Pronadene cCestice mikroplastike u dagnjama M. gallopovincialisna Sest razli€itih
postaja u veljaci i travnju 2014.godine klasificirane su u osam kategorija prema boji, a
to su Zzuta, zelena, prozirna, roza, plava, ljubiCasta, naranCasta i bijela.
Najzastupljenije Cestice pronadene u dagnjama su bijele boje, a najmanje
zastupljene su bile Cestice Zute boje u veljacii travnju 2014.godine (Slika 9. i Slika
10.). U veljaci 2014.godinenajviSe (91%) Cestica bijele boje mikroplastike pronadeno
je na postaji Se€a, a najmanje (48%) na postaji Pula (Slika 9.). Druge po
zastupljenosti Cestice mikroplastike u veljaCi 2014.godinesu narancCaste i prozirne.
NajviSe Cestica bijele boje pronadeno je u probavnim Zlijezdama dagnji na postaji
Katarina (88%), a hajmanje na postaji Se€a (61%) u travnju 2014. godine (Slika 10.).
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Slika 9.Podjela Cestica mikroplastike prema boji pronadenih u uzorcima probavnih
Zlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u veljaCi 2014.godine na

postajama u sjevernom Jadranu.
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Slika 10.Podjela Cestica mikroplastike prema boji pronadenih u uzorcima probavnih
Zlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u travnju 2014.godine na

postajama u sjevernom Jadranu.

4.1.3. Podjela mikroplastike prema obliku

Na temelju prethodnih istraZivanja (Van Cauwenberghe i Janssen, 2014; Avio i sur.
2015; Ding i sur. 2019; Ehlers i sur. 2019) Cestice mikroplastike klasificirane su u
Cetiri kategorije sfere, film, pelet i filament s obzirom na tip Cestica (Van
Cauwenberghe i Janssen, 2014; Avio i sur. 2015; Ding i sur. 2019; Ehlers i sur.
2019). U veljaci i travnju 2014.godine najceSc¢a Cestica mikroplastike prema obliku je
film, a zatim sfere (Slika 11. i Slika 12.). NajviSe zastupljenih Cestica mikroplastike
prema obliku film u veljaCi 2014.godine je na postajama Strunjan (83%) i Kopar
(76%), a najmanja zastupljenost na postaji Pula (42%) i Rovinj (43%) (Slika 11.).U
travnju 2014.godine najzastupljenije Cestice mikroplastike po obliku bile su film i
sfere, a najmanje zastupljene pelet (Slika 12.). NajviSe Cestica mikroplastike prema
obliku film pronadeno je u probavnim Zlijezdama dagnje M.gallopovincialisna
postajama Kopar (78%), Se€a (77%) i Katarina (71%) u dagnjama uzorkovanih u
travnju 2018. godine (Slika 12.). Druge po obliku Cestice mikroplastike bile su sfere,
te su najbrojnije pronadene u probavnim Zlijezdama dagnji M. gallopovincialis na
postaji Rovinj (57%)(Slika 12.). Najmanja zastupljenost filmaje na postaji Rovinj
(38%), a sferana postaji Kopar (12%)(Slika 12.).
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Slika 11.Podjela Cestica mikroplastike prema obliku pronadenih u uzorcima probavnih

Zlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u velja¢i 2014.godine na

postajama u sjevernom Jadranu.
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Slika 12.Podjela Cestica mikroplastike prema obliku pronadenih u uzorcima probavnih

Zlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u travnju 2014.godine na

postajama u sjevernom Jadranu.
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4.1.4. Podjela mikroplastike prema veli€ini

Na temelju istrazivanja Van Cauwenberghe i Janssen (2014) pronadene Cestice
mikroplastike u probavnim Zlijezdama dagnji Mytilus gallopovincialis svrstane su u
pet klasifikacijskih kategorija: 5-10 ym, 11-15 pym, 16-20 um, 21-25 ym i vece od 25
pm. NajviSe Cestica pronadenih u probavnim Zlijezdama dagnje M. gallopovincialis u
veljaCi 2014.godine pripada kategoriji 5-10 ym, dok najmanje pronadenih Cestica
mikroplastike pripada kategoriji 21-25 ym (Slika 13.). Najvece Cestice svrstane u
kategoriju veée od 25 pm pronadene u probavnim Zlijezdama dagnji M.
galloprovincialisnajzastupljenije su na postaji Strunjan u veljaci (27%) i u travnju (25
%) 2014. godine (Slika 13. i Slika 14.). Najmanje Cestice mikroplastike svrstane u
prvu kategoriju 5-10 pym najbrojnije su na postajama Seca (74%), Katarina (59 %) i
Rovinj (52%) u veljaci 2014. godine (Slika 13.). Najzastupljenije Cestice mikroplastike
pronadene u probavnim Zlijezdama dagnji M. gallopovincialis uzorkovanih u travnju
2014.godine uvrstene su u kategoriju 5-10 ym, a najmanje zastupljene su Cestice
mikroplastike svrstavane u kategoriju 21-25 um (Slika 14.). NajviSe Cestica u
kategoriji 5-10 ym pronadeno je u probavnim Zlijezdama dagnji M. gallopovincialisna
postaji Katarina (93%), a najmanje na postaji Se¢a (20%) (Slika 14.).
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Katarina Seca Strunjan Rovinj Pula Kopar

Mjesto uzorkovanja
Slika 13.Podjela Cestica mikroplastike prema veli€ini u uzorcima probavnih Zlijezdi

dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u veljaCi 2014.godine na postajama u

sjevernom Jadranu.
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Slika 14.Podjela Cestica mikroplastike prema veli€ini pronadenih u uzorcima
probavnih Zlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis uzorkovanih u travnju 2014.godine

na postajama u sjevernom Jadranu.

4.2. Atrofija kanali¢a probavne Zlijezde dagnje

Prema radu Rocha i sur. (2016) izvrS8ena je procjena atrofije kanalica probavne
Zlijezde dagnje Mytilus gallopovincialis. Normalna fazna aktivnost probavne Zlijezde
zabiljezena je kod dagnji M. gallopovincialis uzorkovanih u velja¢i 2014.godine na
postaji Katarina koja se smatra kontrolnom postajom u ovom istrazivanju (Slika 15.A i
Slika 16.). Lokalitet i vrijeme uzorkovanja najviSe utjeCu na dobivene vrijednosti
atrofije tubula (Tablica 2.) u dagnji, te se postaje prema navedenom parametru
statisticki razlikuju. Kontrolna postaja Sv. Katarina statistiCki se znacajno razlikuje
prema svim tipovima stanja atrofije mikrotubula u odnosu na ostale postaje (p< 0.05,
Tablica 3.). Udio probavnih tubula u fazi zadrzavanja (Tip 1) u probavnim Zlijezdama
dagnji M. gallopovincialis na postaji Katarina iznosi vise od 90% (Slika 16.). Najveci
udio probavnih tubula u atrofi¢noj fazi (tubuli s velikim lumenom i stanjenim epitelom,
Tip 3) pokazuju dagnje uzorkovane u velja€i 2014.godine na postaji Rovinj koji iznosi
manje od 5% (Slika 16. B, Tablica 3.).
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Slika 15.Probavni kanali¢i probavnih Zlijezdi uzorkovanih u veljaci 2014.godinedagniji
Mytilus gallopovincialis na postaji Katarina (A) i Rovinj (B). Fotografije su snimljene

povecanjem 200x sasvjetlosnim mikroskopom (Zeiss AXIO m2M).
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Slika 16. Semikvantitativna analiza probavnih Zlijezdi dagnji uzorkovanih u veljaci

2014.na postajama u sjevernom Jadranu.

Tablica 2. Statisticka analiza perimetra tubula (Po) kod dagnje Mytilus
galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci 2014, (p*
<0,05; p**<0,001).

SS df MS F p
Vrijeme uzorkovanja 150,86 2 75,43 4,13
Lokalitet*Vrijeme 4226,33 10 422,63 23,17 *

25



Tablica 3. p rijednosti Tukey HSD testa za semikvantitaivhu analizu probavnih tubula
kod dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim u velja¢i 2014. na postajama u

sjevernom Jadranu (p* <0,05; p**<0,001).

Postaja Katarina | Se€a Strunjan | Rovinj Pula Kopar
ITip o {  { O  { E [E  ( T N O |
Katarina | * * * * * * * * * * * * * * * * *

T * * * *

”I * * * * * ** *
Seca I ol IR I

Il *

1] *
Strunjan I * *

Il * *

1] *
Rovinj I * * *

Il *

”I * * * * *
Pula I *

Il

1]
Kopar I

Il

Normalna fazna aktivhost probavne Zlijezde =zabiljezena je kod dagnji M.
gallopovincialis uzorkovanih u travnju 2014.godine na postaji (Slika 17.). Udio
probavnih tubula u fazi zadrzavanja (Tip 1) u probavnim Zlijezdama dagnje M.
gallopovincialis na postaji Katarina iznosi vise od 90% (Slika 17.). Najvec¢i udio
probavnih tubula u atrofi¢noj fazi (Tip 3) pronaden je u dagnjama uzorkovanihu
travnju 2014.godine na postaji Rovinj koji iznosi manje od 5% (Slika 17.). Uzorkovane
dagnje na postaji Se€a u velja¢i 2014. godine imaju udio probavnih tubula u fazi
zadrzavanja (Tip 1) manji od 55%, dok je u travnju 2014. godine udio probavnih

tubula u fazi zadrzavanja vise od 80% (Slika 16. i 17.). Postaje Katarina i SeCa
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statistiCki se znac€ajno razlikuju prema svim tipovima tubula semikvantitativne analize
u odnosu na ostale postaje (p<0.05, Tablica 5.). Lokalitet i vrijeme uzorkovanja utjeCu
na dobivene vrijednosti atrofije tubula (Tablica 4.) u dagnjama, te se postaje prema

navedenom parametru statistiCki razlikuju.
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Slika 17. Semikvantitativna analiza probavne Zlijezde dagnji M. gallopovincialis

uzorkovanih u travnju 2014.na postajama u sjevernom Jadranu.

Tablica 4. Statisticka analiza perimetra tubula (Po) kod dagnje Mytilus
galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u travnju 2014
(p*<0,001).

SS df MS F p
Vrijeme uzorkovanja 716,87 2,00 358,43 24,42
Lokalitet*Vrijeme 5986,33 10,00 598,63 40,79 *
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Tablica 5. p vrijednosti Tukey HSD testa za semikvantitativnu analizu probavnih
tubula kod dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim u travnju 2014. na postajama

u sjevernom Jadranu (p* <0,05; p**<0,001).

Postaja/Tip Katarina | Seca Strunjan | Rovinj Pula Kopar
1 L 1 O L R 1V O L B ([ N [ I 1]

Katarina | * * * * * | % * * * * | % * * | x| %

T * * | K* * * | * *

1] * * | kK * * | % | x| *
Secda | * | % * | x| * * * * | * | * * | x | *

[l * * * | * *

1] * * * | * *
Strunjan I * | x| x | x | x| * *

1 * | * | % "

1] * *
Rovinj | * * | * *

[l * * *

1] * | x| x| * | *
Pula | *

[l *

1] *
Kopar | * | % | % | *

[l *

4.3. Promijene u morfometriji probavnih kanali¢a dagnje

Izmjereni histomorfometrijski parametri u probavnoj Zlijezdi dagnje M. gallopovincialis
sakupljenih na Sest razliCitih postaja prikazani su na slikama (Slika 18. — 23.). Dagnje
M. gallopovincialis na postaji Katarina pokazivale su sliCne histomorfometrijske
promjene kao i ostale postaje, jedino su se znacajno mijenjale vrijednosti za epitelno
podrucje (So), lumen tubula (Si) i srednju brzinu Sirenja tubula (h) (Slika 20.- 22.,
Tablica 9., 11. i 13.).Lokalitet i vrijeme uzorkovanja znacajno utjeCu na dobivene

vrijednosti za epitelno podrucje (So), lumen tubula (Si) i srednju brzinu Sirenja tubula
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(h) (Tablica 8., 10. i 12.), dok za vrijednosti perimetar tubula (Po) i perimetar lumena

(Pi) nema statisticki znacajne razlike (Tablica6i7.).

Po
6x10* - - .
veljata mtravanj
5x10*
4x10° w
g I |
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o
o
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D T T
Katarina Seca Strunjan Rovinj Pula Kopar
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Slika 18. Perimetar tubula (Po) (srednja vrijednost + standardna devijacija) kod
dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u

veljaci i travnju 2014.

Tablica 6. Statisticka analiza perimetra tubula (Po) kod dagnje Mytilus
galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju
2014.

SS df MS F p
Lokalitet 1,27 5 2,55 1,35 0,23
Vrijeme uzorkovanja 1,97 1 1,97 0,10 0,74
Lokalitet*Vrijeme 4,45 5 8,91 0,47 0,79
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Slika 19. Perimetar lumena (Pi) (srednja vrijednost + standardna devijacija) kod

dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u

veljaci i travnju 2014.

Tablica 7. StatistiCka analiza perimetra

tubula

(Po) kod dagnje Mytilus

galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju

2014.

SS df MS F P
Lokalitet 1,15 5 2317159 | 1,55 0,16
Vrijeme uzorkovanja 1,07 1 1075428 | 0,72 0,39
Lokalitet*Vrijeme 2,34 5 469079 0,31 0,90
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Slika 20. Epitelno podruc¢je (So) probavnog tubula(srednja vrijednost + standardna
devijacija) kod dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u

sjevernom Jadranu u veljaci i travnju 2014.

Tablica 8. Statisticka analiza perimetra tubula (Po) kod dagnje Mytilus
galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju
2014 (p*<0,001).

SS df MS F p
Lokalitet 2,78 5 5,56 3,20
Vrijeme uzorkovanja 3,71 1 3,71 213,72 *
Lokalitet*Vrijeme 7,28 5 1,45 8,37 *
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Tablica 9. Tukey HSD test za epitelno podrucje (So) probavnog tubula kod dagnje

Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu: Strunjan
(St), Seca (Se), Kopar (Ko), Katarina (Ka), Pula (Pu) i Rovinj (Ro) u veljaCi (2.) i

travnju (4.) 2014 godine (p *<0,001; p**<0,05).

St4

Se 2

Se4

Ko 2

Ko 4

Ka 2?2

Ka

Ro

Ro

Pu 2

Pu4

St2

**

St4

**

*%*

Se?2

*%*

Se 4

Ko 2

Ko 4

*%*

Ka 2

Ka 4

*%*

Ro 2

Ro 4

Pu 2
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Slika 21. Lumen (Si) tubula (srednja vrijednost + standardna devijacija) kod dagnje
Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljadi i
travnju 2014

Tablica 10. StatistiCka analiza lumena (Si) tubula kod dagnje Mytilus galloprovincialis
uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju 2014 (p *<0,001;
p**<0,05).

SS df MS F p
Lokalitet 6057672 5 1211534 | 13,81
Vrijeme uzorkovanja 304405 1 304405 3,47 *x
Lokalitet*Vrijeme 815708 5 163142 1,85 0,09
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Tablica 11.p vrijednost Tukey HSD testa za lumen tubula (Si) probavnog tubula kod
dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu:
Strunjan (St), Se€a (Se), Kopar (Ko), Katarina (Ka), Pula (Pu) i Rovinj (Ro) u veljaci
(2.) i travnju (4.) 2014 godine (p *<0,001; p**<0,05).

St4 |[Se2|Sed | Ko2 | Ko4|Ka2| Ka |Ro Ro Pu2|Pu4

4 2 4

St2 o *

St4 *

Se 2 * *

Se 4 *

Ko 2 * *

Ko 4 * *

Ka 2 * *

Ka 4 * *

Ro 2 *

Ro 4 * *

Pu 2
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Lokalitet i vrijeme uzorkovanja utjecali su na dobivene vrijednosti srednje Sirine
epitela tubula (Slika 22.,Tablica 12.) u dagnjama, dok na vrijednosti cirkularnosti
nemaju utjecaja (Slika 23., Tablica 13.). Srednja Sirina epitela tubula (h) izraunatog
pomocu ostalih histomorfometrijskih vrijednosti statistiCki se znacajno razlikuje
izmedu postaja Strunjan (St2) i Rovinj (Ro4), SeCa (Se4) s Koprom (Ko4) i Pula
(Pu2), Kopar (Ko2) i Katarina (Ka4), Kopar (Ko4) i Pula (Pu4), Katarina u veljadi i
travnju i Pula u veljaci i travnju (p< 0.05, Tablica 13.).
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Slika 22. Srednja Sirina epitela tubula (h) (srednja vrijednost + standardna devijacija)
kod dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu

u veljaci i travnju 2014.
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Tablica 12. StatistiCka analiza lumena (Si) tubula kod dagnje Mytilus galloprovincialis

uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju 2014 (p *<0,001).

SS df MS F p
Lokalitet 7980 5 1596 5,59
Vrijeme uzorkovanja 22427 1 22427 78,53 *
Lokalitet*Vrijeme 5745 5 1149 4,02 *

Tablica 13.p vrijednost Tukey HSD testa za epitel tubula (h) probavnog tubula kod

dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu:
Strunjan (St), Seca (Se), Kopar (Ko), Katarina (Ka), Pula (Pu) i Rovinj (Ro) u veljaci
(2.) i travnju (4.) 2014 godine (p *<0,001; p**<0,05).

St4

Se 2

Se 4

Ko 2

Ko 4

Ka 2

Ka
4

Ro

Ro

Pu 2

Pu 4

St2

*

*%*

St4

Se 2

Se4

*%*

Ko 2

**

Ko 4

**

Ka 2

*%*

Ka 4

Ro 2

Ro 4

Pu 2

**

36




veljaa mtravanj
1,8 -

1,6 -
~1,4 -

pm

=1,2 -

U

0,8 - T [
O 06 -

04 -

02 -

0 . . . . .

Katarina  Sefa  Strunjan  Rovinj Pula Kopar

ircularity

Mjesto uzorkovanja

Slika 23. Cirkularnost epitela tubula (c) (srednja vrijednost + standardna devijacija)
kod dagnje Mytilus galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu

u veljaci i travnju 2014.

Tablica 14. Statisticka analiza cirkularnosti epitela tubula (c) kod dagnje Mytilus
galloprovincialis uzorkovanim na postajama u sjevernom Jadranu u veljaci i travnju
2014.

SS df MS F p
Lokalitet 11,64 5 2,32 1,19 0,30
Vrijeme uzorkovanja 7,32 1 7,32 3,75 0,06
Lokalitet*Vrijeme 5,25 5 1,05 0,53 0,74
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5. Rasprava

U ovom radu istrazivao se broj, oblik i veliCina €estica mikroplastike pronadenih u
probavnim Zlijezdama dagnji Mytilus galloprovincilis uzorkovanih na postajama
Katarina, Strunjan, Sec€a, Pula, Kopar i Rovinj, te njihov utjecaj na probavnu Zlijezdu

uzorkovanih dagniji.

Najveci broj identificiranih ¢estica mikroplastike pronaden je u probavnim Zlijezdama
dagnji M. gallopovincialisna postaji Rovinj, a najmanje na kontrolnim postajama
Katarina i Strunjan. U prethodnimistraZivanjima broj Cestica mikroplastike izrazen je
po teZini cijelog tkiva dagniji (Li i sur., 2016; Digka i sur., 2018), a u ovom diplomskom
radu po probavnoj Zlijezdi Sto ukazuje na razlike u rezultatima. Ovim istraZivanjem
smo utvrdili da su Cestice mikroplastike pronadene u uzorcima dagnjina svim
postajama, kao i na podrucju uzgajalista. Neka od dosadas$njih istrazivanja pokazala
su da Skoljkasi na uzgajalistima sadrze viSe mikroplastike nego divlje dagnje iz toga
razloga $to se uzgajaju na plasti¢nim linijjama (De Witte i sur., 2014), dok je rezultat
ovog istrazivanja bio suprotan gdje je veci broj Cestica mikroplastike pronaden u

dagnjama u podrucjima luka s pove¢anom ljudskom aktivnosti.

Sama kontaminacija u ovom istrazivanju je bila smanjena na minimum iz tog razloga
Sto su se koristili presjeci probavnih Zlijezdi koji su kasnije bili uklopljeni u glicerol
Zelatinu te je kontaminacija bila vidljiva pod svjetlosnim mikroskopom jer nije bila
uklopljena u samo tkivo vec¢ je bila vidljiva na stakalcu (Slika 6.). Najzastupljenije
Cestice mikroplastike u pronadene u probavnim Zlijezdama uzokovanih dagnji bile su
bijele boje, a najmanje zastupljene su bile Cestice Zute boje.Bogatstvo bijelih Cestica
mikroplastike u morski okoli§ dospijeva iz plastike koja se koristi za pakiranje, u
ribolovnim linijama, odjeci, proizvodima za osobnu njegu (Cole i sur., 2014). Takoder,
istrazivanje Cole (2014) potvrduje da enzimatska aktivhost nema utjecaja na
izbjeljivanje plastike Sto ima minimalni utjecaj na identifikaciju Cestica mikroplastike
prema boji. NajviSe bijelih Eestica mikroplastike u veljaci 2014.godine pronadeno je u
uzorcima dagnji na postaji Se€a, dok je u travnju 2014. godine na toj postaji
pronadeno najmanje bijelih Cestica u uzorcima (Slika 9. i Slika 10.).U ovom
istraZzivanju dominantne Cestice mikroplastike prema obliku bile su film, a najmanje

zastuplijene Ccestice mikroplastike bile su peletne cestice. Medutim, rezultati
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istrazivanja De Witte (2014), Li (2016) i Reguera (2019) na SkoljkaSima pokazuju veci
postotak vlakana u odnosu na film, vjerojatno iz razloga Sto nisu istrazivali Cestice
mikroplastike u presjecima tkiva, pa su stoga Cestice bile i veCih veliina. Takvi
rezultati mogu ukazivati na povezati s razli€itim izvorima i strategijama gospodarenja
otpadom (Rochman i sur., 2015; Digka i sur., 2018). Povecani broj film Cestica
mikroplastike moZe biti povezan s obalnim podrucjima s izuzetno velikom turistiCkom
i rekreacijskom aktivno$¢u gdje dolazi do velikog unosa plastike u morski okolis (npr.
plastiCne vrecice, plastitne boce, plastiCne ¢ase) koji se kasnije lome na manje
Cestice film i fragment (Digka i sur., 2018). Takoder, u dosadasnjim istrazivanjima se
predlaze da je razlog unosa Cestica mikroplastike zbog slicnosti s plijenom (Wright i
sur., 2013), a neka istraZivanja ukazuju na to da nema povezanosti oblika Cestica
mikroplastike s plijenom (Li i sur., 2016). Uz film Cestice, najbrojnija skupina prema
obliku bile su sfere koje mogu ukazivati na plastichno zagadenje povezano s
kozmetiCkim proizvodima, pastama za zube i proizvodima za CiS¢enje (Gallagher i
sur., 2015). Sferne Cestice su dovoljno male da prolaze kroz uredaje za
proCiS€avanje otpadnih voda $to moze objasniti i njihova povecana koncentracija u
probavnim Zlijezdama uzorkovanih dagnji (Andrady, 2011).Najzastupljenije Cestice
mikroplastike bile su ubrojane u kategoriju 5-10 um, a najmanje zastupliene u
kategoriji 21-25 ym. Ovakav rezultat ukazuje na to da Skoljkasi prvenstveno unose
manje Cestice mikroplastike zbog svog nacina hranjenja — filtracijom (Li i sur., 2016;
Digka i sur., 2018).Rezultati dosadasnjih istrazivanja su dokazali da se velika
koncentracija mikroplastike moZe nakupljati u probavnoj Zlijezdi Skoljkasa, te da
moZe uzrokovati degenerativhe i destruktivne promjene u probavni Zlijezdama
Skoljkasa (Paul-Pont i sur., 2016; Setala i sur., 2016; Faggi i sur., 2018). Rezultati su
pokazali da mikoplastika moze utjecati na atrofiju probavnih tubula i promjene u
morfometriji probavnih kanali¢a (stanjivanje probavnog epitela) u probavnim
Zlijezdama dagnji M. galloprovincialis (Slika 16.).Najvec¢i udio atrofiranih tubuli¢a
uoceno je u probavnim Zlijezdama dagnji M. gallopovincialis uzorkovanih na postaji
Rovinj, $to moze potvrditi i najveci broj identificiranih Cestica na toj postaji (Slika 8. i
Slika 16.). Veliki udio atrofi¢nih tubula pokazali su i rezultati istraZzivanja Rocha
(2016)gdje se pratio utjecaj kadmija, te su rezultati pokazali povec¢ani udio atrofiranih
tubuli¢a kao i na istraZivanoj postaji Rovinj u ovom radu. Ovi rezultati mogu ukazivati
na to da mikroplastika takoder moze imati znatni utjecaj na histologiju probavne
Zlijezde dagnje Sto moze biti povezano i s prisutnoScu Stetnih plasticnih aditiva, ali i
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organskih onecisScujucih tvari i teSkih metala koji se apsorbiraju na povrsini Cestica
mikroplastike (Bakar i sur., 2014; Rochman i sur., 2014; Napper i sur., 2015; Slika 16.
i Prilog 1.). Rezultati takoder pokazuju da mikroplastika ima najveéi utjecaj na srednju
brzinu Sirenja tubula, ali ne i na kruznost (Slika 21. i Slika 22.). Prethodna istraZivanja
pokazuju utjecaj teSkih metala (npr. kadmij) na smanjenje brzine Sirenja tubula
(Marigbmez i sur., 1990; Rocha i sur., 2016), te se temeljem ovog istraZivanja takav

uCinak moze potvrditi da uzrokuje i mikroplastika (Slika 22.).

Pra¢enje mikroplastike u okoliSu zahtjeva veliku pozornost u buduc¢im pracenjima
stanja ekosustava Jadranskog mora, pa i Sire.Osobito je vazno ispitivati Cestice

mikroplastike u organizmima koji se koriste za prehranu ljudi.
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6. ZakljuCak

1. Cestice mikroplastike pronadene su u probavnim Zljezdama dagnji Mytilus
gallopovincialisna svih Sest ispitivanih postaja u sjevernom Jadranu.

2. Broj identificirnih Cestica mikroplastike povezana je s ljudskom aktivhoséu Sto
potvrduje povecani broj Cestica mikroplastike na postaji Rovin;.

3. Boja i oblik Cestica mikroplastike takoder je povezana s neadekvatnim
gospodarenjem otpadom i vrstom ljudske aktivnosti uz obalna podrucja.

4. Cestice mikroplastike utjeéu na promjene u histologiji probavne Zlijezde dagnje
M. gallopovincialis.

5. Atrofija probavnih tubula i smanjenje debljine probavnih kanaliCa moze se
koristiti kao koristan alat za praéenje utjecaja mikroplastike na promjene u
histologiji probavnih Zlijezdi dagniji.

6. Prisutstvo Cestica mikroplastike u dagnjama M. gallopovincialis potvrduje da

se dagnje mogu koristiti kao pokazatelj utjecajamikroplastike.
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8. Prilog
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Prilog 1. Tipovi probavnih tubula (%) u dagnjama M. gallopovincialis iz kontrole C,
izlozeni CdTe QD (QD) i otoplienom Cd (Cd) tijekom 14 dana. Probavni tubuli
klasificirani su u tip | (tip 1- faza zadrzavanja, tip 2- apsorpcijska faza, tip 3-
raspadajuca ili atroficka faza) (preuzeto iz rada Rocha i sur., 2016).
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9. Zivotopis

Rodena sam 19.0zujka 1996. godine u PoZegi. Osnovnu $kolu zavr$ila sam u OS
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Prediplomski studij Znanosti o moru upisala sam na Sveucilistu ,Jurja Dobrile“u Puli
2015. godine. Na preddiplosmkom studiju sudjelovala sam na raznim
manifestacijama poput Festivala znanosti i Europske noci istrazivaca te sam radila na
inventarizaciji zooloSke zbirke u Centru za istraivanje mora u Rovinju. Preddiplomski
studij Znanosti o moru zavrSila sam 2018.godine s temom ,Odredivanje stabilnosti
lizosomalnih membrana u probavnim Zlijezdama dagnji Mytilus gallopovincialis
Lamarck, 1819. uzorkovanih u sjevernom Jadranu“pod mentorstvom doc. dr. sc. Ines
Kovacic. Iste te godine 2018. upisala sam diplomski studij na Prirodoslovno -

matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, smjer Ekologija i zastita prirode.
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