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1. UvOD

Intenzivna urbanizacija i industrijalizacija dovode do promjena prirodne ravnoteze u
svim, pa i u vodenim ekosistemima. Zbog toga se velika paznja mora posvetiti pracenju stanja
i promjena ekosistema kako bi se negativne posledice Covjekovog djelovanja maksimalno
ublazile.

Akvaticni ekosistemi su konstantno izloZeni multistres uslovima, jer na njih simultano
djeluju razliCiti tipovi pritisaka, od globalnih promjena preko hidro-morfoloskih izmjena
vodenih tijela do zagadenja porijeklom iz koncentrisanih i1 rasutih izvora. Zagadenje
akvati¢nih ekosistema je u konstantnom porastu na svjetskom nivou, §to iziskuje uvodenje
kontrolnih strategija i stalan monitoring ksenobiotika (Faggio i sar., 2018).

Efikasnost upravljackih mjera u cilju zaStite ili unapredenja statusa akvati¢nih
ekosistema zavisi u velikoj mjeri od pouzdane procjene rizika i precizne identifikacije kljucnih
pritisaka, §to u multistres uslovima nije jednostavno. U ovakvim uslovima, zagadenje dodatno
ugrozava ekosistemski integritet, ali i ekosistemske usluge sto moze da dovede i do znacajnih
ekosistemskih troskova koji u velikoj mjeri zavise od brzine donoSenja upravljackih odluka 1
preduzetih mjera za otklanjanje zagadenja i posledica na nivou ekosistema (Altenburger i sar.,
2015). Iskustva u svijetu pokazuju da bilo kakvo odlaganje pravovremenog djelovanja u cilju
sprijeCavanja zagadenja, drasticno povecava uticaj na Zivotnu sredinu, ali 1 direktne troSkove
zbog gubitka ekosistemskih usluga kao i sanacije (Brack i sar., 2015). Iz tog razloga je
unapredenje metoda i alata za rano upozorenje na havarijska i akcidentna zagadenja od
velikog znacaja (Bae i Park, 2014).

Regulatorno uslovljeni monitoring programi, posebno operativni, nadzorni 1 istrazni
monitoring prema odredbama Okvirne direktive o vodama (WFD, 2000/60/EC) imaju za cilj
procjenu hemijskog i ekoloskog statusa/potencijala vodenih tijela, ukljuCujuci i vode obalnog
mora, retrospektivnu procjenu rizika i1 procjenu uspjeSnosti mjera za ocuvanje/dostizanje
dobrog statusa voda. Medutim, dugogodisnja iskustva pokazuju da ocjene statusa na osnovu
ova dva kljucna kriterijuma nijesu saglasne, pa je tesko ustanoviti jasne uzrocno — posledi¢ne
veze izmedu zagadenja hazardnim supstancama i promjena na nivou akvati¢nih Zivotnih
zajednica. Uclestalost uzorkovanja i analiza je takva da ovi programi ne mogu pruZiti

blagovremene informacije o iznenadnom, havarijskom ili akcidentnom zagadenju, a posebno



ne daju informacije o negativnim bioloSkim efektima koji mogu biti posledica ovakvih
situacija. Jedna od mogucénosti za prevazilazenje ovog problema je primjena bioanalitickih
metoda i biomarkera — biomonitoring, kao spone izmedu hemijskog i ekoloskog monitoringa
(Altenburger i sar., 2019; Brack i sar., 2019).

Biomarkeri kao rani pokazatelji prisustva i/ili efekta hemijskog stresa mogu u realnom
vremenu ukazati na akcidentne situacije, doprinijeti u identifikaciji prioritetnih lokacija i
pokazati izloZenost biote odredenim klasama ksenobiotika ili njihovim smjeSama u zivotnoj
sredini, sa efektima uofenim na viSim nivoima bioloSke organizacije. Kontinuirani
biomonitoring u realnom vremenu moze sprijeCiti nekontrolisano ispusStanje nedovoljno
preciSc¢enih efluenata u vodoprijemnike ¢ime se $titi integritet prirodnih ekosistema, zdravlje
ljudi 1 zivotinja, kao 1 privredno vazni resursi (akvakultura, poljoprivreda, turizam, itd.). U
mnogim studijama je pokazano da su fizioloski biomarkeri/odgovori poput sréanog ritma i
stepena otvorenosti/zatvorenosti ljuStura dobri biomarkeri zagadenja (Kuznetsova i
Kholodkevich, 2015).

Kao ceste vrste koje se koriste u biomonitoringu morskih ekosistema se izdvajaju
Skoljke iz roda Mytilus, mediteranska dagnja — Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 i
plava dagnja — Mytilus edulis Linnaeus, 1758 (Dailianis, 2011; Capillo i sar., 2018). Dagnje su
filtracioni organizmi koji zauzimaju vaznu kariku u lancu ishrane. Sesilne su vrste, uzgajaju se
Sirom svijeta 1 koriste u ljudskoj ishrani. Takode, imaju sposobnost akumulacije ksenobiotika
u svojim tkivima u veéim koncentracijama u odnosu na koncentracije u spoljasnjoj sredini
(Torre 1 sar., 2013), Sto ih zajedno sa prethodnim osobinama svrstava u jako dobre
bioindikatore stanja morskog ekosistema (Torre i sar., 2013; Savorelli i sar., 2017).

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je optimizacija sistema za biomonitoring
zasnovanog na fizioloskim biomarkerima kod mediteranske dagnje (Mytilus galloprovincialis
Lamarck, 1819) sa ciljem moguce implementacije u kontinuiranim monitoring programima u
realnom vremenu, kao i u periodiénom monitoringu stanja Zivotne sredine, primarno morskog
ekosistema.

U Crnoj Gori se do sada sprovodio isklju¢ivo ekoloSki monitoring morskog ekosistema
koji je bio baziran na fizi¢ko-hemijskim parametrima (osnovni parametri kvaliteta vode i

specifini ksenobiotici) 1 bioloskim elementima kvalitetata (struktura 1 sastav tipi¢nih Zivotnih



zajednica). Monitoring fizioloSkih biomarkera bi predstavljao vezu izmedu hemijskog i
bioloskog monitoringa i omogucio bi potpuniji i stalni (svakodnevni) uvid u stanje kvaliteta
morskog ekosistema, posebno stepena hemijskog stresa. Jasna je stoga potreba za dodatnim
kompleksnijim istrazivanjima i to ne samo iz istrazivackog interesa, ve¢ i u funkciji regulative
1 potencijalnih promjena u programskim rijeSenjima. Da bi se implementirao neki oblik
biomonitoringa zasnovanog na prac¢enju fizioloskih biomarkera in situ/ex situ neophodno je
testirati cijeli sistem i procijeniti njegovu pouzdanost, primjenjivost i robusnost u odnosu na
prirodna variranja ekoloskih faktora. Najrelevantniji biomonitoring se sprovodi primjenom
autohtonih vrsta. Zato je posebno vazno detaljno prouciti odabrani bioindikatorski organizam,
Sto je u ovom slucaju mediteranska dagnja. Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj disertaciji
mogle bi se dati preporuke o primjeni mediteranske dagnje u biomonitoring sistemima koji su

bazirani na pracenju fizioloskih biomarkera.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Monitoring

Termin monitoring podrazumijeva pracenje stanja Zzivotne sredine u cilju njenog
ocuvanja i sprijeCavanja Stetnih efekata ksenobiotika na cjelokupni Zivi svijet. Prema definiciji
UNEP-a monitoring predstavlja svako ponovljeno mjerenje, sa definisanom svrhom, jednog ili
vise hemijskih i/ili bioloskih parametara prema unaprijed odredenom rasporedu u prostoru 1
vremenu, koriste¢i metode koje su uporedive i standardizovane (Despotovi¢, 2013). Danas se
u Evropi sprovodi monitoring prema Okvirnoj direktivi o vodama (WFD, 2000/60/EC), a to
zna¢i nadzorni, operativni i istrazivacki monitoring sa ciljem utvrdivanja hemijskog i
ekoloskog statusa. Ciljevi nadzornog monitoringa povrSinskih voda su dobijanje informacija
vezanih za: dopunjavanje i validiranje procedure procjene uticaja u skladu sa Aneksom I,
efikasnu i efektivnu izradu buducih programa monitoringa, procjenu dugoro¢nih promjena
prirodnih uslova i procjenu dugoro¢nih promjena kao posledicu rasprostranjenih antropogenih
aktivnosti. Ciljevi operativnog monitoringa povrsinskih voda su: ustanoviti status onih tijela koja
su identifikovana kao riziéna u smislu nemogucnosti ispunjenja zadatih okolisnih ciljeva i
procjeniti svaku promjenu statusa ovih tijela kao rezultat programa myjera. Istrazivacki
monitoring se moze zahtijevati u slede¢im specijalnim slucajevima: kada je razlog bilo koje vrste
prekoracenja (okolisnih ciljeva) nepoznat, kada nadzorni monitoring pokazuje da ciljevi zadati
Clanom 4 za vodna tijela vjerovatno neée biti postignuti a operativni monitoring jo$ uvijek nije
ustanovljen, u cilju utvrdivanja razloga zbog kojih vodno tijelo ili vodna tijela ne ispunjavaju
okolisne ciljeve i da bi se utvrdila veli¢ina i uticaji slucajnih/incidentnih zagadenja (Office for
Official Publications of the European Communities, 2003a).

Okvirnom direktivom o vodama je uspostavljen novi pristup u politici voda, okvir za
upravljanje kopnenim povrsinskim vodama, podzemnim vodama, prelaznim i obalnim vodama
u cilju sprijeCavanja i smanjenja zagadivanja, promovisanja odrzivog kori§¢enja voda, zastite
vodenih ekosistema, unapredenja stanja akvati¢nih ekosistema i rijeSavanja problema nastalih
usled poplava i susa. Okvirna direktiva o vodama pokriva oblasti svih postojecih direktiva i
daje cjelovit okvir “kiSobran” za integralno upravljanje vodama.

Elementi kvaliteta za priobalne vode prema Okvirnoj direktivi su: bioloski,

hidromorfoloski, fizicko-hemijski, posebni sinteti¢ki zagadivaci 1 posebni nesinteticki
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zagadivaci (Slika 2.1). U bioloske elemente kvaliteta spadaju: monitoring beski¢menjaka
(diverzitet, biomasa, osjetljive taksonomske grupe); angiosperma (diverzitet, abundanca,
osjetljive taksonomske grupe, distribucija u zavisnosti od dubine); makroalgi (diverzitet,
abundanca, osjetljive taksonomske grupe, distribucija u zavisnosti od dubine) i fitoplanktona
(diverzitet, biomasa, sastav zajednica). U hidromorfoloske elemente kvaliteta spadaju: rezim
plime i osjeke; pravac dominantnih struja; priliv slatke vode, izlozenost talasima, kretanje
vodene mase (vjetar), topografija, struktura i supstrat dna, struktura meduplimne zone. U
fizicko-hemijske elemente kvaliteta spadaju: temperatura, salinitet, rastvorenost kiseonika,
nutrijenti, transparentnost. U posebne sinteticke i1 nesinteticke zagadivace spadaju sve

supstance koje se nalaze kao prioritetne u okviru ove Direktive.

ABUNDANCA . R
. . PRAVAC DOMINANTNIH STRUTA
DIVERITET -, BESKICAENIACT FLIMA T -

DEJETLITVI TAKSONT OSTEEA
ABUNDANCA,

OSTETLIIVI TAKSONT ANGIOSFERD
DUBINEEA DISTRIBUCIIA

ABUNDANCA
OGIETLIIVI TAKSONI -\»':,,.‘nLUCRI}AL B
DUBINSKA DISTRIBUCIIA -7
ABUNDANCA
SASTAV

DIVERIITET
BIOAMASA

. PRILIV SLATETH VODA

VARIJACITA DUBINE - TOPDGRAFIIA
MORFOLOSET USLOVY) STRUKTURA I SUPSTRAT DNA
STEUETURA INTERTIDALNE
IONE

HIDROMORFOLOSKI

BIOLOSEI

ELEMENTI EVALITETA - ] TERMALKI USLOVI
FRIOBALKE VODE

TEMFERATURA

OESIDACIIA

SPECTFICNI SINTETICET LAGABIVACT

FIICEQ-HEMIISET

SPECTFICNT RESINTETICEI ZAGABIVACT

TRANIPARENTNOST

Slika 2.1. Selekcija elemenata kvaliteta za priobalne vode (Preuzeto iz: Office for Official Publications of the

European Communities, 2003a)
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Svaki od navedenih elemenata kvaliteta odreduje kona¢ni ekoloski status voda. Na slici

sve kategorije vodenih tijela.

2.2 je dat Sematski prikaz veze izmedu elemenata kvaliteta i1 klasifikacije ekoloskog statusa za

DA LI SUBIOLOSKI DALI
ELEMENTI KVALITETA U DA DA LI FIZICKO- DA |HIDROMORFOLOSKI
SKLADU S ey ] FE1ISET ELEMENTL FLEMENTI KVALITETA
REFERENTNIM EVALITETA | e IMAJU VISOK )
USLOVIMA? IMATU VISOK STATUS? STATUS?
NE NE
. DA LI FIIICKO-HEMIISET
DA LI BIOLOSEIL DA FLEMENTI KVALITETA: &
ELEMENTI KVALITETA q DEIGUFAVAIU FUNECIONISANIE
ODSTUPAJU MALO OD FEOSISTEMA; b 3U U SELADT 34
. EEOLOSKIM STANDARDOAL
REFERENTNIH USLOVA? EVALITETA 24 SEECIFICNE
POLUTANTE?
NE
NE
KLASIFIKACTIA DA T
ODSTUPANTA BIOLOSKTH DALIJE N UMJIEREN
ELEMENATAKVALITETA * ODSTUFANITE *‘ FKOL Dﬁlﬂ
U ODNOSTUNA TMJERENO? STATUS
REEFERENTNE USLOVE .
VECA
DALIIE DA SLAB
ODSTUPANJE m—fpe.  EKOLOSKI
VELIKO? STATUS

VECA

Da VISOK
e  TEKOLOSKI
STATUS

Slika 2.2. Veza izmedu bioloskih, fizi¢ko-hemijskih i hidromorfoloskih elemenata kvaliteta u klasifikaciji

ekoloskog statusa vodenih tijela (Preuzeto iz: Office for Official Publications of the European Communities,
2003b)
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2.2. Bioindikatori

Bioindikatori su organizmi koji su osjetljivi na promjene uslova spoljasnje sredine,
taénije svojim prisustvom, abundancom, fiziologijom 1 ponaSanjem mogu ukazivati na
postojanje stresora, odnosno ukazivati da je doslo do promjene nekog ekoloskog faktora ili
grupe ekoloskih faktora datog stanista (Martin i Caughtrey, 1982; Gerhardt, 2002). Po Allaby
(1992) vrsta indikator je ona koja ima usku amplitudu (variranja) u odnosu na jedan ili viSe
ekoloskih faktora. Bioindikatorske vrste su vrste koje prirodno naseljavaju ekosistem u okviru
kojeg se vrsi biomonitoring i razlikuju se od model vrsta koje se koriste u toksikoloSkim
testovima i istrazivanjima (Nikinmaa, 2014). Idealni bioindikatori bi trebali da zadovolje
sledece kriterijume (cit. Boskovi¢, 2018):

e da su Siroko rasprostranjeni, jednostavni za uzorkovanje, da imaju dug zivotni vijek,
veliku abundancu ili veli¢inu tijela, da su laki za laboratorijsko gajenje (Zhou i sar.,

2008);

e da direktno ukazuju na uzrok promjene u ekosistemu, a ne samo na njeno postojanje

(Herricks i Schaeffer, 1985);

e da obezbjeduju kontinuiranu procjenu stresova Sirokog opsega i razli¢itog inteziteta

(Noss, 1990; Woodley, 1993; Gibbs i sar., 1999);

e da su ekonomicni 1 isplativi, prakti¢ni, kao i da mjerenja mogu lako i precizno da
1zvrSe sve osobe koje su ukljucene u monitoring (Kriesel, 1984; Davis, 1989; di Castri

i sar., 1992).

Vrste roda Mytilus su se kao bioindikatori morskog ekosistema pocele intenzivno
koristiti od 1975. godine kada je u SAD zapoéeo program pod nazivom “Mussel Watch”
(Goldberg, 1975; Goldberg i sar., 1978). Vrste roda Mytilus se danas Sirom svijeta koriste u
biomonitoringu morskog ekosistema, a mediteranska i plava dagnja su dominantne vrste
(Bakhmet i sar., 2012; 2019; Mitri¢ i sar., 2012; Martinovi¢ i sar., 2016; Balbi i sar., 2017,
Redmond i sar., 2017).

BioloSka svojstva dagnji su ih nametnula kao izvrsne indikatorske organizme u

pracenju stanja morskog ekosistema (Gosling, 1992 — cit. Ravli¢, 2014):
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Geografski Siroko rasprostranjenje i dominantnost u obalnim zajednicama uti¢u na to
da se ne javljaju problemi u prikupljanju uzoraka i uporedivanju podataka razli¢itih
istrazivanja;

Dagnje su sedentarni organizmi, zbog Cega su kao integrator hemijskog zagadenja u
datoj sredini bolji izbor od pokretnih vrsta;

Dagnje su relativno otporne na Siroki raspon spoljasnjih uslova/faktora, ukljucujuci
umjereno povecane nivoa mnogih ksenobiotika;

Zbog nacina ishrane, kontinuiranog filtriranja morske vode, u tkivima dagnji se
akumuliraju ksenobiotici iz morske vode;

Mjerenje koncentracije ksenobiotika u tkivima dagnji omogucuje procjenu bioloske
dostupnosti, $to nije moguce dobiti iz mjerenja koncentracije ksenobiotika samo u vodi
i/ili sedimentu;

U poredenju sa ribama i rakovima enzimski sistemi odgovorni za metabolizam
ksenobiotika kod dagnji se odlikuju niskim nivoom aktivnosti. Stoga, koncentracija
ksenobiotika u tkivima dagnji preciznije pokazuje opseg zagadenja morskog
ekosistema;

Populacije dagnji su relativno stabilne, ¢ime se osigurava prikupljanje podataka za
studije kratkoro¢nih i dugoro¢nih promjena nivoa zagadenja;

Dagnje se lako mogu prenijeti i odrzavati u kavezima, ili u zoni plime i osjeke, ili na
odredenoj dubini (pri€vrS¢ene na sidriSta) gdje zbog manjka supstrata za
pri¢vri¢ivanje, populacije dagnji nijesu u mogucnosti prirodno rasti;

Dagnje imaju komercijalnu vaznost (kao visoko-kvalitetna hrana) pa je mjerenje

hemijskog zagadenja od velikog interesa za ljudske populacije.

2.3. Biomarkeri

Biomarker u najSirem smislu predstavlja svako mjerenje koje reflektuje interakciju

izmedu bioloSkog sistema i potencijalne opasnosti, koja moze biti hemijskog, fizickog ili

bioloskog tipa (WHO, 1993 — cit. Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015). Prema definiciji Peakall-a

(1994 — cit. Teodorovi¢ i KaiSarevi¢, 2015) biomarker je svaka promjena u bioloskom

odgovoru (od molekularnog, preko ¢elijskog i fizioloskog, do promjena u ponasanju), koja
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moze biti povezana sa izlozenoS¢u hemikalijama prisutnim u sredini ili njihovim toksi¢nim

efektom. Biomarkeri se mogu podjeliti u tri grupe (WHO, 1993 — cit. Teodorovi¢ i KaiSarevic,

2015):

Biomarkeri izlaganja obuhvataju detektovanje egzogene supstance ili njenih
metabolita ili produkata nastalih u interakciji ksenobiotika sa ciljnim molekulom i
¢elijom unutar organizma. Biomarkeri izlozenosti mogu da se koriste za potvrdu ili
procjenu izlozenosti jedinke ili populacije odredenoj supstanci, obezbjedujuci vezu
izmedu spoljas$nje izlozenosti i unutrasnjeg mjerenja. Bioakumulacija odredenih
ksenobiotika u zivotinjskim tkivima spada u biomarkere izloZenosti.

Biomarkeri efekta ukljucuju mjerenje biohemijskih, fizioloskih ili drugih promjena
unutar tkiva ili tjelesnih te¢nosti koje se mogu povezati sa moguéim ili postojeéim
bolestima ili naruSenim zdravljem. Biomarkeri efekta imaju upotrebu u potvrdivanju
preklinickih promjena ili razlicitih efekata na zdravlje na osnovu izlozenosti i
apsorpcije hemijskih supstanci.

Biomarkeri osjetljivosti ukazuju na urodene ili steGene sposobnosti organizma da
odgovori na izlozenost specificnim ksenobioticima, ukljucujuéi geneticke faktore 1
promjene u receptorima koji mijenjaju osjetljivost organizma na tu izloZenost.
Biomarkeri osjetljivosti pomazu u rasvijetljavanju variranja stepena odgovora na

izloZenost zagadivacima kod razlicitih jedinki.

Klju¢na funkcija biomarkera je da obezbijede rani upozoravajuéi signal znacajnih

bioloskih efekata u vidu odgovora, koji se prvo desSava na subéelijskom nivou (molekularnom,

biohemijskom 1 fizioloSkom), nakon cega slijede promjene na viSim nivoima bioloske

organizacije (Lam, 2009). Prema Viarengo i sar. (2007) set biomarkera ¢ija analiza bi pruzila

potpune informacije o efektima hemijskog stresa na razli¢itim nivoima i na osnovu kojih bi se

rangirao stepen odgovora organizma na hemijski stres obuhvata:

biomarkere koji su osjetljivi na stres na molekularnom i ¢elijskom nivou (da mogu

brzo da se aktiviraju i da daju rane upozoravajuce signale efekata ksenobiotika);

14



e biomarkere koji procjenjuju nivo oSte¢enja na nivou tkiva, a koje je nastalo dejstvom
ksenobiotika;

e biomarkere koji procjenjuju efekte ksenobitika na nivou organizma, dajuéi podatke o
potencijalnom kapacitetu prezivljavanja, kao i reproduktivnoj sposobnosti. Ovi
biomarkeri su esencijalni za procjenjivanje efekta ksenobiotika na pojedinacne jedinke,

kao 1 moguce promjene na nivou populacije.

U biomonitoring studijama u kojima se kao model organizmi koriste ribe, predloZeni
su biomarkeri koji imaju najveéi znacaj za dobijanje podataka o kvalitetu zivotne sredine (van
der Oost i sar., 2003). Tu spadaju: enzimi biotransformacije ksenobiotika, produkti
biotransformacije ksenobiotika, parametri oksidativnog stresa, proteini stresa, hematotoksicni
parametri, imunoloSki parametri, reproduktivni i endokrinoloski parametri, neurotoksic¢ni
parametri, genotoksikoloski parametri, fizioloski i morfoloski parametri.

Vecina ovih biomarkera se moze analizirati i u tkivima mekusSaca i koristititi u procjeni
kvaliteta zivotne sredine §to je pokazano u brojnim studijama (Wilbrink i sar., 1991; Grundy i
sar., 1996; Dauberschmidt i sar., 1997; Goldberg i Bertine, 2000; Dyrynda i sar., 2000; Hoarau
1 sar., 2006; Park 1 sar., 2009; Despotovi¢, 2013; Agata i sar., 2014; Turja 1 sar., 2014; Faria 1
sar., 2014; Martinovic i sar., 2015; 2016; Vidal-Lifi&n i sar., 2016; Beyer i sar., 2017; Faggio i
sar., 2018; Peri¢ 1 Buri¢, 2019).

Skoljke, primarno dagnje iz roda Mytilus se danas intenzivno koriste u biomonitoring
studijama kako bi se ispitao uticaj razli¢itih organskih i neorganskih ksenobiotika. Dailianis
(2011) daje pregled najznacajnijih biomarkera kod vrsta roda Mytilus koji se koriste u
biomonitoring studijama za procjenu stanja morskog ekosistema: stabilnost membrane
lizozoma, akumulacija neutralnih lipida u lizozomima, katalaza (eng. catalase — CAT),
superoksid dismutaza (eng. superoxide dismutase — SOD), glutation S-transferaza, (eng.
glutathione S-transferase — GST), proliferacija peroksizoma, acetilholinesteraza (eng.
acetylcholinesterase — AChE), metalotionein, oSte¢enje DNK. Medutim, mora se naglasiti da
se u poslednjih desetak godina upotrebljava i sve veci broj drugih biomarkera poput: CYP
enzima (Zhang J. i sar., 2019), stres proteina (eng. heat shock proteins — HSP) (Xu K. i sar.,
2018), aminolevulinske kisele dehidrataze (eng. aminolevulinic acid dehydratase — ALAD)
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(Company i sar., 2011), otvorenost ljustura (eng. valve gape — VG) (Comeau i sar., 2018) i
sréani ritam (eng. heart rate — HR) (Hagger i sar., 2010; Martinovi¢ i sar., 2016; Turja i sar.,
2014). Skrge, digestivna Zlijezda i hemolimfa su prepoznati kao idealna tkiva/organi za
analizu razlicitih biomarkera kod dagnji iz razloga Sto su u stalnom kontaktu sa vodenim
medijumom 1 “centri” su svih metabolickih procesa koji se odvijaju u organizmu. Pregled
biomarkera kod vrsta roda Mytilus koji se koriste u biomonitoringu morskog ekosistema su
dati u tabeli 2.1.

Medu najcesce pracenim biomarkerima kod dagnji se izdvajaju enzimi antioksidativne
zaStite: SOD, CAT, glutation peroksidaza (eng. glutathione peroxidase — GPx), lipidna
peroksidacija (eng. lipid peroxidation — LPO). Osnovna uloga ovih enzima je odbrana
organizma od reaktivnih vrsta kiseonika koje nastaju usled izloZenosti ksenobioticima poput
teSkih metala, mikroplastike, nafte, pesticida, policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (eng.
polycyclic aromatic hydrocarbons — PAHS) (Beyer i sar., 2017; Counihan, 2018; Revel i sar.,
2019). Analiza navedenih biomarkera se uglavnom radi u digestivnoj zlijezdi i Skrgama dagnji
(Katalay i sar., 2016; Faggio i sar., 2018).

Biomarkeri genotoksic¢nosti, kao §to su kidanje lanca DNK i frekvencija
mikronukleusa se koriste za pracenje promjena na genetskom materijalu usled djelovanja
ksenobiotika. Detekcija kidanja lanca DNK se vr$i komet testom na gel elektroforezi i bazira
se na sposobnosti odvojenih — otkinutih djelova lanca DNK da se kre¢u ka anodi — suprotno od
negativno naelektrisanog ostatka molekula DNK, §to izgleda kao kometa koja ima glavu i rep,
na osnovu Cega 1 sam test nosi naziv ‘“commet assay”. Mikronukleusi se detektuju
mikronukleusnim testom koji je baziran na ucestalosti mikronukleusa. Mikronukleusi su
hromozomske strukture koje nastaju usled oStecenja i “lomova” hromozoma ili hromozoma
zaostalih u anafazi Celijske deobe i kao takvi se koriste kao kvantitativna mjera strukturnih i
numerickih aberacija hromozoma u ¢elijama (Brozovi¢, 2007). Kod vrsta roda Mytilus
upotreba biomarkera genotoksi¢nosti je nasla Siroku primjenu u monitoringu akvati¢nih
ekosistema (Agata i sar., 2014; Avio i sar., 2015; Martinovi¢ i sar., 2015; 2016; Capoluopo i
sar., 2016; Revel 1 sar., 2019). Medu glavnim ksenobioticima koji uzrokuju genotoksi¢ne
promjene se izdvajaju: benzo[a]piren (eng. benzo[a]pirene — B[a]P), tributil derivati

Cetvorovalentnog kalaja (eng. tributyltin — TBT), PAHs, teSki metali, nafta (Daillianis, 2011,
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Agata i sar., 2014; Martinovi¢ i sar., 2015; 2016). Biomarkeri genotoksi¢nosti se uglavnom
testiraju u hemocitama i Skrgama dagnji.

Integritet lizozoma je takode jedan od klju¢nih biomarkera kod vrsta roda Mytilus
(Hagger i sar., 2010; Agata i sar., 2014; Matozzo i sar., 2018). Integritet lizozoma spada u
grupu biomarkera koji se koriste za procjenu citotoksi¢nih/proliferativnih efekata ksenobiotika
(Teodorovi¢ 1 KaiSarevi¢, 2015). U ranijim studijama je ovaj biomarker pracen u ¢elijama
digestivne zlijezde kod dagnji, medutim u novijim istrazivanjima se koriste iskljucivo
hemocite dagnji zbog lakSeg uzorkovanja i lakSe metodologije (upotreba neutralcrveno testa)
(Beyer i sar., 2017). Neutralcrveno test se zasniva na sposobnosti vijabilnih ¢elija da usvoje
boju neutralcrveno u lizozome (Teodorovi¢ i1 KaiSarevi¢, 2015). Prema Daillianis (2011) 1
Martinovi¢ i sar. (2015; 2016) teski metali, azbest, PAHs, TBT, nafta i polihlorovani bifenili
(eng. polychlorinated bifenyles — PCBs) su ksenobiotici koji uti¢u na destabilizaciju lizozoma.

Enzimi biotransformacije ksenobiotika su takode grupa biomarkera koji nalaze Siroku
primjenu u monitoring studijama u kojima su uklju¢ene vrste roda Mytilus. Kao $to sam naziv
govori, radi se 0 enzimima koji ucestvuju u metabolizmu i detoksifikaciji ksenobiotika —
biotransformacija, a analize obuhvataju pracenje enzimske aktivnosti i genske ekspresije
(Teodorovi¢ 1 Kaisarevi¢, 2015). Biotransformacija podrazumijeva prevodenje ksenobiotika u
polarne metabolite koji su manje toksi¢ni 1 kao takvi se lakSe izbacuju iz organizma.
Metabolizam ksenobiotika se sastoji iz dvije faze, faza | i faza |1, koje se razlikuju po tipovima
reakcija i enzimima kojima su katalizovane (Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015). Kada su u pitanju
vrste roda Mytilus, najc¢es¢i biomarkeri iz ove grupe koji se koriste u monitorinzima su: CYP
enzimi 1 GST (Attig i sar., 2014; Agata i sar., 2014; Balbi 1 sar., 2017; Counihan, 2018; Peri¢ 1
Buri¢, 2019; Revel i sar., 2019). Genska ekspresija kao proces sinteze funcionalnog produkta
— proteina na osnovu genske informacije je takode u zadnjim godinama nasla Siroku primjenu
u biomonitoring studijama i koristi se kao adekvatan biomarker uticaja ksenobiotika. Tako se
npr. pS3 porodica gena namece kao dobar kandidat za koriS¢enje u biomonitoringu, pa su
brojna istrazivanja strukture i funkcije ove porodice gena kod razli¢itih vrsta mekuSaca
pokrenuta upravo sa ciljem razvoja gena porodice p53 kao biomarkera (Bari¢evi¢, 2015).
Banni 1 sar. (2009) su u razli¢itim tkivima kod mediteranske dagnje posmatrali uticaj

subletalne doze karcinogena B[a]P i nakon 24 h izlozenosti dozi od 75nM uocena je povecana
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ekspresija p53 gena u probavnoj zlijezdi i znacajno smanjenje ekspresije u hemocitima, dok u
Skrgama, plastu i miSi¢u promjene nijesu uocene. Zhang J. i sar. (2019) su kod vrste Mytilus
trossulus identifikovali dva nova CYP3A gena — McCYP3A-1 i McCYP3A-2. Rezultati
studije navedenih autora ukazuju da je povecana ekspresija ova dva gena rezultat dejstva
ksenobiotika kao $to su PAHs i teski metali.

Fizioloski biomarkeri su biomarkeri na viS§im nivoima odgovora i najcesée su
indikatori ireverzibilnih promjena (Teodorovi¢ 1 Kaisarevi¢, 2015). Najcesci biomarkeri iz ove
grupe koji se prate kod vrsta roda Mytilus su: kondicioni indeks, VG, HR, rast, prezivljavanje
na vazduhu (eng. stress on stress — SoS) i produkcija bisusnih niti (Hagger i sar., 2010; Ayad i
sar., 2011; Strogyloudi i sar., 2012; Bakhmet i sar., 2012; 2019; Martinovi¢ i sar., 2013a;
2013b; Balbi i sar., 2017; Redmond i sar., 2017; Lehtonen i sar., 2019). Ovi biomarkeri se
koriste za pracenje efekta stresa i promjena koje nastaju kako usled uticaja razli¢itih
ksenobiotika, tako i usled promjena ekoloSkih parametara (Krishnakumar i sar., 2018).
Kondicioni indeks je vazan parametar koji ukazuje na nutritivni kvalitet $koljki (Zupan i Sarié,
2014). Veliki je broj “formula” koje se koriste za preracunavanje kondicionog indeksa, koje
ukljucuju razlic¢ite parametre — suva masa tkiva, mokra masa tkiva, ukupna masa, duZina
ljusture (Irisarri i sar., 2014, Zupan i sar., 2014; Gvozdenovi¢ i sar., 2017). Kondicioni indeks
je biomarker ¢ija je sezonska fluktuacija kod dagnji pod velikim uticajem fizi¢ko-hemijskih i
bioloskih parametara vode (Gosling, 1992), a takode se moze mijenjati i zavisno od prisustva i
uticaja ksenobiotika. Mitri¢ 1 sar. (2012) za oblast Bokokotorskog zaliva navode nize
vrijednosti kondicionog indeksa kod vrste M. galloprovincialis sa zagadenih lokaliteta.
Takode, Turja i sar. (2014) kod vrste M. trossulus u oblasti Baltickog mora navode nize
vrijednosti kondicionog indeksa kod jedinki sa zagadenih lokaliteta. SoS se smatra jednim od
najbitnijih biomarkera koji se prate na nivou cijelog organizma (Viarengo i sar., 2007). Ovaj
biomarker je usvojen kao biomarker opsteg stresa od strane UNEP/RAMOGE (1999).
Generalno ovaj biomarker ima trend smanjenja — smanjeno vrijeme prezivljavanja na vazduhu
usled prisustva veéeg stresa (Dagnino i sar., 2007; Viarengo i sar., 2007). Balbi i sar. (2017)
ukazuju na sezonske promjene u vremenu prezivljavanja na vazduhu kod vrste M.
galloprovincialis i navode krace vrijeme prezivljavanja na vazduhu tokom zime u poredenju

sa ljetnjim periodom. Ove rezultate autori dovode u vezu sa mrijestom koji se javlja tokom
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hladnijeg perioda godine i snizenim vrijednostima kondicionog indeksa, Sto uti¢e da jedinke
budu slabe 1 pod stresom i da im je vrijeme prezivljavanja na vazduhu krace. Otvorenost
ljusture (VG) je fizioloski biomarker Skoljki koji pokazuje odredeni ritam u zavisnosti od
fizicko-hemijskih 1 bioloSkih parametara vode. Vrijeme trajanja otvorenosti ljusStura, kao i1
vrijeme tokom kojeg su ljusture zatvorene mogu biti pokazatelji prisustva ksenobiotika. U
normalnim uslovima, dagnje otvaraju svoje ljusture da bi filtrirale vodu i uzimale kiseonik. U
takvim uslovima dagnje drze ljusture maksimalno otvorene sa periodima kratkih zatvaranja —
adukcije (Kramer i Foekema, 2001). Ukoliko vecina ispitivanih jedinki zatvori ljusture na
duZe od 5 minuta, to je znak upozorenja — alarma da je kvalitet vode promijenjen (Kramer i
Foekema, 2001; Gnyubkin, 2009). Poznato je da je otvorenost ljustura u pozitivnoj korelaciji
sa stepenom filtracije, pa samim tim usled uticaja ksenobiotika kada jedinke zatvaraju ljusture
dolazi i do smanjenja stepena filtracije (Newton i Cope, 2006). Redmond i sar. (2017) su kod
vrste M. edulis uodili zatvaranje ljustura pri velikim koncentracijama nafte i ukazuju da je VG
kod M. edulis koristan bimarker izlaganja nafti. Sréani ritam (HR) se intenzivno Kkoristi u
biomonitoring studijama kao fizioloski biomarker efekta ksenobiotika. Bakhmet i sar. (2012)
ukazuju na veliku osjetljivost HR kod vrste M. edulis usled uticaja kadmijuma i bakra. Na
osnovu rezultata in situ biomonitoringa, ukazano je na ¢injenicu da je HR kod vrste M. edulis
dobar biomarker fluktuacije fizicko-hemijskih i bioloskih parametara vode (Bakhmet i sar.,
2019).
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Tabela 2.1. Pregled najéesce koris¢enih biomarkera kod vrsta roda Mytilus

Biomarkeri

Referenca

Aktivnost enzima koji ufestvuju u CYP enzimi,

biotransformaciji ksenobiotika

GST,

UDP glukuronoziltransferaza (eng.
UDP glucurontransferase — UDPGT),
Eritromicin N-demetilaza (eng.
erythromycin N-demethylase —
ERND),

Ekspresija gena koji kodiraju enzime

biotransformacije

Trisciani i sar., 2012; Agata i sar., 2014; Attig i sar., 2014; Turja i sar.,
2014; Moschino i Da Ros, 2015; Rocha i sar., 2015; Mejdoub i sar., 2017;
Ozkan i sar., 2016; Piscopo i sar., 2016; Vidal-Lifian i sar., 2016; Balbi i
sar., 2017; Oliveira P. i sar., 2017; Counihan, 2018; Matozzo i sar., 2018;
Lehtonen i sar., 2019; Peri¢ i Buri¢, 2019; Revel i sar., 2019; Zhang J. i
sar., 2019

Biomarkeri oksidativnog stresa

CAT,

SOD,

GPx,

LPO,

Malondialdehid (eng.
malondialdehyde — MDA),
Produkcija reaktivnih vrsta kiseonika

(eng. reactive oxygen species — ROS)

Attig i sar., 2014; Turja i sar., 2014; Capolupo i sar., 2016; Mejdoub i sar.,
2017; Ozkan i sar., 2016; Vidal-Lifian i sar., 2016; Oliveira P. i sar., 2017;
Counihan, 2018; Matozzo i sar., 2018; Xu K. i sar., 2018; Lehtonen i sar.,
2019; Peri¢ i Buri¢, 2019; Revel i sar., 2019

Stres proteini

HSP

Jones i sar., 2010; Counihan, 2018; Xu K. i sar., 2018

Metalotioneini

Calisi i sar., 2008; Strogyloudi i sar., 2012; Attig i sar., 2014; Balbi i sar.,
2017; Xu K. i sar., 2018; Peri¢ i Buri¢, 2019
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Tabela 2.1. Nastavak

Biomarkeri Referenca

Biomarkeri neurotoksi¢nosti AChE Agata i sar., 2014; Attig i sar., 2014; Turja i sar., 2014; Moschino i Da Ros,
2015; Capolupo i sar., 2016; Ozkan i sar., 2016; Vidal-Lifian i sar., 2016;
Matozzo i sar., 2018; Lehtonen 1 sar., 2019; Peri¢ i Buri¢, 2019

Biomarkeri genotoksi¢nosti Ostecenje DNK Rada i sar., 2012; Agata i sar., 2014; Turja i sar., 2014; Martinovi¢ i sar.,
2015; 2016; Capolupo i sar., 2016; Ozkan i sar., 2016; Touahri i sar., 2016;
Pearson i sar., 2018; Xu K. i sar., 2018; Revel i sar., 2019

Hematotoksi¢ni biomarkeri ALAD Company i sar., 2011

Fizioloski biomarkeri VG, Hagger i sar., 2010; Ayad i sar., 2011; Bakhmet i sar., 2012; 2019; Mitri¢ i

Produkcija bisusnih niti,
SoS,

HR,

Kondicioni indeks,

Stepen filtracije

sar., 2012; Strogyloudi i sar., 2012; Turja i sar., 2014; Martinovi¢ i sar.,
2013a; 2013b; 2015; 2016; Touahri i sar., 2016; Balbi i sar., 2017; Oliveira
P.isar., 2017; Redmond i sar., 2017; Comeau i sar., 2018; Lehtonen i sar.,
2019

Biomarkeri
citotoksi¢nih/proliferativnih efekata

ksenobiotika

Stabilnost lizozoma,
Fagocitoza,
Vijabilnost hemocita,
Morfologija, broj i
hemocita,

Kaspaza,

Ukupan nivo proteina

proliferacija

Calisi i sar., 2008; Hagger i sar., 2010; Agata i sar., 2014; Turja i sar.,
2014; Hoher i sar., 2015; Moschino i Da Ros, 2015; Rocha i sar., 2015;
Martinovi¢ i sar., 2015; 2016; Capolupo i sar., 2016; Balbi i sar., 2017;
Matozzo i sar., 2018

Reproduktivni i endokrini biomarkeri

Gametogeneza

Balbi i sar., 2017
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U prirodnim populacijama dagnje su istovremeno izloZzene smjeSama (koktelima)
velikog broja ksenobiotika razli¢itih koncentracija, zbog cega je vrlo vazno ustanoviti kakav je
njihov odgovor u takvim multistres uslovima. Zbog toga je poslednjih godina od strane ICES
(eng. International Council for the Exploration of the Sea) razvijena integrisana procjena
ekosistema IEA (eng. Integrated Ecosystem Assesment) koja ukljucuje bioloske odgovore kod
dagnji na razli¢itim nivoima organizacije, ukljucujuci ¢elijske odgovore, odgovore na nivou
tkiva i odgovore na nivou cijelog organizma zajedno sa mjerenjem koncentracije ksenobiotika
u tkivu (Slika 2.3) (Davies i Vethaak, 2012 — cit. Beyer i sar., 2017).

DAGNIE ‘
.._._-—-—-—-—"'_'_'_' e i '_'_""'—-—-—-—-___..
akumulacija odgovor na odgovor na odgovor na nivon
ksenobiotika u thkivima nivou felije nivou tkiva cijelog organizma
Cd, Hg, Pb, Cu, Zn Stabilnost lizozoma H_Istﬂ-p atologlja 508
Gametogeneza
r— - - - - = =
PCHs AChE ! Stopa rasta !
L — — — — — — -
PAHs Mikronukleusi
r—-— - - - = = =
BFRs 1 Aletalotiomeind l
kb e s = == oma e =
r— - = - - - - r— = = — — —
I Fluoridi | I Komet fest !
L - — = — = — b —_— - — — = |

Slika 2.3. Integrisana procjena ekosistema na osnovu bioloskih odgovora kod vrsta roda Mytilus na osnovu
preporuka ICES. Pune linije predstavljaju osnovne metode, isprekidane linije predstavljaju dopunske metode;
Polihlorovani bifenili (eng. Polychlorinated bifenyles — PCBSs); Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (eng.
Polycyclic aromatic hydrocarbons — PAHSs); Organobromni usporivaéi gorenja (eng. Brominated Flame
Retardants — BFRs) (Preuzeto iz: Beyer i sar., 2017)

Danas se koristi integralni multiparametarski pristup — WOE (eng. weight of evidence)
koji kod wvrsta roda Mytilus pored biomarkera na celijskom i molekularnom nivou

podrazumijeva i monitoring hemijskih parametara ekosistema (vode i sedimenta), podatke
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laboratorijskih bioloSkih testova na nivou organizma kao i1 procjenu biodostupnosti
ksenobiotika (Beyer i sar., 2017).

S druge strane, smatra se da upotreba novih molekularnih alata, poput “omik”
tehnologija 1 istrazivanja, ima veliki potencijal za prepoznavanje novih biomarkera efekta i
izlozenosti bez prethodnog znanja konkretnih mehanizama toksi¢nosti (Gomes i sar., 2014).
Krajnji cilj ovakvog pristupa jeste definisanje “omik potpisa” na svim nivoima od genomike
do metabolomike, karakteristicnih za odredene ksenobiotike (Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015).
Molekularne tehnologije kao §to su transkriptomika, proteomika i metabolomika su sve vise u
upotrebi u sve vecem broju in/ex situ studija na vrstama roda Mytilus sa ciljem definisanja i
identifikacije ksenobiotika i njihovog mehanizma toksi¢nog dejstva (engl. mode of action —
MoA) (Veldhoen i sar., 2012; Tomanek, 2014; Beyer i sar., 2017; Oliveira F. i sar., 2020).

2.4. MekuSci u biomonitoring programima sa osvrtom na Skoljke

Mekusci se zbog niza osobina izdvajaju kao vrlo pogodna grupa organizama za
biomonitoring slatkovodnih 1 morskih ekosistema: sesilan nacin Zivota, Siroko
rasprostranjenje, dug Zivotni vijek, prisustvo ljuSture, tolerantnost na akvarijumske uslove,
osjetljivost na ksenobiotike i akumulacija ksenobiotika usled slabije sposobnosti njihovog
metabolisanja (Marhan i sar., 1999; Curtis i sar., 2000; Kholodkevich i sar., 2009a; Bae i Park,
2014). Prvi program pracenja kvaliteta Zivotne sredine uz upotrebu Skoljki kao indikatorskih
vrsta “Mussel Watch” je zapoceo u SAD-u 1975. godine (Goldberg, 1975; Goldberg i sar.,
1978). Tokom ovoga perioda, zapoCeta su 1 druga regionalna istrazivanja sezonske
akumulacije ksenobiotika u tkivima morskih i slatkovodnih Skoljki (Anderson, 1977; Frazier,
1975; 1976). U Mediteranu su tokom 1976. godine sprovedene prve studije akumulacije
dihlor-difenil-trihloretana (DDT) i polihlorovanih bifenila (PCB) (Marchand i sar., 1976).
Nakon ovih inicijalnih istraZivanja, Skoljke (posebno dagnje 1 ostrige) se pocinju Siroko
upotrebljavati kao bioindikatori nivoa zagadenja u morskom ekosistemu.

Skoljke se u biomonitoringu koriste na razli¢ite nacine. Klasi¢an pristup
podrazumijeva mjerenje sadrzaja akumuliranih ksenobiotika u tkivima jedinki iz nativnih
populacija ili jedinki iz laboratorijskog uzgoja, eksponiranih na lokalitetima u gradijentu

zagadenja tokom odredenog perioda.
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Jedan od bitnih preduslova za sprovodenje biomonitoringa jeste postojanje referalnih
uslova/lokaliteta i/ili poznavanja bazalnog nivoa genske ekspresije/enzimske aktivnosti i sl.
odabrane vrste u uslovima odsustva znacajnih antropogenih pritisaka. Referalni nivoi su ne
samo specifiéni za svaku vrstu, ve¢ su Cesto i specificni za vodno tijelo/ekosistem. Prema
Bakhmet i sar. (2009) bioloski odgovori iz ove kategorije Cesto predstavljaju adaptivni
odgovor koji sprijecava ispoljavanje stvarnih fizioloskih i1 potencijalno ekoloskih efekata
uzrokovanih hemijskim stresom.

Takode je neizostavno ukazati i na ¢injenicu da u biomonitoring studijama veliki broj
drugih faktora ima uticaj na individualnu varijabilnost jedinki i pouzdanost bioloskih
odgovora poput: temperature (Braby i Somero, 2006), reproduktivnog ciklusa (Hagger i sar.,
2010; Bakhmet i sar., 2019), dostupnosti hrane, starosti, uhranjenosti i ukupnog kondicionog
statusa (Bakhmet, 2017; Bakhmet i sar., 2005; 2019), plime i osjeke (Bakhmet i Zdorovenov,
2010), epibionata (Khalaman i sar., 2017), parazita (Bakhmet i sar., 2017).

Ono Sto takode treba napomenuti jeste da se biomonitoring studije u zavisnosti od
perioda trajanja mogu podijeliti na kratkotrajna i dugotrajna izlaganja. Kod biomonitoringa
koji se bazira na kratkotrajnom izlaganju jedinki na referentnom i lokalitetu od interesa, prate
se odabrani biomarkeri i analizira sadrzaj akumuliranih ksenobiotika sa ciljem njihovog
medusobnog poredenja, kao $to je prikazano u studiji od strane Agata 1 sar. (2014). Comeau 1
sar. (2018) takode sprovode kratkotrajna izlaganja u trajanju od deset dana i prate promjene
VG kod dagnji u zavisnosti od variranja ekoloskih parametara vode, tacnije temperature,
saliniteta, kiseonika i hlorofila a. Za razliku od kratkotrajnog, kod dugotrajnog kontinuiranog
izlaganja se prate odabrani biomarkeri i/ili analizira sadrzaj akumuliranih ksenobiotika u
tkivima ispitivanih jedinki tokom duZeg vremenskog perioda (Balbi i sar., 2017). Kontinuirani
biomonitoring se moze razlikovati u zavisnosti od frekvencije, odnosno ucestalosti mjerenja
ispitivanih biomarkera. Ovaj vid biomonitoringa se najcesS¢e sprovodi tokom jednogodi$njeg
ciklusa sa mjeseénom frekvencijom uzorkovanja (Hagger i sar., 2010; Jones i sar., 2010;
Strogyloudi i sar., 2012; Dallarés i sar., 2018; Bakhmet i sar., 2019). Kontinuirani
biomonitoring u realnom vremenu, koji podrazumijeva upotrebu automatskih on-line sistema i
bioindikatorskih organizama (vidjeti Chen i sar., 2012; Kuklina i sar., 2013; Bakhmet i sar.,

2019), nalazi Siroku primjenu u ekotoksikoloskim istraZivanjima i kao takav pruza uvid u rane
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reakcije bioindikatora na stres usled zagadenja. Real-time biomonitoring pruza informacije o
stanju ekosistema u svakom momentu, odnosno realnom vremenu, i kao takav daje prostor za
pravovremeno djelovanje u cilju sprijeCavanja i otklanjanja potencijalnog zagadenja. Primjer
takvog monitoringa je pracenje variranja HR kod dagnji u zavisnosti od ekoloskih parametara

tokom jednogodisnjeg ciklusa (Bakhmet i sar., 2019).

2.4.1. Aktivni i pasivni biomonitoring

Aktivni biomonitoring se definiSe kao translokacija jedinki sa nezagadenog —
referentnog lokaliteta na zagaden lokalitet ili viSe lokaliteta u gradijentu zagadenja, radi
pracenja promjena na biohemijskom, fizioloSkom nivou ili na nivou cijelog organizma, koje
nastaju kao odgovori na zagadenje (De Kock i1 Kramer, 1994; Lacroix i sar., 2015). Suprotno
aktivnom, pasivni biomonitoring podrazumijeva upotrebu jedinki nativnih populacija/vrsta
sakupljenih na lokalitetima od interesa, uz obavezni referentni lokalitet i idealno, takode u
gradijentu zagadenja (De Kock i Kramer, 1994; Lacroix i sar., 2015).

Prve studije koje obuhvataju upotrebu vrsta roda Mytilus u aktivnom biomonitoringu
(eng. mussel transplant caging) datiraju od pocetka devedesetih godina u SAD i Evropi
(Martinci¢ i sar., 1992; Salazar and Salazar, 1996).

Osnovni princip aktivnog biomonitoringa se zasniva na tome da se odabere homogena
grupa jedinki: jedinke iz prirodnih populacija ili jedinke sa uzgajaliSta, jedinke iste starosti,
veli¢ine i fizioloskog stanja, da se jedinke podijele u grupe i postave u kaveznom sistemu
izlaganja na lokalitete od interesa, odnosno lokalitete u gradijentu zagadenja. Nakon
odredenog perioda, dan/mjesec/godina, vrsi se analiza ciljnih biomarkera na ¢elijskom nivou,
nivou tkiva ili organizma (Beyer i sar., 2017).

Prema Smolders i sar. (2003) prednosti aktivnog biomonitoringa nativnim jedinkama
su: manji steres odnosno, kraci period prilagodavanja na uslove in situ, u odnosu na kori$¢enje
jedinki standardnih laboratorijskih vrsta; precizno definisan period izlaganja (trajanja
eksperimenta); poredivost lokaliteta. Upotreba translociranih jedinki daje preciznije rezultate u
odnosu na nativne jedinke, jer npr. u pasivnom monitoringu nezanemarljiv faktor predstavlja
adaptiranost jedinki na konkretne uslove sredine. Isti autori navode i neke od mana aktivnog

biomonitoringa, kao §to je ogranicena ili neujednacena koli¢ina dostupne hrane u kaveznom
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sistemu izlaganja na razli¢itim lokalitetima, Sto takode predstavlja stres. Na kraju, gubitak
kaveza predstavlja jedan od nedostataka ovog tipa biomonitoringa.

U nekim studijama se koristi i pristup unakrsne translokacije (eng. cross-translocation),
koji podrazumijeva translokaciju jedinki sa referentnih na zagadene lokalitete, a istovremeno i
translokaciju jedinki sa zagadenih na referentne lokalitete (Serafim i sar., 2011; Lopes 1i sar.,
2012 — cit. Beyer i sar., 2017).

Takode se moze uporedno pratiti uticaj i akumulacija ksenobiotika kod nativnih i
translociranih jedinki, na primer Schgyen i sar. (2017) su u monitoringu kvaliteta priobalnih
voda Sjevernog mora pratili akumulaciju PAH-ova, PCB-a i teskih metala kod translociranih i
nativnih jedinki tokom Sest mjeseci. Uvidjeli su da je kod translociranih jedinki doslo do brze
akumulacije teSkih metala u tkivima koja je potom dostigla stabilan nivo, dok je akumulacija
PAH-ova i PCB-a bila spora i manja u poredenju sa nativnim jedinkama.

Ne postoji standardizovan, odnosno harmonizovan medunarodno prihvac¢en protokol
za aktivni biomonitoring priobalnih voda uz upotrebu dagnji kao bioindikatorskih vrsta, ali na
primer, NorvesSka agencija za zastitu Zivotne sredine primjenjuje biomonitoring uz upotrebu
kaveznog sistema izlaganja dagnji za pracenje uticaja industrije nafte i gasa na moru (Iversen i
sar., 2015), a u toku je standardizacija nacionalnog monitoringa morskog ekosistema koji bi

ukljucivao i aktivni i pasivni biomonitoring (Beyer i sar., 2017).

2.5. Fizioloski biomarkeri kod markoinvertebrata

Tokom poslednjih 20 godina u ekotoksikoloSkim studijama se Siroko upotrebljavaju
fizioloski biomarkeri poput varijabilnosti HR, disanja, stepena filtracije, VG (Belanger i sar.,
2017; Ogunola, 2017; Redmond 1 sar., 2017; Collins 1 sar., 2019), koji u sustini predstavljaju
odgovor organizma kao cjeline na promjene u ekosistemu (Depledge i sar., 1995).

Jedna od glavnih fizioloSkih reakcija/odgovora na stres kod morskih beski¢menjaka
jeste upravo promjena u funkcionisanju kardiovaskularnog sistema. Tako su promjene u
sréanom ritmu, posebno varijabilnost sréanog ritma, nasle primjenu kao biomarkeri
fizioloskog stanja i opsSteg zdravlja organizma (Kuznetsova i Kholodkevich, 2015). Pored

promjena sréanog ritma, stepen otvorenosti/zatvorenosti ljuStura takode nalazi primjenu kao
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biomarker. Promjene sr¢anog ritma i promjene u stepenu otvaranja/zatvaranja ljustura kod

Skoljki su odgovori koji ¢esto udruzeno reaguju na stres.

2.5.1. Sréani ritam (HR) kao fizioloski biomarker kod makroinvertebrata sa akcentom
na Skoljke

Pionirska istrazivanja srcanog ritma morskih Skoljki kao fizioloskog biomarkera
datiraju iz Sezdesetih i sedamdesetih godina proslog vijeka (vidjeti Schlieper, 1955; Trueman,
1967; Helm 1 Trueman, 1967; Brand 1 Roberts, 1973). Sr¢ana aktivnost, odnosno sréani ritam,
moze da se posmatra i kao indikator respiratorne funkcije i fizioloSkog stanja (Bayne, 1971;
Coleman T. G., 1974; Depledge, 1985; Feder i sar., 1987; Depledge i Andersen, 1990;
Marshall i McQuaid, 1993 - cit. iz Collins i sar., 2019). Promjene i poremecaji u
funkcionisanju kardiovaskularnog sistema mogu biti rezultat Stetnog uticaja ksenobiotika na
cijeli organizam, zbog cega je HR, a posebno varijabilnost HR prihva¢en kao biomarker
opsteg stresa koji moze da ukazuje na pogorsan status ekosistema (Depledge i sar., 1995;
Brown i sar., 2004 — cit. iz Kuznetsova i Kholodkevich, 2015). Sa razvojem neinvazivnih
metoda, HR se kod Skoljki poceo Siroko upotrebljavati kao fizioloski odgovor organizma na
uticaj raznih ksenobiotika (Kuznetsova i sar., 2010; Bini i sar., 2015; Kuznetsova i
Kholodkevich, 2015; Martinovi¢ i sar., 2013b; 2015; 2016), ali 1 ekoloskih faktora (Bakhmet 1
Zdorovenov, 2010; Bakhmet, 2017; Bakhmet i sar., 2019).

Helm i1 Trueman (1967) opisuju prvi sistem za pra¢enje HR Skoljki. Medutim, posto je
metoda bila invazivna (podrazumijevala je buSenje ljuSture u regionu srca i postavljanje
elektroda u oblasti srca) i destruktivno je djelovala na eksperimentalne jedinke, sréani ritam se
nije mogao pratiti u duzem vremenskom periodu. U poslednje tri decenije je ucinjen znacajan
pomak u razvoju metoda i tehni¢kih sredstava za automatski biomonitoring u realnom
vremenu, zasnovan na biohemijskim, fizioloskim 1 biomarkerima ponasanja kod
beski¢menjaka. Prvi neinvazivni sistem za pracenje sr¢anog ritma i ventilacije dekapodnih
rakova je razvijen od strane Depledge (1984a), koji je dalje usavrSavan od strane Depledge 1
Anderson (1990) (CAPMON) i Depledge i sar. (1996) (AIDA). Ovakvi i sli¢ni monitoring
sistemi na bazi pradenja sr¢anog ritma viSih rakova 1 mekusaca (vidjeti Reguera 1 sar., 2018)
su se sporadi¢no koristili sve do 2000-tih godina, kada je nastupio razvoj informacionih

tehnologija zahvaljujuéi ¢emu je sistem znacajno unaprijeden (Fedotov i sar., 2000) §to je
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omogucilo njegovu Siroku primjenu u biomonitoringu vodenih ekosistema (Kholodkevich i
sar., 2008; 2009a; 2009b; 2011; 2016; Fedotov i sar., 2009; Martinovi¢ i sar., 2013a; 2015;
Kuznetsova i sar., 2018). Sve intezivnije unapredivanje i usavrSavanje opreme za pracenje HR
kod morskih beski¢menjaka je omogucilo i sprovodenje monitoringa u realnom vremenu, tzv.
real time monitoringa u in situ uslovima (Tagliarolo i McQuaid, 2015; Bakhmet i sar., 2019).

Sréani ritam se osim u in situ/ex situ biomonitoring programima, koristi i kao
biomarker u laboratorijskim istrazivanjima efekta pojedina¢nih ksenobiotika ili njihovih
smjesa, kao i u istrazivanjima uticaja ekoloskih faktora na Stetno djelovanje ksenobiotika.

U istrazivanjima se prate razli¢iti parametri poput: broja otkucaja srca u jedinici
vremena, varijabilnosti HR izrazene kao odnos HR nakon izlaganja datom ksenobiotiku i HR
prije izlaganja, prosjene razlike HR prije i posle izlaganja ksenobiotiku, oscilacija HR,
vrijeme oporavka sré¢anog ritma nakon ekstremnog stresa (eng. heart rate recovery time — Trec).

Kondicioni, odnosno fizioloski status jedinki, koji zavisi od nivoa stresa na stanistu,
direktno je povezan sa brzinom oporavka od ekstremnog stresa (Bakhmet i sar., 2005), §to se u
potpunosti uklapa u koncept vulnerabilnosti koji se promoviSe u ekosistemskoj
ekotoksikologiji (Teodorovi¢ 1 KaiSarevié, 2015). Tako se jedinke u automatizovanim
sistemima, ali i jedinke nativnih populacija — transplantirane jedinke ili jedinke iz
laboratorijskih eksperimenata, eksponirane ciljanim uticajima na lokalitetima od interesa
(najces¢e u gradijentu zagadenja) ili pojedinaénim ksenobioticima u laboratorijskim
eksperimentima, podvrgavaju ex situ ekstremnom stresu (drasticna promjena saliniteta — test
saliniteta) i prati se Trec Nnakon povratka saliniteta na normalne vrijednosti u cilju procjene
njihovog fizioloSkog statusa (Martinovi¢ i sar., 2013a; Turja 1 sar., 2014; Kuznetsova 1
Kholodkevich, 2015; Kholodkevich i sar., 2019a). Prema Kholodkevich i sar. (2019a)
fizioloski status jedinki na lokalitetima pod uticajem stresa (npr. zagadenje) je loSiji u
poredenju sa jedinkama sa lokaliteta koji nijesu pod uticajem stresa, pa je samim tim Trec kod
jedinki sa zagadenih lokaliteta nakon testa saliniteta duze. Vrijeme oporavka sranog ritma
(Trec) 1 koeficijent varijabilnosti sr¢anog ritma (eng. coefficient of heart rate variation — CVHRr)
nakon testa saliniteta su predlozeni kao fizioloski biomarkeri adaptiranosti kardiovaskularnog
sistema kod beski¢menjaka sa ljusSturom — Skoljki i1 rakova u odnosu na kvalitet ekosistema

(Kholodkevich i sar., 2011; 2019a). Kholodkevich i sar. (2019a) predlazu klasifikaciju
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ekoloskog stanja (statusa) vodenih ekosistema na osnovu vrijednosti Trec Na pet kategorija:
VisOoK (Trec < 50 min), dobar (Trec 50—70 min), srednji (Trec 70—-100 min), 108 (Trec 100-200

min) i veoma lo$ (Trec > 200 min).

2.5.1.1. Uticaj ekoloSkih faktora na sréani ritam

Promjene uslova spoljasnje sredine imaju direktan uticaj na fizioloske odgovore
jedinki, o ¢emu se mora voditi rauna pri postavci ali posebno pri interpretaciji rezultata
monitoring programa u in situ/ex situ eksperiemtnalnim postavkama. Medu ekoloSkim
faktorima u morskoj sredini koji imaju uticaj na varijacije HR kod morskih beski¢menjaka kao
najbitniji se mogu izdvojiti temperatura i salinitet.

Opste je poznato da kod ektotermnih organizama, kao $to su vrste roda Mytilus, od
temperature morske sredine zavisi i temperatura njihovog tijela, Sto se direktno odrazava i na
njihovu fiziologiju (Kern i sar., 2015; Collins i sar., 2019). Prema Hagger i sar. (2010) i
Bakhmet i sar. (2019) postoji pozitivna linearna korelacija izmedu HR i temperature morske
vode kod vrsta iz roda Mytilus. Za ove organizme je karakteristiéno da imaju optimalni
temperaturni opseg u okviru kojeg organizam normalno funkcioniSe i nije pod stresom,
medutim van ovog temperaturnog opsega se javlja termalni stres i1 dolazi do aktiviranja
mehanizama odbrane pocevsi od celijskih odgovora pa sve do promjena u fizioloskim
odgovorima poput promjena i poremecaja sréanog ritma (Lockwood i Somero, 2011; Collins 1
sar., 2019). Varijabilnost HR kao fizioloski odgovor na temperaturni stres kod morskih
beski¢menjaka istrazivali su Braby i Somero (2006), Dong i Williams (2011), Zhang S. i sar.
(2014), Collins i sar. (2019), Moyen i sar. (2019).

U pogledu saliniteta, vrste roda Mytilus spadaju u grupu osmokonformista, pa je kod
njih koncentracija tjelesnih tecnosti direktno proporcionalna salinitetu morske vode. U
uslovima akutnog osmotskog stresa kod vrsta roda Mytilus dolazi do smanjenja HR, S$to je
primarno uslovljeno zatvaranjem ljustura, smanjenim stepenom ili pak potpunom redukcijom
filtracije, smanjenim unosom Kkiseonika i prelaskom sa aerobnog na anaerobni metabolizam
(Gracey i Connor, 2016). U uslovima hroni¢nog osmotskog stresa vrste roda Mytilus se
adaptiraju na taj nacin $to mijenjaju koncentracije soli u citosolu, za §ta je po nekim autorima

neophodno nekoliko dana (de Vooys, 1991; Gosling, 1992; Hawkins i Bayne, 1992 — cit. iz
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Braby i Somero, 2006). Varijabilnost HR u uslovima osmotskog stresa kod vrsta roda Mytilus
dokazali su Bakhmet i sar. (2005), Braby i Somero (2006), Martinovi¢ i sar. (2013a), Turja i
sar. (2014), Kholodkevich i sar. (2009a; 2016), Khalaman i sar. (2017).

Vrste koje naseljavaju oblast plime i osjeke, poput vrsta roda Mytilus, su izlozene
stalnim oscilacijama novoa vode, tokom kojih su potpuno uronjene, djelimi¢no uronjene u
vodi ili su pak na suvom. Tokom perioda osjeke, kada su jedinke izloZzene suvom peridu,
izlozene su 1 drugim stresorima poput povecanja temperature, odsustva kiseonika 1
nedostupnosti hrane, $to ukazuje da su tokom suvog perioda jedinke izlozene multi-stres
uslovima. Razlicite su fizioloske promjene koje se javljaju kao odgovor organizma na ovakve
uslove, a jedna od njih su promjene i varijabilnost HR (Helmuth i sar., 2010). Bakhmet i
Zdorovenov (2010) su u eksperimentu u prirodnim in situ uslovima ukazali da ciklus plime i
osjeke ima uticaja na oscilacije HR kod vrsta Mytilus edulis i Modiolus modiolus. Connor i
Gracey (2012) kao i Gracey i Connor (2016) ukazuju da kod vrste Mytilus californianus dolazi
do smanjenja HR kada jedinke predu sa aerobnog na anaerobni metabolizam tokom suvog
perioda koji je simuliran u laboratorijskim uslovima.

Varijacije HR kod Skoljki su zavisne i od koli¢ine dostupne hrane u vodenom
medijumu (Cheng i sar., 2018; Bakhmet i sar., 2019). Prema Bakhmet i sar. (2019) dostupnost
hrane u pojedinim periodima godine ima veci uticaj na varijacije HR nego Sto to ima
temperatura koja se smatra jednim od najbitnijih ekoloskih parametara. U ranijoj studiji
(Bakhmet, 2017) ukazuje da kod vrste Mytilus edulis dolazi do povecanja HR sa povecanjem
brojnosti fitoplanktona u vodi, na §ta ukazuju i Cheng i sar. (2018) kod vrste Perna viridis.
Suprotno ovim rezultatima, Hagger i sar. (2010) ukazuju da kod vrste Mytilus edulis dolazi do
povecanja HR tokom ljetnjeg perioda, dok su u isto vrijeme stepen filtracije 1 usvajanje hrane
smanjeni.

Varjjacije HR kod morskih Skoljki se mogu javljati 1 u prisustvu toksi¢nog
fitoplanktona, na Sta ukazuju Gainey i Shumway (1988). Autori su u laboratorijskim uslovima
pratili uticaj toksi¢ne alge Protogonyaulax tamarensis i zakljucili da uzrokuje varijacije HR

kod vrsta Mytilus edulis, Ostrea edulis i Mya arenaria.
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Tabela 2.2. Pregled uticaja ekoloskih faktora na HR kao biomarker

Biomarkeri Studija Vrsta

Prirodni In
uslovi/Stresor situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Trec; CVHR Studija slu¢aja  Mytilus

galloprovincialis

Osmotski stres ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Jedinke sa tri razliita
lokaliteta (referentni
lokalitet i dva lokaliteta
koja se smatraju
zagadenim) izlagane
osmotskom stresu - brzo
smanjenje saliniteta vode
za 50 %, izloZzenost
jedinki samnjenom
salinitetu  tokom  1h,
nakon cCega je salinitet
vraten na  prirodne
vrijednosti. Jedinke sa
potencijalno  zagadenih
lokaliteta imale duZze Trec
Sto dokazuje prisustvo
stresa  na ova dva
lokaliteta usled
zagadenja.

Martinovi¢ i sar.,
2013a

HR (broj
otkucaja/sek)

Studija slu¢aja  Mytilus edulis

Osmotski stres ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Jedinke uzorkovane u
dvije ekoloske zone
litoral i sublitoral i
izlagane osmotskom
stresu — brzo smanjenje
saliniteta sa 25 %o na 15
%o, tokom 1h.

Uoceno da sublitoralne
jedinke  imaju  vece
vrijednosti HR kao i da
je usled osmotskog stresa
doslo do pada HR koji je
bio izrazeniji kod
sublitoralnih jedinki.

Bakhmet i sar., 2005
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Tabela 2.2. Nastavak

Biomarkeri Studija Vrsta Prirodni In Tehnika Opis Referenca
uslovi/Stresor  situ/ex eksperimenta/Rezultata
situ
HR (broj Kontinuirani Mytilus edulis Prirodni uslovi in situ Laser fiber-opticka Praceni HR od marta do Bakhmet, 2017
otkucaja/min) real-time fotopletizmografija  aprila na jednom
monitoring lokalitetu i uticaj
temperature i
fitoplanktona na HR.
UoCeno je da sa
porastom  temperature
dolazi do porasta HR
ispitivanih  jedinki, ali
autor ukazuje da je ipak
dostupnost hrane
primarni faktor koji utice
na HR.
HR (broj  Kontinuirani Mytilus edulis  Prirodni uslovi  insitu Laser fiber-opticka Kontinuirano  pracenje Bakhmet i sar., 2019
otkucaja/min) real-time Modiolus fotopletizmografija ~ HR tokom jedne godine
monitoring modiolus ukljuéujuéi i pracenje
temperature,  saliniteta,
fitoplanktona i
reprodukcije.
Autori ukazuju da iako
postoji linearna
korelacije HR i
temperature, koli¢ina

dostupne hrane kao i
reproduktivni ciklus
imaju znacajan uticaj na
HR u pojedinim
periodima godine.
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Tabela 2.2. Nastavak

Biomarkeri Studija

Vrsta

Prirodni
uslovi/Stresor

In
situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

HR (broj Kontinuirani
otkucaja/min) real-time
monitoring

Mytilus edulis

Paraziti

in situ

Laser fiber-optic¢ka
fotopletizmografija

Jedinke eksperimentalno
inficirane trematodama i
postavljene in situ tokom
godinu dana da im se
prati.  HR.  Uporedo
pracene 1 neinficirane
jedine kao kontrolna
grupa.

HR kontrolnih jedinki je
bio statisticki znacajno
viso€iji u poredenju sa
inficiranim jedinkama, a
takode je wuocCena i
znaCajna razlika izmedu
kontrolnih i inficiranih
jedinki u korelacije HR i
temperature.

Bakhmet i sar., 2017

HR (broj  Kontinuirani
otkucaja/min) monitoring

Mytilus edulis

Prirodni uslovi

ex situ

CAPMON sistem

Jedinke uzorkovane
svakoga mjeseca,
aklimatizovane 30
minuta i pracen im HR
tokom 1h.

Uocene veée vrijednosti
HR ispitivanih jedinki
tokom toplijeg perioda
godine (april -
septembar), kada su
temperature vode bile
visocije i kada su jedinke
bile u fazi mrijesta i fazi
mirovanja nakon
mrijesta.

Hagger i sar., 2010
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Tabela 2.2. Nastavak

Prirodni In
uslovi/Stresor situ/ex
situ

Biomarkeri Studija Vrsta

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

HR (broj Osmotski stres  ex situ

otkucaja/min)

Studija slu¢aja  Mytilus

galloprovincialis

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

HR pracen u
laboratorijskim uslovima
tokom izlaganja
osmotskom  stresu -
brzom smanjenju
saliniteta sa 18 %o na 12
%o promila.

Uoceno smanjenje HR
tokom trajanja  testa
saliniteta, kao i povratak
HR na pocetne
vrijednosti nakon
poveéanja saliniteta na
18 %o.

Kholodkevich i sar.,
2009a

Kontinuirani edulis  Prirodni uslovi in situ

real-time
monitoring

HR (broj
otkucaja/min),
oscilacije HR

Mytilus
Modiolus
modiolus

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Praéen HR tokom zime
kod dvije vrste skoljki.
Autori su ukazali da su
oscilacije HR u korelaciji
sa ciklusom plime i
osjeke.

Bakhmet i
Zdorovenov, 2010

34



Tabela 2.2. Nastavak

Biomarkeri

Studija

Vrsta

Prirodni
uslovi/Stresor

In
situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

HR
otkucaja/min)

(broj

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Temperaturni
stres

ex situ

Infracrveni  senzor
sa Picoscope 2200
konventorom (IR
metoda)

Pracenje i poredenje HR
subtidalnih i intertidalnih
jedinki tokom povecanja
temperature za 4°C na
svakih 1h kada su
izlozene na vazduhu i u
vodi.

Autori ukazali da
fizioloski odgovori
ispitivanih  jedinki na
temperaturni stres zavise
od mikrolokaliteta koji
naseljavaju.  Subtidalne
jedinke  su  pokazale
smanjenje HR u
uslovima termalnog
stresa u vodi ali ne i na
vazduhu. Suprotno,
intertidalne jedinke su
pokazale poveéan
anaerobni  kapacitet na
vazduhu, ali ne i sa
poveéanjem temperature.

Collins i sar., 2019

TI'EC

Studija slucaja

Mytilus edulis

Osmotski stres,
predatorstvo

ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

U laboratorijskim
uslovima praden  Trec
nakon osmotskog stresa
kod jedinki koje su bile
izlozene  predatoru i
kontrolnih jedinki.
Autori ukazali na
povecane vrijenosti Tre
kod jedinki koje su bile
izlozene uticaju
predatora.

Khalaman i sar.,
2017
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Tabela 2.2. Nastavak

Biomarkeri Studija Vrsta Prirodni In Tehnika Opis Referenca
uslovi/Stresor  situ/ex eksperimenta/Rezultata
situ
Trec, CVHR Studija slu¢aja  Mytilus trossulus ~ Osmotski stres  ex situ Laser fiber-opticka Jedinke uzorkovane na Kholodkevichi sar.,
Macoma balthica fotopletizmografija  referentnim i zagadenim 2016
Anodonta anatina lokalitetima i izlagane

osmotskom  stresu, sa
ciljem poredenja Tre i
CVur Autori ukazali da
je Tre nakon osmotskog
stresa kod jedinki sa
referentnog lokaliteta
manji od 60 min, dok se
kod jedinki sa zagadenih
lokaliteta kre¢e od 110 —
130 min, §to ukazuje da
se ovaj biomarker moze
koristiti ~ u  procjeni

ekoloskog stanja
odabranih lokaliteta.
Trec, CVHR Studija slu¢aja  Mytilus Osmotski stres  exsitu Laser fiber-opticka Jedinke uzorkovane na Kholodkevichi sar.,
galloprovincialis fotopletizmografija  referentnom i zagadenom 2018
lokalitetu i izlagane

osmotskom  stresu, sa
ciljem poredenja Tre i
CVhur. Autori ukazali da
je na lokalitetu koji je
zagaden povecan Trec
76.8 min, kao i CVur
koji je iznosio 24 %, u
poredenju sa
nezagadenim lokalitetom
(Trec: 353 min, CVHR =
9 %), kao i da su
biohemijske analize
pokazale iste rezultate.
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Tabela 2.2. Nastavak

Biomarkeri

Studija

Vrsta

Prirodni
uslovi/Stresor

In
situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Trec, CVHR

Studija slucaja

Mytilus trossulus

Osmotski stres

ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Jedinke transportovane
na Cetiri lokaliteta, dva
nezagadena i dva
zagadena. Nakon  tri
mjeseca  jedinke u
laboratorijskim uslovima
izlagane osmotskom
stresu, sa ciljem
poredenja Trec | CVr.
Autori ukazali na
povecane Trec Vrijednosti
kod jedinki koje su
uzorkovane sa zagadenih
lokaliteta, $to se poklapa
i sa rezultatima analize
ostalih ispitivanih
biomarkera. Autori
ukazuju da  dobijeni
rezultati podrzavaju
upotrebu baterija
biomarkera u procjeni
nivoa zagadenja.

Turja i sar., 2014

HR
otkucaja/sek)

(broj

Studija slucaja

Cellana toreuma

Temperaturni
stres

ex situ

Infracrveni

senzor

sa Picoscope 2200

konventorom
metoda)

(IR

Pracenje HR kod jedinki
koje su izlagane
poveéanju temperature sa
16°C na 34°C, kao i
tokom smanjenja
temperature sa 34°C na
16°C.

Autori ukazali na jaku
korelaciju HR i stres
proteina i da su fizioloski
odgovori  osjetljivi na
temperaturni stres.

Zhang S. i sar., 2014
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2.5.1.2. Osjetljivost sréanog ritma na specifi¢ne klase ksenobiotika

Medu najznacajnijim ksenobioticima u morskom ekosistemu se izdvajaju teski metali 1
perzistentni organski polutanti (eng. persistent organic pollutants — POPs). Ovi ksenobiotici
¢ak 1 pri malim koncentracijama mogu dovesti do raznih poremecaja kod morskih
beski¢menjaka na svim nivoima bioloske organizacije (Chandurvelan i sar., 2015; Renault,
2015; Kuznetsova i Kholodkevich, 2015), ukljucujuéi i fizioloske biomarkere kao §to je HR
(Martinovi¢ i sar., 2013b; Bini i sar., 2015).

Kadmijum je jedan od neesencijalnih metala za koji je dokazano da ima uticaj na
varijabilnost HR kod morskih beski¢menjaka. Martinovi¢ i sar. (2013b) su u laboratorijskim
uslovima akutnog izlaganja kadmijumu jedinki vrste Mytilus galloprovincialis ustanovili da
dolazi do bradikardije i1 da je sa pove¢anjem koncentracije Cd vrijeme oporavka sr¢anog ritma
duze. Bakhmet i sar. (2012) su u istim eksperimentalnim uslovima ustanovili pojavu
tahikardije kod vrste Mytilus edulis pri tretiranju razlicitim koncentracijama Cd, dok Lannig i
sar. (2008) ne nalaze promjene u HR kod skoljke Crassostrea virginica tokom akutnog
izlaganja kadmijumu. Promjene u HR usled razli¢itih koncentracija Cd u laboratorijskim
uslovima nijesu identifikovane ni kod slatkovodnog raka Procambarus clarkii (Bini i sar.,
2015). Varijacije HR kod morskih beski¢menjaka mogu da indukuju i esencijalni metali poput
Cu. Tako prema Brown i sar. (2004) i Bakhmet i sar. (2012) akutno izlaganje bakru indukuje
pojavu tahikardije kod vrste Mytilus edulis, dok kod iste vrste pri sli¢nim koncentracijama Cu
Grace 1 Gainey (1987) 1 Curtis 1 sar. (2000) uocavaju bradikardiju. Suprotno ovakvim
rezultatima kod morskih priljepaka iz roda Patella se pri akutnom izlaganju Cu javlja
iskljucivo bradikardija, koja je 1 vremenski zavisna, odnosno §to je izlaganje duZe broj
otkucaja srca se smanjuje (Marchan i sar., 1999; Brown i sar., 2004; Bini i sar., 2008).

Nafta, naftni disperzanti su jedan od glavnih izvora organskih ksenobiotika u morskom
ekosistemu. U laboratorijskim testovima akutne toksi¢nosti, Bakhmet i sar. (2009) su uodili
jake fluktuacije HR pri svim testnim koncentracijama nafte kod vrste Mytilus edulis. Na sli¢ne
rezultate ukazuju 1 Martinovi¢ i sar. (2015) kod vrste Mytilus galloprovincialis u oblasti
Bokokotorskog zaliva. Depledge (1984b) ukazuje na povecanje HR kod morskog raka

Carcinus maenas u akutnom testu izlaganja nafti i naftnim disperzantima. Medutim, kod iste
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vrste tokom hroni¢nog izlaganja nafti u trajanju od jedne godine, Bamber i Depledge (1997)
ukazuju na smanjenje sr¢anog ritma.

Hallddrsson i sar. (2007) su pratili efekat kratkotrajnog izlaganja benzo (a) pirenu
(B[a]P, iz grupe PAH) na srcani ritam kod jedinki vrste Mytilus galloprovincialis i ukazali da
jedinke sa referentnih lokaliteta pri izlaganju B[a]P-u ne pokazuju promjene u HR, za razliku
od jedinki sa zagadenih lokaliteta kod kojih je doslo do pove¢anja HR, Sto ukazuje da se u
akutnim testovima izlaganja i pra¢enja biomarkera kao odgovora jedinki mora imati u vidu 1
ekoloski status lokaliteta sa kojih se jedinke uzorkuju. I drugi organski ksenobiotici dovode do
varijacija HR kod morskih skoljki. Tako Galloway i sar. (2002) nalaze znacajnu pozitivnu
korelaciju izmedu HR i koncentracije PCB-a i PAH-a u mekom tkivu kod vrste Geukensia
demissa. Suprotno ovim rezultatima, Sabourin i Tullis (1981) ukazuju na pojavu bradikardije
kod vrste Mytilus californianus u ex situ uslovima pri razli¢itim koncentracijama toluena i
benzena, ali takode zakljucuju da su promjene HR reverzibilne i da se vrijednosti HR brzo
vrac¢aju na one koje su bile prije izlaganja ksenobioticima, kada se jedinke vrate u svjezu
morsku vodu.

Jedan od vrlo interesantnih 1 vaznih ksenobiotika kada su u pitanju morski mekusci
jeste tributil kalaj (TBT) i srodna jedinjenja. TBT i srodna jedinjenja su dugi niz godina
koriS¢ena kao premazi za sprijeCavanje obraStaja na brodovima i ¢amcima i na taj nain su
koja je uneSena u morski ekosistem. TBT izaziva niz negativnih posledica kod morskih
mekusaca, od kojih je najpoznatiji endokrini poremecaj — imposeks (Nicolaus i Barry, 2015).
Martinovic¢ i sar. (2016) ukazuju da tokom kratkotrajnog izlaganja TBT-u u ex situ uslovima
kod vrste Mytilus galloprovincialis dolazi i do zna¢ajnih variranja i razlika HR u poredenju sa
periodom predtretmana i da su ta variranja direktno proporcionalna koncentraciji TBT-a.
Takode, u laboratorijskim uslovima kod vrste Perna viridis je uoc¢ena pojava tahikardije kao

odgovor na izlaganje TBT-u (Nicholson, 2003).
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Tabela 2.3. Pregled osjetljivosti HR na specifi¢ne klase ksenobiotika

Biomarkeri

Studija

Vrsta

Prirodni In
uslovi/Stresor situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

HR
otkucaja/min)

(broj

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Nafta, naftni  ex situ

disperzant S-25

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Jedinke uzorkovane sa
dva lokaliteta i izloZene
razli¢itim
koncentracijama nafte i
naftnog disperzanta kao i
njihovim SmjeSama
tokom 72h u
labaratorijskim uslovima.
Poremec¢aji HR uoceni
tokom izlaganja nafti
koncentaracije od 1 mi/I,
kao i naftnog disperzanta
koncentracije S0ul/1.

Martinovié
2015

i

sar.,

dHr (prosjecna
razlika Hr u
odnosu na period
prije tretmana)

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

TBT-CI ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Jedinke  izloZene u
akvarijumima razli¢itim
koncentracijama (10,
100, 1000 pg/l) TBT-CI
tokom 96h uz konstantnu
temperaturu i salinitet.
Autori ukazali da su
promjene HR bile
zavisne od koncentracije
TBT-Cl i da se HR moze
smatrati pouzdanim
biomarkerom prisustva i
uticaja ksenobiotika.

Martinovié
2016

i

sar.,
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Tabela 2.3. Nastavak

Biomarkeri Studija Vrsta Prirodni In Tehnika Opis Referenca
uslovi/Stresor  situ/ex eksperimenta/Rezultata
situ

HR (broj Studija slucaja  Mytilus edulis Nafta ex situ Laser fiber-opticka Jedinke izlagane Bakhmet i sar., 2009
otkucaja/min), fotopletizmografija  razli¢itim
prosjecan HR koncentracijama  nafte
tokom 24 h tokom Sest dana uz

konstantno pra¢enje HR.

Uocene jake fluktuacije i

velika varijabilnost HR

pri  svim ispitivanim

koncentracijama  nafte.

Autori ukazali da je HR

visoko osjetljiv

biomarker prisustva

nafte.
HR (broj Studija slu¢aja  Mytilus edulis Cd, Cu ex situ Laser fiber-opticka Jedinke izlagane Bakhmeti sar., 2012
otkucaja/min), fotopletizmografija  razli¢itim

prosjecan HR
tokom 8h

koncentracijama Cu i Cd
tokom 4 dana uz
konstantno prac¢enje HR.
Uoceno povecanje HR
pri  svim ispitivanim
koncentracijama Cu i Cd.
Takode ukazano da su
promjene  HR tokom
izlaganja Cu i Cd
vremenski zavisne.
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Tabela 2.3. Nastavak

Biomarkeri

Studija

Vrsta

Prirodni In
uslovi/Stresor situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Trec

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Cd ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Pri konstantnoj
temperaturi jedinke
izlagane razlic¢itim
koncentracijama (4, 40 i
100 uM/1) Cd tokom 2h i
pra¢en HR.

Najmanja koncentracija
Cd nije imala nikakav
efekat na HR ispitivanih
jedinki, dok je pri
ostalim ispitivanim
koncentracijama  doslo
do pada HR. Uoceno je
da je T zavisi od
koncentracije Cd, Trec je
bilo duze kod jedinki
koje su izlagane
koncentraciji od 100
uM/L

Martinovié
2013b

i

sar.,

HR
otkucaja/min)

(broj

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Hidrohinon ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

HR pracen u
laboratorijskim uslovima
tokom akutnog izlaganja
(2h)  hidrohinonu u
koncentraciji 1g/1.
Uoceno da dolazi do
smanjenja HR, $§to je
praéeno 1 zatvaranjem
ljustura. Nakon
otklanjanja stresora,
vrijeme koje je bilo
potrebno da se HR vrati
na prvobitne vrijednosti
je iznosilo 3h i 15min.

Kholodkevich i sar.,

2009a
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Tabela 2.3. Nastavak

Biomarkeri Studija Vrsta Prirodni In Tehnika Opis Referenca
uslovi/Stresor  situ/ex eksperimenta/Rezultata
situ
HR (broj Studija slu¢aja  Procambarus Cd, Zn, Cu ex situ CAPMON sistem U laboratorijskim ~ Bini i sar., 2015
otkucaja/min), clarkii uslovima pra¢en HR kod
individualna jedinki koje su izlagane
varijacija HR razli¢itim
(odnos HR nakon koncentracijama Cd i Zn.
izlaganja i HR Prac¢en i HR kod jedinki

prije izlaganja)

koje su izlagane Cd i Zn
tokom 96h, a potom su
izlagane Cu 1 poredene
sa kontrolnim jedinkama.
Rezultati ukazuju da Cd
nije uticao na promjene
HR ispitivanih jedinki,
dok Zn jeste. Takode je
dokazano da kod jedinki
koje su prethodno
izlagane uticaju Cd i Zn
ne dolazi do bradikardije
usled uticaja Cu, dok je
kod kontrolnih jedinki
Cu izazvao bradikardiju,
Sto ukazuje na
adaptiranje jedinki.

43



Tabela 2.3. Nastavak

Biomarkeri

Studija

Vrsta

Prirodni
uslovi/Stresor

In
situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Trec, CVHR

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Deterdzenti

ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Poredenje Trc hakon
osmotskog stresa kod
jedinki koje su prethodno
izlagane razlic¢itim
koncentracijama
deterdzenata (0.33 mg/l i
1.9 mg/l).

Vece vrijednosti Trec SU
bile kod jedinki koje su
izlagane  koncentraciji
deterdzenta od 0.33 mg/l.
Autori zakljuéuju da su
manje koncentracije
deterdZenta viSe toksi¢ne
za ispitivanejedinke, jer
u ovim uslovima jedinke
nisu potpuno zatvorile
svoje ljusture, S§to je bio
slu¢aj kada su izlagane
koncentraciji od 1.9
mg/l.

Kuznetsova

Kholodkevich, 2015

HR (broj
otkucaja/min),
stres indeks (stress
index — SI)

Studija slucaja

Pontastacus
leptodactylus

Hidrohinon

ex situ

Laser fiber-opticka
fotopletizmografija

Pracenje HR kod jedinki
koje su izlagane
hidrohinonu tokom 1h i
tokom 24 h.

Tokom kratkotrajnog
izlaganja hidrohinonu od
1h doslo je do povecanja
HR i S, dok je izlaganje
od 24 h dovelo do
znacajne tahikardije kod
ispitivanih jedinki.

Kuznetsova
2010

sar.,
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2.5.2. Otvorenost ljustura (VG) kao fizioloski biomarker kod $koljki

Skoljke imaju dvokapku ljusturu koja ima primarno zastitnu ulogu. U prirodnim
uslovima ljusture Skoljki su otvorene i viSe od 70 % vremena zbog obavljanja fizioloskih
procesa — respiracije i ishrane (Kramer i Foekema, 2001; Redmond i sar., 2017). Zatvaranje
ljustura na duzi vremenski period predstavlja reakciju — odgovor na stres (Kramer i sar., 1989;
de Zwart D. i sar., 2006; Borcherding, 2006; Martinovic¢ i sar., 2015), pa se varijabilnost VG i
drugi (statisti¢ki) parametri vezani za VG smatraju dobrim upozoravajuéim signalima
promjena u ekosistemu (Redmond i sar., 2017).

Moze se izdvojiti nekoliko parametara koji se koriste kao biomarkeri: broj individua
koje su zatvorile ljusture i/ili duzina vremena tokom kojeg su ljusture otvorene/zatvorene
(Kramer i sar., 1989; de Zwart L. L. i sar., 1999; Kramer i Foekema, 2001), potpuno zatvorene
ljusture duzi period — izbjegavanje stresa, brzo 1 naizmjeni¢no otvaranje i zatvaranje ljustura
(Hartmann i sar., 2016), broj adukcija (Durrieu i sar., 2016), broj promjena od otvorenih ka
zatvorenim ljuSturama i obrnuto — frekvencija tranzicije (Hartmann i sar., 2016), veli¢ina ugla
izmedu ljustura (Robson i sar., 2007) (Tabela 2.4).

Prva istrazivanja vezana za VG kod skoljki datiraju jo§ iz 1909. godine gdje je
koris¢en mehanicki sistem za pracenje promjena VG kod dagnji (Marceau, 1909). Pracenje
VG pomocu elektromagnetnog sistema su prvi put primjenili Kramer i sar. (1989) kao sistem
za rano upozorenje zagadenja akvati¢nih ekosistema. Pored ovog sistema, danas je za pracenje
VG skoljki u upotrebi i oprema zasnovana na magnetnom sistemu sa Hall senzorima
(elektromagnetni senzor koji radi na principu Holovog efekta — efekat koji nastaje kada se
poluprovodnik kroz koji teCe struja unese u magnetno polje) (Wilson i sar., 2005; Robson i
sar., 2007), kao i metoda zasnovana na fiber-optickim senzorima (Frank i sar., 2007).
Medutim, kako svi ovi tipovi opreme podrazumijevaju ‘“kontakt” sa eksperimentalnim
jedinkama i na taj na¢in dodatno mogu uticati na stres jedinki, Redmond i sar. (2017) razvijaju
opremu koja je bazirana na upotrebi lasera koji detektuje promjene VG iz daljine, bez kontakta
sa eksperimentalnim jedinkama. Metodologija koja ne podrazumijeva kontakt sa
eksperimentalnim jedinkama je 1 metoda snimanja jedinki i pokreta ljustura kamerom
(Riisgard i sar., 2006). Takode, treba napomenuti i mogucnost vizuelnog pracenje pokreta

ljuStura kod eksperimentalnih jedinki (Kholodkevich i sar., 2009a), medutim ovakva
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metodologija je izvodljiva iskljucivo u laboratorijskim uslovima i to u akutnim testovima, i ne
omogucuje kontinuirano pracenje, ve¢ samo pracenje promjena u odredenom momentu, pa je
samim tim najmanje pouzdana. Danas postoji nekoliko komercijalnih monitoring sistema za
pracenje stepena otvorenosti ljustura skoljki kao biomarkera, poput Mosselmonitor i Dreissena
Monitor (Bae i Park, 2014).

Kao i kod sr¢anog ritma, osim ksenobiotika, na varijabilnost otvorenosti ljusture u
uslovima multistresa uticu i brojni ekoloski faktori, o ¢emu se takode mora voditi racuna pri
postavci 1 interpretaciji rezultata dobijenih biomonitoringom u in situ/ex situ

eksperiementalnim postavkama.

2.5.2.1. Uticaj ekoloSkih faktora na otvorenost ljusSture Skoljki

U prirodnim uslovima, bez uticaja zagadenja ljusture Skoljki su veéi dio vremena
otvorene, na $ta ukazuju Comeau i sar. (2018) kod vrste M. galloprovincialis u in situ
uslovima. Uoceno je da jedinke 97 % vremena drze ljuSture otvorene. Isti autori ukazuju i na
cirkadijalni obrazac u pogledu VG. Gnyubkin (2010) u laboratorijskim uslovima takode
ukazuje na cirkadijalni ritam VG kod iste vrste 1 smatra da je koli¢ina dostupne svjetlosti jedan
od najbitnijih parametara koji uti¢u na varijabilnost VG. Sezonske razlike u varijabilnosti VG
kod vrste Pinna nobilis su pratili i Garcia-March i sar. (2016) u prirodnim in situ uslovima.
Ustanovljena su dva obrazca ponaSanja koji su takode bili vezani za dinamiku dostupne
svjetlosti.

Dostupnost hrane, odnosno koncentracija fitoplanktona u vodi se smatra jednim od
najbitnijih bioloskih parametara koji ima uticaj na VG kod $koljki. U mnogim laboratorijskim
studijama je dokazano da su koncentracija fitoplanktona i stepen otvorenosti ljustura pozitivno
korelisani (Riisgard i sar., 2006; Robson i sar., 2010; Riisgard i Larsen, 2015). Riisgard i sar.
(2006) u ex situ uslovima ukazuju da jedinke vrste M. edulis zatvaraju svoje ljusture kada je
koncentracija alge Rhodomonas sp. manja od 700 éel/l. Takode i u in situ uslovima Riisgard i
sar. (2006) ukazuju da su ove varijable (VG i koli¢ina dostupne hrane) u pozitivnoj korelaciji.
Autori navode da je grani¢na vrijednost koncentracije hlorofila a u prirodnim uslovima iznad

koje jedinke vrste M. edulis drze svoje ljusture otvorene lug/l. U laboratorijskom testu
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gladovanja kod vrste Mytilus edulis, Riisgard i Larsen (2015) ukazuju da jedinke tokom
gladovanja smanjuju stepen otvorenosti ljustura $to je u vezi sa smanjenim stepenom filtracije.

Toksi¢ne fitoplanktonske alge, poput vrsta iz roda Alexandrium, mogu da luce
biotoksine koje u procesu filtracije Skoljke unose u svoj organizam i akumuliraju u svojim
tkivima. Vrlo je interesantno pratiti i utvrditi varijabilnost VG Skoljki kada su toksi¢ne
fitoplanktonske vrste prisutne u vodenom medijumu, posebno u in situ uslovima. U
laboratorijskim uslovima je uocen gotovo identi¢an obrazac promjena VG kod razli¢itih vrsta
Skoljki Crassostrea gigas (Haberkorn i sar., 2011), Pinctada fucata (Kiyohito i sar., 2006) i
Mytilus galloprovincialis (Comeau i sar., 2019), koji se ogleda u povecanju broja adukcija
kada je brojnost toksi¢nih dinoflagelata bila povecana u vodenom medijumu. Pojava veceg
broja adukcija je u sustini promjena ponasanja u cilju Sto efikasnijeg izbjegavanja kontakta sa
toksi¢nim algama i samim tim akumulacije biotoksina u svojim tkivima (Haberkorn i sar.,
2011).

Proces filtracije vode kod skoljki podrazumijeva kako unos hrane tako i respiraciju, pa
se 1 koncentracija kiseonika u vodi dovodi u tijesnu korelaciju sa varijabilno$¢u VG. Porter 1
Breitburg (2016) su u laboratorijskim uslovima pratili uticaj hipoksije na VG kod vrste
Crassostrea virginica. Uoceno je da eksperimentalne jedinke u uslovima hipoksije zatvaraju
ljusture, ali 1 to da kada se izloze uslovima optimalne koncentracije kiseonika jedinke otvaraju
ljusture 1 brzo ih vraéaju u prvobitni poloZaj.

U uslovima osmotskog stresa kod Skoljki dolazi do promjena u VG, kao odgovora na
stres. Tako Kholodkevich i sar. (2009a) kod vrste M. galloprovincialis u laboratorijskim
uslovima prate promjene VG kada se jedinke izloZe jednosatnom naglom sniZenju saliniteta u
vodenom medijumu. U takvim uslovima jedinke odgovaraju zatvaranjem ljuStura koje traje

sve dok se jedinke ne vrate u vodeni medijum sa optimalnim salinitetom.
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Tabela 2.4. Pregled uticaja ekoloskih faktora na otvorenost ljusture $koljki

Posmatrani
parametar

Studija

Vrsta

Ekoloski
faktor/Stresor

In
situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Broj adukcija

Studija slucaja

Pinctada fucata

Toksi¢ni
fitoplankton

ex situ

Magnetni  sistem
sa Hall senzorima

Povecanje broja adukcija
sa povecanjem brojnosti
toksi¢nog dinoflagelata
Heterocapsa
circularisquama, sa
vracanjem jedinki u Cistu
morsku vodu broj adukcija
je odmah poceo da se
smanjuje

Kiyohito i sar., 2006

Broj adukcija

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Toksi¢ni
fitoplankton

ex situ

Magnetni  sistem
sa Hall senzorima

Povecan broj adukcija kod
jedinki koje su izloZene
brojnosti toksi¢nog
dinoflagelata Alexandrium
minutum od 1000 ¢el./l u
odnosu  na  kontrolne
uslove

Comeau i sar., 2019

Stepen otvorenosti
ljustura

Kontinuirani
real-time
monitoring

Mytilus
galloprovincialis

Prirodni uslovi

in situ

Magnetni  sistem
sa Hall senzorima

Jedinke sa Hall senzorima
postavljene na uzgajaliSte i
tokom 10 dana je pracen
stepen otvorenosti ljustura
u prirodnim  uslovima.
Uocen cirkadijalni ritam u
pogledu otvorenosti
ljustura

Comeau i sar., 2018

Broj adukcija

Kontinuirani
real-time
monitoring

Crassostrea gigas

Prirodni uslovi

in situ

Sistem na bazi
elektronskih
plocica

Tokom perioda od 18
mjeseci pracen VG kod
jedinki 1 uporedo praéena
aktivnost enzima GST i
AChE. Dokazana
zavisnost izmedu
ispitivanih enzima i VG,
Sto ukazuje pogodnost
upotrebe VG za procjenu
kvaliteta vode.

Durrieu i sar., 2016
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Tabela 2.4. Nastavak

Posmatrani Studija Vrsta Ekoloski In Tehnika Opis Referenca
parametar faktor/Stresor  situ/ex eksperimenta/Rezultata
situ
Zatvaranje i Studija slu¢aja  Mytilus Osmotski stres  exsitu Vizuelno prac¢enje VG pracen u Kholodkevich i sar.,
otvaranje ljustura galloprovincialis laboratorijskim  uslovima 2009a
tokom izlaganja

osmotskom stresu — brzom
smanjenju saliniteta sa 18
%o na 12 %eo.

Uoceno zatvaranje ljustura
tokom  trajanja  testa
saliniteta, kao i ponovno
otvaranje nakon povratka
saliniteta ~ na  pocetne
vrijednosti.

Zatvaranje
otvaranje ljustura

Studija slucaja
i kontinuirani
real-time
monitoring

Mytilus edulis

Fitoplankton,
hlorofil a,
morske struje

ex Ssitu i
in situ

Shimanje
kamerom

U laboratorijskim
uslovima jedinke hranjenje
mikro algama iz roda
Rhodomonas sp. i uoceno
da pri koncentraciji od 700
¢el/l dagnje zatvaraju
svoje ljusture.

U in situ uslovima uo¢eno
da su [ljusture jedinki
otvorene kada je
koncentracija chl a ve¢a od

1pg/l

Riisgard i sar., 2006

Zatvaranje
otvaranje ljustura

Studija slucaja

Perna canaliculus

SoS

ex situ Magnetni  sistem

sa Hall senzorima

Poredenje VG jedinki koje
su imale visok i nizak
procenat prezivljavanja na
vazduhu.  UocCeno da
jedinke koje su imale visok
stepen prezivljavanja na
vazduhu ranije otvaraju
ljusture

Powell i sar., 2017
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Tabela 2.4. Nastavak

Ekoloski
faktor/Stresor

In
situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Uticaj svjetlosti

ex situ

Magnetni  sistem
sa Hall senzorima

Pracen VG tokom dvije
godine i uoceno da koli¢na
svjetlosti ima viSe uticaja
na VG nego S$to imaju
uticaj endogeni faktori.
Tokom dana  jedinke
zatvaraju ljuSture Cesce
nego tokom noci, Sto se
dovedi u vezu sa
izbjegavanjem predatora

Gnyubkin, 2010

Prirodni uslovi

in situ

Magnetna
senzorska oprema
Honeyell

Tokom  dvije  godine
pracen VG i fizicko-
hemijski i bioloski
parametri vode. Uocene
sezonske promjene u VG,
tatnije dva obrazcaVQG,
jedan koji je dominantan
tokom ljeta i drugi
dominantan tokom ostalog
dijela godine. Nije uo¢ena
korelacije VG sa
kiseonikom i chl a, ali je
uoceno da je VG direktno
pod uticajem jaline i
smjera struja.

Garcia-March i sar.,

2016

Posmatrani Studija Vrsta
parametar
Zatvaranje i Kontinuirani Mytilus
otvaranje ljustura  real-time galloprovincialis
monitoring
Zatvaranje i Kontinuirani Pinna nobilis
otvaranje ljustura  real-time
monitoring
Otvorenost Studija slu¢aja  Crassostrea gigas
ljuStura i broj
adukcija

Toksi¢ni
fitoplankton

ex situ

Sistem na bazi
elektromagnetnih
elektroda

UoCen  poveéan  broj
adukcija pri veéim
koncentracijama A
minutum, S$to je odgovor
ponasanja u cilju Sto
efikasnijeg  izbjegavanja
kontakta sa  toksi¢nim
algama

Haberkorn
2011

sar.,
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Tabela 2.4. Nastavak

Posmatrani Studija Vrsta Ekoloski In Tehnika Opis eksperimenta/ Referenca
parametar faktor/Stresor  situ/ex Rezultata
situ

Zatvaranje Kontinuirani Mytilus edulis Izgladnjivanje ex situ Vizuelno pra¢enje  UoCeno da se tokom Riisgard i Larsen,
otvaranje ljuStura  monitoring gladovanja smanjuje 2015

stepen otvorenosti ljustura,

§to je u vezi sa smanjenim

stepenom filtracije i

respiracijom
Ugao izmedu Studija slucaja  Mytilus edulis Fitoplankton ex situ Magnetni  sistem  Uoceno da je ugao izmedu Robson i sar., 2010
ljustura sa Hall senzorima  ljustura  veéi, odnosno

stepen otvorenosti ljustura,

sa povecanjem

koncentracije  hrane u

vodenom medijumu
Zatvaranje Studija slu¢aja  Crassostrea Hipoksija ex situ Strain gauge Uoceno zatvaranje ljustura Porter i Breitburg,
otvaranje ljustura, virginica senzorska oprema  u uslovima hipoksije, kao i 2016

broj adukcija

brzi povratak i otvaranje
ljustura kada se vrati
optimalna  koncentracija
kiseonika u vodi

51



2.5.2.2. Osjetljivost otvorenosti ljusture na razlicite grupe ksenobiotika

U zimskim periodima se velike koli¢ine soli, odnosno NaCl koriste u cilju otapanja
snijega i leda na magistralnim putevima. Na taj nac¢in NaCl dospjeva u vodene ekosisteme i
narusava njihovu ravnotezu. Efekat NaCl kao stresora na promjene VG kod slatkovodne
Skoljke Anodonta anatina u ex situ uslovima je istrazivan od strane Hartmann i sar. (2016).
Testirane jedinke su imale povecanu frekvenciju tranzicije i zatvarale su svoje ljusture na duzi
period. Autori ukazuju da ispitivani parametri mogu biti korisni u ekotoksikoloskim studijama
koje ukljucuju skoljke kao bioindikatore hemijskog stresa.

Varijabilnost VG kod skoljki se javlja i kao odgovor na druge stresore poput
insekticida (npr. Cipermetrina) ili sastojaka kozmetickih proizvoda (npr. Hidrohinon). Efekat
cipermetrina na broj adukcija i zatvaranje ljustura kod vrste M. galloprovincialis je prac¢en u
ex situ uslovima i uoceno je zatvaranje ljustura na duzi period, zavisno od koncentracije i
duzine vremena izlaganja jedinki (Ayad i sar., 2011). Akutni efekat ekstremno visokih
koncentracija hidrohinona na VG kod iste vrste u laboratorijskim uslovima ispitivali su
Kholodkevich i sar. (2009a). Tokom jednosatnog izlaganja hidrohinonu u koncentraciji od 1
g/l jedinke su zatvorile svoje ljuSture. Nakon ispiranja stresora i vracanja jedinki u vodeni
medijum bez stresora jedinke su 1 naredna tri sata drzale ljuSture zatvorene, a potom su tokom
narednih 10h otvarale 1 zatvarale ljusture naizmjeni¢no, nakon Cega su ih u potpunosti
otvorile. Ovakve promjene i varijacije VG i nakon uklanjanja stresora u sustini ukazuju da
jedinke “testiraju” vodu i da im je neophodno odredeno vrijeme da bi povratile svoje
fizioloSke funkcije na prvobitno stanje.

Ispitivanje VG kod vrste M. edulis u laboratorijskim uslovima je pokazalo da su
jedinke osjetljive na naftu i da je pri najve¢im koncentracijama srednja otvorenost ljustura
smanjena, povecano je naizmjeni¢no otvaranje i zatvaranje ljusStura i jedinke su veéi dio
vremena drzale ljusture zatvorene (Redmond i sar., 2017). Rezultati ukazuju da je VG dobar
biomarker za pracenje izloZenosti nafti. Martinovi¢ 1 sar. (2015) ukazuju da je zatvaranje
ljustura kod skoljke M. galloprovincialis u sustini odbrambeni mehanizam koji jedinkama
omogucuje da umanje Stetne efekte tokom izlaganja nafti.

S obzirom da kanalizacione otpadne vode predstavljaju veliki problem i prijetnju

morskom ekosistemu, Beyer i sar. (2013) su pratili uticaj ovog tipa zagadenja na VG kod vrsta
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roda Mytilus. U laboratorijskim uslovima tokom naizmjeni¢nog izlaganja ¢istoj i zagadenoj
vodi u trajanju od devet dana, nijesu uo¢ene nikakve razlike u stepenu otvorenosti ljustura kod
ispitivanih jedinki.

Varijabilnost VG usled uticaja teSkih metala je dokazana u brojnim studijama.
Rezultati akutnih ex situ izlaganja ukazuju da razli¢iti metali imaju razli¢it efekat na VG
ispitivanih jedinki (Fdil i sar., 2006), kao 1 to da iste koncentracije metala imaju razlicit efekat

na VG kod razlic¢itih vrsta Skoljki (Liu i sar., 2015).
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Tabela 2.5. Pregled uticaja razli¢itih grupa ksenobiotika na otvorenost ljusture $koljki

Posmatrani
parametar

Studija

Vrsta

Ekoloski In
faktor/Stresor  situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Broj adukcija
zatvaranje
ljustura

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Cipermetrin ex situ

Sistem baziran na
modifikaciji
induktivnosti
prekidaca

Jedinke izlagane uticaju
pet koncentracija
cipermetrina (50, 100, 200,
400 i 800 pg/l). Generalno,
kada su izlozene uticaju
cipermetrina jedinke
reaguju smanjenjem
stepena otvorenosti
ljustura i poveéanjem broja
adukcija. Sto je
koncentracija veéa, to je i
broj adukcija veéi i
zatvaranje ljuStura je sve
duze. Pri koncentracijama
od 400 i 800 pg/l je doslo
do potpunog zatvaranja
ljustura kao odgovora na
stres. ECsp za potpuno
zatvaranje  ljuStura  je
iznosio 491.67 ug/l.

Ayad i sar., 2011

Frekvencija
tranzicije
izbjegavanje
ponasanja

Studija slucaja

Anodonta anatina

NaCl ex situ

Magnetni  sistem
sa Hall senzorima

Jedinke izlagane razli¢itim
koncentracijama NaCl
Uocena poveéanja
frekvencija tranzicije kao i
zatvaranje ljustura na duzi
period kod jedinki u
funkiciji porasta
koncentracija NaCl

Hartmann
2016

sar.,
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Tabela 2.5. Nastavak

Posmatrani
parametar

Vrsta

Ekoloski In
faktor/Stresor  situ/ex
situ

Tehnika

Opis
eksperimenta/Rezultata

Referenca

Zatvaranje i
otvaranje ljustura

Studija slucaja

Mytilus
galloprovincialis

Hidrohinon ex situ

Vizuelno pracenje

VG pracen u
laboratorijskim  uslovima
tokom akutnog izlaganja
(2h) hidrohinonu u
koncentraciji 1g/1.

Uoceno da dolazi do
zatvaranja ljustura tokom
uticaja stresora. Tek 12h
nakon uklanjanja stresora
je doslo do stabilizacije
VG.

Kholodkevich i sar.,

2009a

% otvorenosti
ljustura, brzo
otvaranje i
zatvaranje
ljustura

Studija slucaja

Mytilus edulis

Nafta ex situ

Laser senzor Koji
prati pokrete
ljustura iz daljine
bez kontakta sa
eksperimentalnim
jedinkama

Pracen VG u
laboratorijskim  uslovima
kod jedinki koje su
izlagane uticaju nafte i
uporedo pracena kontrolna
grupa jedinki. Uocena
Smanjena srednja
otvorenost ljustura,
poveéano naizjeni¢no
otvaranje i  zatvaranje
ljustura, kao i izbjegavanje
ponasanja. Rezultati
ukazuju da je VG dobar
biomarker za pracenje
izloZenosti nafti

Redmond i sar., 2017

% otvorenosti
ljustura

Studija slucaja

Mytilus sp.

Kanalizacione ex situ
otpadne vode

VG senzorski
sistem
implementiran od
strane

IRIS i Biota Guard
AS — Norveska

Pracen VG kod jedinki
tokom devet dana
naizmjeni¢nog  izlaganja
Cistoj 1 zagadenoj vodi.
Nijesu evidentirane
nikakve razlike u VG

Beyer i sar., 2013
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Tabela 2.5. Nastavak

Posmatrani Studija Vrsta Ekoloski In Tehnika Opis Referenca
parametar faktor/Stresor  situ/ex eksperimenta/Rezultata
situ

Zatvaranje i Studija slu¢aja Corbicula fluminea Cu ex situ Magnetni  sistem Uoceno da razli¢ite vrste Liui sar., 2015
otvaranje ljuStura, Hyriopsis cumingii sa Hall senzorima  imaju razli¢itu osjetljivost
broj adukcija Anodonta na iste koncentracije Cu u

woodiana vodenom medijumu
Otvorenost Studija slu¢aja  Mytilus Cu, Cd, Hg, Zn  exsitu Sistem baziran na Uoceno da iste Fdil i sar., 2006
ljustura, galloprovincialis modifikaciji koncentracije razli¢itih
izbjegavanje induktivnosti metala utiCu na razlicite
ponasanja,  broj prekidaca promjene VG. Generalno
adukcija pri uticaju te$kih metala

dolazi kako do potpunog
zatvaranje ljustura, tako i
do poveéanja broja
adukcija
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2.6. Opis vrste Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819

Mytilus galloprovincialis L. 1819, (mediteranska dagnja) (Slika 2.4) je rasprostranjena
u oblasti Sredozemnog i Crnog mora, na atlanskoj obali Spanije, Portugala i Francuske,
sjeverno do Velike Britanije (Gosling, 1992). Najgusce populacije ove vrste u Crnoj Gori se
sre¢u u unutraSnjem dijelu Bokokotorskog zaliva. Vrsta preferira zonu plime i osjeke, najcesce
do 4 metra dubine (Mileti¢, 2016). Mediteranska dagnja je jedna od najcescih vrsta roda
Mytilus, a tu su jo$ i: M. edulis, M. trossulus i M. californianus (Dailianis, 2011). Vrste roda
Mytilus su jedne od glavnih uzgojnih vrsta u sektoru morske akvakulture Sirom Evrope.

Mediteranska dagnja je dominantna uzgojna vrsta u marikulturi u Sredozemnom moru.

Slika 2.4. Mytilus galloprovincialis (Fotografija: Milica Mandi¢)

Mediteranska dagnja ima trouglastu ljusturu koja je spolja crno-modre boje, dok je
unutra$njost ljusture sedefasta. Uloga ljuSture je primarno zaStitna (Dailianis, 2011). U
predjelu umba se nalaze bisusne niti koje sluze za pri¢vr$¢ivanje za tvrdu podlogu. Dagnja
posjeduje stopalo koje joj pomaze pri kretanju, mada je vrsta generalno slabo pokretna i ubraja
se u sesilnu grupu organizama. LjusStura se sastoji od dva kapaka koji su medusobno spojeni
elasticnim ligamentom. Otvaranje i zatvaranje ljustura se vrS$i opuStanjem 1 kontrakcijom
miSica zatvarata — aduktora. Proces otvaranja 1 zatvaranja ljuStura je u tijesnoj vezi sa
stepenom filtracije vode i regulise protok vode kroz plastanu duplju (Gosling, 1992).

Kod mediteranske dagnje je zastupljen filtracioni nacin ishrane. Zbog ovakvog nacina

ishrane mediteranska dagnja se smatra prirodnim “Cistacem” morske vode. Koli¢ina vode koju
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dagnja profiltrira je velika, od autora do autora se prikazuju razliciti podaci. Tako se koli¢ina
vode koju dagnja profiltrira kre¢e od 5 — 6 I/h pa do vise od 7 I/h (Gosling, 2003; Stabili i sar.,
2005; FAO, 2011). Glavni organi hranjenja kod dagnje su $krge i usni nabori, pomocu kojih
vrse filtraciju i ingestiju suspendovanih materija u vodi (IvoSevi¢, 2013). Dakle, uloga Skrga
kod dagnji je dvojaka i veoma vazna kako u procesu respiracije tako i u ishrani. Glavnu hranu
mediteranske dagnje predstavlja fitoplankton, a pored toga vrsta se takode hrani
zooplanktonom, bakterioplanktonom i detritusom (Davenport i sar., 2000; Prato i sar., 2010).
Dominantne fitoplanktonske grupe u ishrani su dijatomeje, dinoflagelate i silikoflagelate
(Jasprica, 2003). Filtracija vode zavisi od koli¢ine rastvorenih materija u vodi, pa tako kada je
koli¢ina rastvorenih materija u vodi mala (naj¢eS¢e tokom zimskih mjeseci) dagnje ne vrse
filtraciju 1 na taj nacin Stede energiju (Gosling, 1992). Suprotno, kada je koli¢ina rastvorenih
materija iznad koncentracije koja odgovara zasi¢enju digestivnog sistema, koli¢ina usvojenih
materija ostaje priblizno konstantna, a visak se izbacuje kao pseudofeces (Ivosevi¢, 2013). Svi
organi osim stopala su pokriveni trepljastim epitelom, pa tako plast i cijela povrSina tijela
imaju ulogu u respiraciji 1 ishrani (Ivosevi¢, 2013; Rakovi¢, 2015).

Skrge kod dagnji dijele plastanu $upljinu na inhalacionu i ekshalacionu komoru. Voda
koja ulazi kroz ulazni (inhalacioni) otvor se usmjerava u inhalacionu, a zatim u ekshalacionu
komoru pomocu cilija na Skrgama i na povrSini plasta, te izlazi kroz izlazni (ekshalacioni)
otvor (Ivosevi¢, 2013). Skrge dagnji su gradene od $krznih vlakanaca na kojima se nalaze tri
vrste cilija (lateralne, laterofrontalne i frontalne) i svaka od njih ima odredenu duzinu,
raspored, smjer 1 ulogu, a Skrzna vlakanca su medusobno spojena i ojacana na nacin §to su
njihove cilije ispreplijetane (Matonickin 1 sar., 1998; Gosling, 2003 — cit. IvoSevi¢, 2013).
Ovakav tip Skrga se oznacava kao filibranhijalne Skrge (Slika 2.5) 1 na osnovu grade Skrga
dagnje su svrstane u podklasu Filibranchia. Ulogu u transportu i prikupljanju hrane pored cilija
ima 1 mukus koji lu¢e mukozne ¢elije Skrznih vlakanaca (Beninger i Dufour, 1996; Beninger 1
sar. 1997; Dufour i Beninger, 2001 — cit. Ivosevi¢, 2013) i kao krajnji rezultat zajednickog
djelovanja cilija je transport za sluz vezanih Cestica hrane prema bazi $krga ili prema njihovim
slobodnim rubovima, odakle se transportnim cilijarnim Zljebovima prebacuju do usnih nabora

(Jargensen, 1990; Gosling, 2003 — cit. Ivosevi¢, 2013).
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Slika 2.5. Vlaknaste — filibranhijalne $krge, P — plast; PD — plastana duplja; S — stopalo; VS — §krzna vlakanca
(Preuzeto sa sajta: https://www.spektrum.de/lexikon/biologie/filibranchia/24484)

Sistem za cirkulaciju kod Skoljki se sastoji od srca, prednje i zadnje aorte i sistema
lakuna 1 sinusa (Eggermont i sar., 2020). Srce je smjeSteno u perikardijumu i sastoji se od
dvije pretkomore i jedne komore (Zeli¢, 2015; Eggermont i sar., 2020). Kroz sistem cirkulise
hemolimfa, a glavni pigmenti su hemocijanin i hemoglobin. Prikaz srca Skoljki sa dorzalne

strane je dat na slici 2.6.
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perikardijalna
duplja

keberov organ

- pretkomora

komora

rektum

Slika 2.6. Prikaz srca $koljki sa dorzalne strane tijela (Preuzeto sa sajta:
https://slideum.com/doc/1629388/classis-bivalvia)

Srce se kod dagnji nalazi na dorzalnoj strani tijela i smjesteno je u blizini bubrega
odnosno Bojanusovih organa (Zeli¢, 2015; Eggermont i sar., 2020). Ka prednjoj strani tijela
od komore srca se nastavljaju prednja i zadnja aorta. Aorte izlaze iz komore na istom nivou, s
tim Sto je zadnja aorta zaokrenuta za 180° 1 ide prema zadnjem dijelu tijela. Zadnja aorta se
ra¢va na dvije glavne arterije, a to su lijeva i desna gastrointestinalna arterija i obje prate prvi
gastrointestinalni segment u zadnjem dijelu tijela. Zadnja arterija takode ima manju granu,
odnosno desnu lateralnu granu koja ide prema plastu. Prednja aorta se ra¢va na lijevu i desnu
prednju gastrointestinalnu arteriju koje prate prvi gastrointestinalni segment u prednjem dijelu
tijela. Ostale grane prednje aorte su: dorzalna palijalna arterija, lijeva i desna lateralna
palijalna arterija i gastri¢na arterija (Eggermont i sar., 2020) (Slika 2.7).

Na ventralnoj strani komore su dva otvora koji je povezuju sa dvije pretkomore i tu se
nalaze atrio-ventrikularni zalisci. Zidovi pretkomora su naborani i imaju brojne divertikulume
¢ija je uloga u filtriranju hemolimfe kao perikardijalna Zlijezda — Keberov organ (Pirie i
George, 1979; Andrews i Jennings, 1993; Seo i sar., 2014). Na ventrolateralnoj strani lijeve i

desne pretkomore ulaze lijeva i desna kosa vena (Eggermont i sar., 2020).
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Slika 2.7. Grada kardiovaskularnog sistema kod vrsta roda Mytilus (Preuzeto iz: Eggermont i sar., 2020)

Fizioloski odgovori organizma na stres se deSavaju na razli¢itim nivoima bioloske
organizacije. Boljim razumijevanjem fizioloskih odgovora kod morskih beski¢menjaka se
mogu bolje predvidjeti moguca ograniéenja njihove aklimatizacije i identifikovati evolucione
adaptacije specifi¢nih osobina nastalih usled dejstva jednog ili viSe stresora (Solan 1 Whiteley,
2016). U zavisnosti od izvora i inteziteta stresa zavisi i samo aktiviranje odgovora organizma,
odnosno mehanizama zaStite 1 strategija prezivljavanja. Dagnje su korisni organizmi za
procjenu stanja Zivotne sredine putem biomonitoring programa jer pruzaju celijske i fizioloske
odgovore/reakcije na razliCita stresna stanja (Garmendia i sar., 2011). Izvori fizioloSkog stresa
kod dagnji mogu biti razli€iti: abioti¢ki stres poput termalnog (Collins i sar., 2019), osmotskog
stresa (Bakhmet 1 sar., 2005) 1 hipoksije (Sui i sar., 2017), potom bioticki stres poput
dostupnosti hrane (Lesser i sar., 2010) i toksi¢nog fitoplanktona i biotoksina (Oliveira F. i sar.,
2020) ili pak razliciti oblici zagadenja (Bakhmet i sar., 2009; Bellas 1 sar., 2014; Prinz i Korez,
2020). U uslovima stresa dagnje prvo zatvaraju svoje ljusture i na taj nacin trenutno Stite
organizam od nepovoljnog djelovanja stresora (Kramer i sar., 1989; Martinovic i sar., 2015).
Tako u uslovima termalnog i osmotskog stresa, dagnje zatvaraju svoje ljuSture, smanjuju
sréani ritam i prelaze sa aerobnog na anaerobni metabolizam (Kholodkevich i sar., 2009a;

Tagliarolo i McQuaid, 2015).
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3. PODRUCJE ISTRAZIVANJA —- BOKOKOTORSKI ZALIV

Bokokotorski zaliv je poluzatvoreni akvatorijum smjeSten na jugoistoku Jadranskog
mora (Slika 3.1). Zaliv zauzima povrsinu od oko 87 km? (Joksimovi¢ i sar., 2016). Na osnovu
morfologije se moze podijeliti u tri manja basena: Hercegnovski zaliv, Tivatski zaliv i
Kotorsko-Risanski zaliv, koji su medusobno povezani tjesnacima Kumbor i Verige
(Bortoluzzi i sar., 2016). Srednja dubina zaliva je 27.3 m, dok maksimalna dubina ne prelazi
65 m (Joksimovi€ 1 sar., 2016). Prema Milojevi¢ (1953) postanak zaliva se pripisuje dejstvu
tektonskih sila i fluvijalne erozije. Dno zaliva je uglavnom prekriveno glinom i glinastim

pijeskom (Lepeti¢, 1965).

Slika 3.1. Bokokotorski zaliv (Fotografija: https://www.google.com)

Struje u zalivu pri povrSini imaju uglavnom izlazni tok, koji primarno zavisi od
vjetrova, dok u pridnenim slojevima strujanje ima ulazni tok koji uglavnom zavisi od priliva
slatkih voda (Bellafiore 1 sar., 2011). U unutraSnjem dijelu zaliva se od jesenjeg do prolje¢nog
perioda javljaju i vertikalne struje koje podiZu nutrijente i detritus sa dna i time doprinose
kvantitativnom povecanju nutrijenata u vodi i ve¢oj produktivnosti (Mandi¢ S. i sar., 2016).

Slatke vode koje dolaze sa kopna, kao i iz podzemnih izvora imaju zna¢ajan uticaj na
fizi€ko-hemijske parametre vode u zalivu. U zaliv se uliva 9 rijeka i ¢etiri podzemna izvora od

kojih je jedan na samom ulazu u zaliv (Bellafiore i sar., 2011). Rijeka Skudra i Siroka su
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aktivne tokom cijele godine, dok su ostale rijeke aktivne samo za vrijeme kasne jeseni, zime
ili ranog proljeca. Svi ovi izvori i rijeke dobijaju vodu iz Lov¢enskog i Orjenskog masiva gdje
se nalazi 1 najkiSovitije podruc¢je u Evropi, Crkvice sa 5840 mm godisnjih padavina (Magas,
2002 — cit. Pestori¢, 2013).

Zaliv se takode karakteriSe 1 obilnim padavinama u periodu od jeseni do proljeca, Sto
takode ima velikog uticaja na fizicko-hemijske parametre vode. Tako su u periodu od jeseni
do proljeca usled velikog priliva slatke vode sniZene vrijednosti temperature 1 saliniteta, Sto se
posebno odrazava na povrsinski sloj vode, dok je tokom ljeta situacija suprotna, odnosno usled
manje koli¢ine ili potpunog odsustva padavina, kao 1 manjeg priliva slatke vode sa kopna,
dolazi do povecéanja temperature i saliniteta vode, posebno u povrsinskom sloju.

Boja vode u zalivu se kre¢e od plave do zelenkaste, a tokom perioda jakih kisa usled
spiranja zemljiSta sa okolnog terena boja moze biti i braon-Zuta. Providnost vode se kre¢e u
opsegu od 3 do 16 m (Mandic S. i sar., 2016) zavisno od perioda godine i uslova koji u tom
periodu preovladuju.

Zaliv je pod intenzivnim negativnim antropogenim pritiskom, usled konstantnog rasta
broja stanovnika, kao i sve veceg broja kruzera (Stankovi¢ i sar., 2011; Joksimovi¢ 1
Stankovié, 2012). Ovi faktori dovode do sve veéeg organskog opterecenja zaliva. Posebno
treba ista¢i jo§ uvijek neregulisani kanalizacioni sistem, gdje se otpadne vode ispustaju
direktno u zaliv. Takode je neophodno pomenuti bivSse brodogradiliste koje je smjeSteno u
Bijeloj i koje je izvor toksi¢nog grita, koji je neadekvatno odlozen. Zbog svega navedenog,
jasno je da je u skorijoj buduénosti neophodno implementirati urgentni monitoring zagadenja
(integrisani hemijski 1 bioloSki monitoring) u cilju pravovremenog djelovanja i sprijeCavanja

negativnih posledica po morski ekosistem, kao 1 samog Covjeka.
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4. CILJEVI

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je optimizacija sistema za kontinuirano pracenje
statusa voda obalnog mora koris¢enjem fizioloSkih biomarkera mediteranske dagnje: sr€anog
ritma 1 pokreta ljusture.

Tokom kontinuiranog eksperimenta u trajanju od godinu dana ispitana je osjetljivost
odabrane vrste i automatizovanog ex situ sistema na prirodna variranja ekoloskih faktora (koji
su praceni mjeseCnom dinamikom).

Ispitana je pouzdanost sistema za rano upozorenje, varijabilnost fiziolo§kih biomarkera
kod dagnje, optimalno vrijeme koriS¢enja odabranog bioindikatora u procesu kontinuiranog
biomonitoringa, kao i nedostaci postojeCeg biomonitoring sistema u cilju njegovog daljeg
usavrSavanja 1 implementacije, uklju€ujuéi i unapredenja postojeéeg automatizovanog sistema
za pracenje sr¢ane aktivnosti u dijelu vezanom za transfer i obradu signala.

Primjenjivost odabranih fizioloskih biomarkera u pasivhom biomonitoringu na
nativnim jedinkama mediteranske dagnje sa odabranih lokaliteta u gradijentu zagadenja
ispitana je na odabranoj studiji sluc¢aja u Bokokotorskom zalivu.

Istrazivanja u okviru ove disertacije treba da daju doprinos u primjeni biomonitoring
sistema zasnovanog na pracenju fizioloskih parametara dagnje kao sistema za rano
upozorenje, koji bi u kombinaciji sa ekoloskim monitoringom, baziranim na odredivanju
fizicko-hemijskih 1 bioloskih parametara, omogucio potpuniji uvid u stanje morskog
ekosistema, rano otkrivanje ekosistemski relevantnih promjena ekoloskih faktora 1

blagovremeno upozorenje na potencijalne akcidentne situacije izazvane hemijskim stresorima.

64



5. MATERIJAL | METODE
5.1. Eksperimentalna postavka

Eksperimentalna postavka je obuhvatala kontinuirani biomonitoring, tj. primjenu
automatizovanog sistema za Kkontinuirani monitoring fizioloSkih odgovora dagnji na
uzgajaliStu Skoljki u Orahovcu i studiju slu¢aja, tj. primjenu automatizovanog sistema za
procjenu ekotoksikoloskog stanja odabranih lokaliteta u Bokokotorskom zalivu.

Kontinuirani monitoring fizioloskih odgovora dagnji, u trajanju od godinu dana je
obuhvatao pracenje bazalnog HR 1 VG skoljki u kontrolnim uslovima, bez prisustva stresora,
definisanje opsega prirodne individualne i grupne varijabilnosti eksponiranih jedinki u funkciji
vremenske varijabilnosti (sezonska dinamika, starenje jedinki). Tokom kontinuiranog
monitoringa fizioloskih odgovora dagnji izvodeni su testovi saliniteta mjesecnom dinamikom
u trajanju od godinu dana, sa ciljem pracenja promjena sréanog ritma, stepena i trajanja
zatvorenosti ljustura Skoljki u uslovima ekstremnog stresa 1 pracenja oporavka jedinki i grupe
eksponiranih individua od stresa, definisanja opsega individualne i grupne varijabilnosti u
odgovoru na stres i oporavku na stres u funkciji vremenske varijabilnosti (sezonska dinamika,
starenje eksponiranih individua) i adaptacije na stres tokom ekperimentalnog perioda.

U studiji slucaja uzorkovane su reprezentativne populacije Skoljki sa odabranih
lokaliteta u Bokokotorskom zalivu tokom dvije sukcesivne godine. U laboratoriji Instituta za
biologiju mora izvodeni su testovi saliniteta na automatskom sistemu u cilju pracenja
promjena fizioloskih markera i vremena potrebnog za oporavak nakon stresa u funkciji
procjene fizioloskog stanja jedinki/populacija sa razli€itih lokaliteta u gradijentu zagadenja. U
okviru studije slucaja izvrSeno je koreliranje bioloSkog odgovora sa podacima fizicko —

hemijskog i bioloskog monitoringa morske vode odabranih lokaliteta od interesa.
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5.1.1. Kontinuirani monitoring fizioloSkih odgovora dagnji

Kontinuirani monitoring HR 1 VG dagnji je sproveden na uzgajaliStu ribe 1 Skoljki u
Orahovcu (Kotorski zaliv), u periodu od 1. aprila 2016. do 31. marta 2017. godine (Slika 5.1).

Automatizovani sistem za kontinuirani monitoring fizioloSkih biomarkera odabrane
bioindikatorske vrste je postavljen ex situ u laboratoriji izgradenoj na samoj obali mora. U
laboratoriji su instalirani akvarijumi sa proto¢nim sistemom. Kroz akvarijume je konstantno
proticala morska voda, koja se sistemom cijevi i pomocu elektricne proto¢ne pumpe
dopremala sa dubine od 4 m. Ova dubina je odabrana zbog minimalnih varijacija saliniteta, s
obzirom da je Kotorski zaliv pod jakim uticajem slatkih voda kako sa kopna tako i iz
podzemnih izvora u moru, §to znacajno uti¢e na snizavanje saliniteta posebno u povr§inskom
sloju vode. Takode, u prirodnim uslovima, dagnje preferiraju zonu plime i osjeke, najcesc¢e do

4 metra dubine.

; \
Jadran{kn -{more Tizgajaliite ribe i koljki —
3 L - . Orahovac -
¢ X J

Slika 5.1. Uzgajaliste riba i $koljki u Orahovcu

Uslovljeno specifi¢nostima mjerne opreme, za kontinuirani monitoring je koris¢eno 16
jedinki, jer su bila uvezana dva seta opreme za pracenje HR, kao i jedan set (16 kanala) za
pracenje VG skoljki (Slika 5.2). Jedinke priblizno iste duzine (50 mm) su uzete sa uzgajalista,

sa dubine od 4 m i smjeStene u akvarijume, nakon ¢ega su postavljeni senzori za monitoring
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HR i VG. Praceni su slede¢i biomarkeri: HR (broj otkucaja/minuti), VG (%) i broj adukcija.
Tokom jednogodiS$njeg trajanja monitoringa od ukupno 16 jedinki cijeli eksperiment je
prezivjelo 12 jedinki.

Sa ciljem odredivanja prirodne individualne i grupne varijabilnosti eksponiranih
jedinki u funkciji vremenske varijabilnosti odabrane su najbolja, prosjecna i najlosija Skoljka.
Procenat otvorenosti ljustura skoljki 1 konstantnost sr¢anog ritma ispitivanih jedinki svakog
mjeseca tokom trajanja kontinuiranog monitoringa predstavljali su kriterijume za odabir
najbolje, prosjecne i najlosije Skoljke. Sa ciljem analiziranja individualne varijabilnosti tokom
trajanja monitoringa odabrani su pocetni mjesec monitoringa (april 2016), mjesec sredinom

trajanja monitoringa (avgust 2016) i poslednji mjesec monitoringa (mart 2017).

Slika 5.2. Automatizovani sistem za kontinuirani monitoring fizioloskih biomarkera dagnji

Tokom kontinuiranog monitoringa fizioloskih odgovora dagnji, mjeseCnom
dinamikom su izvodeni testovi saliniteta. Test saliniteta, brzo smanjenje (tokom 2—3 minuta)
saliniteta vode za 50 % u odnosu na prirodne vrijednosti, se koristio za procjenu fizioloskog
stanja jedinki (prema Kuznetsova, 2013). Smanjenje saliniteta je postignuto dodavanjem
destilovane vode (prema Turja i sar., 2014). Dagnje su izlagane smanjenom salinitetu u
trajanju od 1 h, nakon Cega je uslijedilo brzo vracanje (tokom 2-3 minuta) saliniteta na
pocetnu vrijednost, tako Sto je voda iz akvarijuma ispustena i zamijenjena sa vodom iz
prirodnog staniSta. Tokom cjelokupnog perioda trajanja testa praceni su temperatura i salinitet

vode. Temperatura i salinitet su mjereni sondom (Multiline P4; WTW). Temperatura vode

67



tokom trajanja testa je varirala £ 0.2 °C u odnosu na temperaturu prije pocetka testa. Tokom
trajanja eksperimenta, HR dagnji je registrovan i cuvan u formatu binarnih (*.bin) i tekstualnih
datoteka (*.txt). U ovom tesu Trec i CVHr su se koristili kao biomarkeri fizioloskog stanja
dagnji (prema Kholodkevich i sar., 2016).

Trec je izraCunat kao vrijeme koje je dagnjama potrebno da nakon testa saliniteta
povrate inicijani sréani ritam, ritam koji su imale prije izlaganja stresu (Smanjenom salinitetu).
Trec je izraCunat za svaku jedinku posebno, a zatim je izraCunata srednja vrijednost Trec Za grupu
eksponiranih jedinki. Koeficijent varijacije sr¢anog ritma CVHr (%) je izraCunat po formuli
CVhr = SD/HRm, gdje je SD standardna devijacija, a HRm je srednja vrijednost sré¢anog ritma

analizirane grupe, izmjerena nakon oporavka dagnji (prema Kuznetsova i sar., 2018).

5.1.2. Studija slucaja

Studija slucaja je obuhvatila pracenje HR usled simulacije fizioloskog stresa (brzo
smanjenje saliniteta vode) kod dagnji sa odabranih lokaliteta u Bokokotorskom zalivu:
Dobrota, Stoliv i biv§e brodogradiliste Bijela, tokom dvije sukcesivne godine (Slika 5.3).
Lokaliteti su odabrani na osnovu razli¢itih antropogenih uticaja kojima su izlozeni. Dobrota je
pod jakim uticajem neregulisanih kanalizacionih otpadnih voda, a takode se u blizini nalazi 1
luka Kotor. BivSe brodogradiliste Bijela predstavlja deponiju neregulisanog grita, dok je Stoliv

odabran kao referentna lokacija na osnowvu literaturnih podataka (Martinovi¢ i sar., 2013a).
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Slika 5.3. Lokaliteti na kojima je sprovedena studija slu¢aja

U prvoj godini istrazivanja sa svakog odabranog lokaliteta je uzorkovano 30-35
adultnih jedinki duZzine ljustura (50-60 mm), dok je u drugoj godini istrazivanja sa svakog
odabranog lokaliteta uzorkovano 18-20 adultnih jedinki priblizno iste duZine ljustura (50-55
mm), $to je definisano Naredbom o zabrani lova i stavljanja u promet riblje mladi, nedoraslih
riba i drugih morskih organizama (SI. list CG, 65/15). Uzorkovane jedinke su transportovane
do laboratorije. U laboratoriji je u prvoj godini istrazivanja odabrano 16 jedinki sa svakog od
pomenutih lokaliteta, koje su o¢is¢enje od obrastajnih organizama i na ljusture u regionu srca
su im postavljeni senzori sa ciljem registrovanja HR (kori$¢ena su dva seta opreme za pracenje
HR). U drugoj godini istrazivanja, u laboratoriji je odabrano 8 jedinki sa svakog od pomenutih
lokaliteta, koje su o€iS¢enje od obrastajnih organizama i na ljuSture u regionu srca su im
postavljeni senzori sa ciljem registrovanja HR (korisc¢en je jedan set opreme za pracenje HR).
Grupa od 16 odabranih jedinki u prvoj godini istrazivanja, odnosno 8 odabranih jedinki u
drugoj godini istrazivanja, sa svakog od lokaliteta je potom stavljena u zasebne akvarijume sa
morskom vodom koja je donesena sa lokaliteta na kojima su Skoljke uzorkovane 1

aklimatizovala se tokom naredna 24 h sa primarnim ciljem stabilizacije HR. Nakon

69



stabilizacije HR dagnje su podvrgnute testu saliniteta koji je opisan u poglavlju 5.1.1
ukljucujuéi i opis pracenih biomarkera (Trec i CVHR).

U studiji slu¢aja su se na pomenutim lokalitetima tokom obje godine istrazivanja pratili
slede¢i fizicko-hemijski i bioloSki parametri vode: temperatura, salinitet, koncentracija
kiseonika, sadrzaj nitrita, ukupne koliformne i fekalne koliformne bakterije. Ovi parametri su
izdvojeni na osnovu Uredbe o Kklasifikaciji i kategorizaciji povrSinskih i podzemnih voda
(Sluzbeni list CG, 27/2007). U prvoj godini istrazivanja temperatura i salinitet su mjereni in
situ refraktometrom WY-100. U drugoj godini istrazivanja temperatura i salinitet su mjereni in
situ sondom (Multiline P4; WTW). Tokom obje godine istrazivanja, koncentracija kiseonika u
vodi je odredena metodom po Winkleru (Winkler, 1888), dok je odredivanje sadrZaja nitrita
izvrS§eno metodom Strickland i Parsons (1972) koja je modifikovana prema ,,Protocols for the
joint global ocean flux study (JGOFS) core measurements (1994)”. Za ukupne i fekalne
koliformne bakterije je koris¢ena metoda MEST EN 1SO 9308-1:2011.

5.2. Fizi¢ko-hemijski i bioloSki parametri morske vode i tkiva dagnji

Na uzgajaliStu Skoljki u Orahovcu mjese¢nom dinamikom u trajanju od godinu dana
(april 2016. — mart 2017. godine) su praceni fizicko-hemijski i bioloski parametri morske
vode, sadrzaj biotoksina u tkivu dagnji i kondicioni indeks dagnji. Akumulacija 11 metala u
tkivu dagnji je pracena tokom Cetiri sezone u periodu od aprila 2016. do marta 2017. godine.

Sa ciljem procjene varijabilnosti odgovora eksponiranih jedinki u funkciji uobi¢ajenih
mjesecnih i sezonskih promjena ekoloskih faktora praceni su slede¢i fizi€ko-hemijski i
bioloski parametri morske vode: temperatura, salinitet, koncentracija 1 zasi¢enje kiseonikom,
providnost vode, sadrzaj nutrijenata i koncentracija hlorofila a. VVoda je uzorkovana sa dubine
od 4 m Niskin crpcem zapremine 5 I.

Temperatura i salinitet su mjereni in situ sondom (Multiline P4; WTW). Koncentracija
kiseonika u vodi je odredena metodom po Winkleru (Winkler, 1888). Providnost vode je
mjerena pomocu Secchi diska pre¢nika 30 cm. Odredivanje sadrzaja nutrijenata (nitrata,
nitrita, fosfata, silikata) izvr§eno je metodom Strickland i Parsons (1972) koja je modifikovana

prema ,,Protocols for the joint global ocean flux study (JGOFS) core measurements (1994)”.
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Bioloska analiza morske vode je ukljucivala kvantitativno-kvalitativnu analizu
fitoplanktona, koncentraciju hlorofila a, kao i kvantitativno-kvalitativnu analizu
bakterioplanktona — indikatora fekalnog zagadenja.

Kvantitativna 1 kvalitativna analiza fitoplankona su vrSene metodom po Utermdhlu
(1958), odnosno upotrebom invertnog mikroskopa Leica DMI4000 B uz kori$¢enje komorica
za sedimentaciju zapremine 25 cm?, kao i upotrebom kljuéeva za determinaciju (Cupp, 1943;
Hustedt, 1930; Schiller, 1933, 1937; Peragallo i Peragallo, 1965; Dodge, 1985; Sournia,
1989).

Koncentracija hlorofila a je odredena spektrofotometrijskom metodom, prema APHA
(1995) koja je u skladu sa procedurom koju predlazu Jeffrey i sar. (1997).

Za ukupne 1 fekalne koliformne bakterije je koriS¢ena metoda MEST EN ISO 9308-
1:2015, a za intestinalne enterokoke metoda (MEST EN ISO 7899 - 2:2011). Prvo su
sterilizovani filteri, potom je filtrirano po 100 ml uzorka i napravljena razredenja (10 ml i 1
ml). Inkubacija filter papira na CCA agru za utvrdivanje E. coli na 36 + 2°C je trajala 24 h, a
na Slanetz & Bartley agru za utvrdivanje streptokoka na 36 + 2°C 48h. Potom su na CCA agru
prebrojane karakteristi¢cne modroplave kolonije koje formira E. coli. Filter sa Slanetz &
Bartley agra je prenesen na Bile esculin agar 1 inkubiran najviSe 2h na 44 + 0.5°C. Potom su
izbrojane crne kolonije sa karakteristiénim oreolom kao intestinalne enterokoke.

Za kvantitativnu i kvalitativnu analizu biotoksina u tkivu dagnji je izdvojeno oko 100g
tkiva dagnji koje je smrznuto na -18°C do obrade. Analizirano je ukupno sedam biotoksina
(DA, STX, deSTX, GTX 1,4, GTX 2,3, NEO, 1 C 1,2) po metodologiji koju predlazu Quilliam
1 sar. (1995) 1 AOAC (2005). KoriS¢en je tecni hromatograf visokog pritiska (eng. High
performance liquid chromatography — HPLC) sa DAD i fluorescentnim detektorom. Priprema
uzoraka je obuhvatala: homogenizaciju tkiva, ekstraciju metanolom i siréetnom kiselinom,
centrifugiranje, filtriranje, ekstrakciju na ¢vrstoj fazi i oksidaciju (za saksitoksine). Granice
detekcije i kvantitacije su odredene na osnovu standardne devijacije slijepe probe.

Za kvantitativnu i kvalitativhu analizu metala u tkivu dagnji je takode izdvojeno oko
100 g tkiva koje je do analize smrznuto na -18°C. Analizirano je ukupno 11 metala (Al, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn i Hg) pomocu indukovano kuplovanog plazma-opti¢kog

emisionog spektrometra (ICP-OES), dok je Ziva analizirana pomocu direktnog Zzivinog
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analizatora. Priprema uzoraka je obuhvatala hladno susenje tkiva na -40°C, usitnjavanje i
homogenizovanje. Uzorci su rastvoreni u smjesi azotne kiseline i vodonik-peroksida. Za svaku
seriju uzoraka su pripremljene i dvije slijepe probe (PeroSevi¢ i sar., 2018).

Sa uzgajalista skoljki u Orahovcu (sa dubine od 4 m), tokom jednogodiSnjeg ciklusa,
svakog mjeseca je uzimano po 30 dagnji sa ciljem analize kondicionog stanja jedinki (K1) na
odabranom lokalitetu za eksperiment prema metodi Davenport i Chen (1987). Procedura je
obuhvatala ¢is¢enje ljustura od obrastaja, a zatim kuvanje dagnji u kljucaloj vodi u trajanju od
5 minuta (Slika 5.4). Na digitalnoj vagi preciznosti 0.01 g je mjerena masa skuvanog mesa i

masa prazne ljusture. Kondicioni indeks je izra¢unat po formuli:

masa skuvanog mesa

KI =

*
masa skuvanog mesa + masa ljusture

Slika 5.4. Obrada dagnji za prera¢unavanje kondicionog indeksa po metodi Davenport i Chen (1987)
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5.3. Automatizovani sistem za kontinuirani monitoring fizioloSkih biomarkera

Automatizovani sistem za kontinuirani monitoring fizioloskih odgovora dagnji se
zasniva na dvije biomonitoring metode — metoda za pracenje sréanog ritma dagnji i metoda za
pradenje otvaranja i zatvaranja ljustura skoljki. Ovaj sistem ne ograniava aktivnost Zivotinja i
ne dovodi do stresa kod zivotinja. Moze se koristiti u laboratorijskim uslovima i na terenu, a
prednost koriS¢enja na terenu jeste rana detekcija prisustva potencijalnih ksenobiotika.
Oprema i metode su razvijene u laboratoriji za ekperimentalnu ekologiju Naucno-
istrazivackog centra za ekolosku bezbjednost u Sankt Peterburgu (eng. Scientific Research

Center for Ecological Safety, RAS — SRCES RAS).

5.3.1. Oprema za pracenje sréane aktivnosti (HR oprema)

HR oprema se zasniva na upotrebi neinvazivnog laser fiber-optickog metoda kod
beski¢menjaka koji posjeduju ljusturu (mekusci i rakovi) (Fedotov i sar., 2000; Kholodkevich
i sar., 2013). Oprema za snimanje HR se sastoji od osam senzora (tezina senzora < 2 g) koji se

postavljaju na ljusture dagnji u predjelu srca (Slika 5.5).

Slika 5.5. Polozaj senzora za snimanje sr¢ane aktivnosti dagnji

Senzori su preko fiber optickih kablova povezani sa laserskim optickim fotopletizmografom
(LFOP) koji Salje infracrvene zrake koji osvjetljavaju predio srca. Opticki signali modulisani
sr¢anim kontraktilnim aktivnostima Zivotinja sadrZe informacije o sr€anim aktivnostima.
Nakon odgovarajuceg povecanja 1 filtracije u LFOP, analogni signali se konvertuju u digitalni

oblik preko 14-bit 16-kanalnog analogno-digitalnog konvertora (ADC) i preko USB kabla
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prenose na racunar (PC). Na racunaru se za svaki kanal posebno dobija panel sa trenutnim
informacijama u grafickom 1 numerickom obliku (Slika 5.6). Svaki panel se sastoji od
podrucdja fotopletizmograma (graficki dio) i podrucja trenutnih vrijednosti parametara sréanog
ritma (numeric¢ki dio). Podrucje fotopletizmograma za svaki kanal prikazuje: pocetni digitalni
signal koji se Cita sa izlaza ADC (pocetni fotopletizmogram), sekundarni signal nakon
digitalne obrade (filtracije), nulti nivo signala (0 V), oznake za vrijeme od jedne sekunde,
ograni¢enje minimalnog nivoa (amplitude) sekundarnog signala potrebnog za odredivanje
sranog intervala, detekciju srcanog intervala, broj kanala i boju zastave, informacije o
¢uvanju datoteka, prosjecnu amplitudu pocetnog signala (V). Podrué¢je trenutnih vrijednosti
parametara sr¢anog ritma prikazuje: broj sr¢anog intervala, prosjecan srcani interval (msec),
parametre digitalnog filtera, sréani ritam (broj otkucaja/min), standardnu devijaciju, stres

indeks, promjenu sréanog ritma (%) 1 oznaku cirkadijske aktivnosti (Anonymus, 2013).

bin int & vp flag

Slika 5.6. Panel sa grafickim i numeri¢kim prikazom informacija

Softverski program (VarPulse® software) automatski ¢ita podatke sa ADC-a, odreduje
trajanje svakog srcanog intervala (Blok 1) i onda ratuna skup karakteristika varijabilnosti
sr¢anog ritma (Blok 2) u realnom vremenu, koriste¢i metodu varijacijske pulsometrije (eng.
variation pulsometry — VP) koja se zasniva na studiji distribucije sréanih intervala i analizi
odnosa izmedu oblika i funkcionisanja kardio sistema (Kholodkevich i sar., 2008) (Slika 5.7).
Softverski program VarPulse koristi razli¢ite tipove datoteka i one su predstavljene u tabeli
5.1. (Anonymus, 2013). Sistem za prac¢enje HR oglasava alarmni signal u situacijama kada >

50 % eksponiranih jedinki istovremeno pokazu zna¢ajnu reakciju (Kholodkevich i sar., 2008).
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Slika 5.7. Faze analize podataka za uzorak sr¢anih intervala (obi¢no ne manje od 100 intervala) radi dobijanja

karakteristika varijantnih pulsometara (iz Kholodkevich i sar., 2008)

Tabela 5.1. Tipovi datoteka koje Koristi VarPulse program (iz Anonymus, 2013)

Naziv datoteke Oznaka Format Podaci Napomene
(ekstenzija)

«xxxx_c6 300 YYMMDDhhmmss.bin»  bin Binarna Pocetni signal Cuvanje podataka.
(«xxxx» — korisnik odreduje, «c6» (¢ — datoteka (fotopletizmogram) Jedna datoteka za
«sr¢ani», 6 — broj kanala), «300» (stopa (.bin) za sve kanale sve kanale.
uzorkovanja kanalaADC), «YY» Automatsko
(godina), «<MM» (mjesec), «DD» (dan), prepisivanje u
«hh» (sati), «mm» (minuti) i «ss» 00:00.

(sekunde) — dodaje VarPulse program)

«xxxx_int3_300_YYMMDDhhmmss.txt» int Tekstualna Vrijednosti  sréanih  Cuvanje podataka.
(«xxxx» — korisnik odreduje, «int3» (int — datoteka (.txt) intervala (msec) i Zasebna datoteka
«intervali», 3 — broj kanala), «300» (stopa trenutne  amplitude za svaki kanal.
uzorkovanja kanalaADC), «YY» (mV) Automatsko
(godina), «MM» (mjesec), «DD» (dan), prepisivanje u
«hh» (sati), «mm» (minuti) i «SS» 00:00.

(sekunde) — dodaje VarPulse program)
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Tabela 5.1. Nastavak

Naziv datoteke Oznaka Format Podaci Napomene
(ekstenzija) v
«xXXx_vp3_300_YYMMDDhhmmss.txt»  vp Tekstualna Vrijednosti Cuvanje podataka.
(«xxxx» — korisnik odreduje, «vp3» (vp — datoteka (.txt) Kkarakteristika Zasebna datoteka
«varijabilnost», 3 — broj kanala), «300» varijabilnosti: ~ HR, za svaki kanal.
(stopa uzorkovanja kanalaADC), «YY» SD, SI i druge u Automatsko
(godina), «<MM» (mjesec), «DD» (dan), zavisnosti od verzije prepisivanje u
«hh» (sati), «mm» (minuti) i «ss» programa 00:00.
(sekunde) — dodaje VarPulse program)
«xxxx_cf3_300_YYMMDDhhmmss.txt»  cf Tekstualna Vrijednosti  zastave Cuvanje podataka.
(«xxxx» — korisnik odreduje, «cf3» (cf — datoteka (.txt) (CF) i parametri Zasebna datoteka
«cirkadijska zastava», 3 — broj kanala), cirkadijske aktivnosti  za svaki kanal.
«300» (stopa uzorkovanja kanalaADC),
«YY» (godina), «<MM» (mjesec), «DD»
(dan), «hh» (sati), «mm» (minuti) i «ss»
(sekunde) — dodaje VarPulse program)
«flagl.txt...flag8.txt» (automatski flag Tekstualna Trenutne vrijednosti  Cuvanje podataka.
postavlja VarPulse program) datoteka (.txt) F, CF, HR, SD, Sl, Zasebna datoteka
dHR za svaki kanal.
«xxxX_1h_300_YYMMDDhhmmss.txt»  1h Tekstualna Vrijednosti Cuvanje podataka.
(«xxxx» — Kkorisnik odreduje, «lhy» datoteka (.txt) Kkarakteristika Jedna datoteka za
(jednoCasovna datoteka), «300» (stopa varijabilnosti sve kanale.
uzorkovanja kanalaADC), «YY» Automatsko
(godina), «<MM» (mjesec), «DD» (dan), prepisivanje  na
«hh» (sati), «mm» (minuti) i «ss» svakih sat
(sekunde) — dodaje VarPulse program) vremena.
«ch3_YYMMDDhhmmss.bmp»  («ch3» bmp Graficka Podrucje prikaza Cuvanje podataka.
(3 — broj kanala), «YY» (godina), «xMM» datoteka fotopletizmograma Zasebna datoteka
(mjesec), «DD» (dan), «hh» (sati), «mm>» (.bmp) za svaki kanal.

(minuti) i «ss» (sekunde) — (odreduje

VarPulse program)
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Tabela 5.1. Nastavak

Naziv datoteke Oznaka Format Podaci Napomene
(ekstenzija)
«vp8set.txt» (automatski postavlja set Tekstualna Podesavanja Cuvanje podataka.
VarPulse program) datoteka (.txt) programa Jedna datoteka za
sve kanale.
«flag9.txt» (automatski postavlja - Tekstualna Trenutne vrijednosti  Cuvanje podataka.
VarPulse program) datoteka (.txt) za temperaturu i Kreira VarPulse

praznjenje iz VKT-7 program sa VKT-

racunarske jedinice 7  uredajem i
aplikacijom
Vkt7Easy2.

5.3.2. Oprema za pracenje otvaranja i zatvaranja ljustura skoljki (VG oprema)

Oprema za pracenje otvaranja i zatvaranja ljustura $koljki se sastoji od: 16 magnetnih
senzora (Hall senzor), mikroprocesorskog modula (upravljacke jedinice), senzora za mjerenje
temperature vode i potapaju¢eg modula sa perforiranim plo¢ama na koje se postavljaju Skoljke
I magnetni senzori. Magnetni senzori se oslanjaju na ljusture Skoljki i sluZze za mjerenje
otvorenosti ljuStura (u milimetrima). Potencijalna greSka mjerenja magnetnih senzora iznosi
+0.1 mm. Senzori su kablovima povezani sa mikroprocesorom u kom se analogni signal
transformise u digitalni oblik koji se dalje prenosi na raunar. Na ra¢unaru se ocitavaju grafici
sa vremenom 1 podacima o otvorenosti ljustura. Oprema takode biljezi 1 temperaturu vode, 1
daje numericku 1 grafi¢ku vizualizaciju dobijenih podataka. Potencijalna greska mjerenja
temperaturnog senzora iznosi +0.05 °C. Elektronske komponente VG opreme su dizajnirane
za rad u temperaturnom opsegu od -40 °C do +60 °C. Maksimalna dubina uranjanja
potapaju¢eg modula iznosi 3 m 1 uslovljena je duZinom kablova kojima su magnetni senzori

povezani sa mikroprocesorskim modulom (Slike 5.8 1 5.9) (ALLIANCE, 2015).
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Vizualizacija
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Slika 5.8. Sematski prikaz opreme za pracenje otvorenosti ljustura $koljki (modifikovano po ALLIANCE, 2015)

Slika 5.9. Grafic¢ki i numeri¢ki prikaz informacija o otvorenosti ljustura $koljki i temperaturi vode u realnom

vremenu

VG oprema se moZze koristiti za mjerenja pokreta ljustura Skoljki u rezimu telemetrije
(eng. telemetry mode) ili reZimu slobodnog rada (eng. free running mode). U rezimu
telemetrije aplikacija Biomon.exe komunicira sa mikroprocesorskim modulom i obavlja

slede¢e funkcije: primanje podataka o mjerenjima sa navedenog komunikacijskog porta (eng.
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communication port — COM) ili kodne datoteke, snimanje pocetnih mjerenja kao kodnih
datoteka, primarnu i sekundarnu obradu podataka mjerenja sa numerickim 1 grafickim
prikazom. U rezimu slobodnog rada aplikacija Databiom.exe komunicira sa
mikroprocesorskim modulom i obavlja funkcije automatske registracije podataka i njihovog
skladiStenja na raCunarskom disku i slanja/primanja podataka putem elektronske poste

(ALLIANCE, 2015).

Softverski program (Biomonitor software) ra¢una otvorenost ljustura skoljki na osnovu

formule:

Otvorenost ljustura (mm) = a4 —

1

a0 + Nx(al + Nx(a2 + Nx * a3))

gdje su: Nx — kod senzora; a0-a3 — kalibracioni koeficijenti; a4 — maksimalno rastojanje

izmedu dva magnetna senzora kada su ljusture zatvorene. Softverski program Biomonitor

koristi razli¢ite tipove datoteka i one su predstavljene u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Tipovi datoteka koje koristi Biomonitor program (modifikovano po ALLIANCE, 2015)

Naziv datoteke

Format (ekstenzija)

Napomene

Biomon.exe

Izvr$na programska

datoteka (.exe)

Izvr$na datoteka aplikacije za rezim

telemetrije

Databiom.exe

Izvr$na programska

datoteka (.exe)

Izvr$na datoteka aplikacije za rezim

slobodnog rada

Biomon.ini Konfiguraciona datoteka Tekstualna datoteka za inicijalizaciju
za pokretanje operativnog (poslednje satuvane postavke
sistema (.ini) interfejsa za Biomon.exe)

Databiom.ini Konfiguraciona datoteka Tekstualna datoteka za inicijalizaciju
za pokretanje operativnog (poslednje satuvane postavke
sistema (.ini) interfejsa za Databiom.exe)
Konfiguraciona datoteka Tekstualna datoteka za inicijalizaciju

Grafiki.ini za pokretanje operativnog (poslednje sacuvane graficke postavke

sistema (.ini)

za Databiom.exe)
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Tabela 5.2. Nastavak

Naziv datoteke

Format (ekstenzija)

Napomene

Biomon.grd

Binarna datoteka (.grd)

Datoteka kalibracionih  koeficijenta

mjernih kanala VG opreme

* byt

Binarna datoteka (.byt)

Pocetna mjerenja (kodovi) binarnih
datoteka koja se koriste za dalju

obradu

* txt

Tekstualna datoteka (.txt)

Tekstualne datoteke podataka (podaci

su odvojeni sa ;' za ucitavanje i
obradu u MS Excel-u)

Bytsave\

Direktorijum za ¢uvanje podataka od
strane  Databiom.exe  (automatski

kreiran)

Bytmail\

Direktorijum za podatke primljene
elektronskom postom od strane

Databiom.exe (automatski kreiran)

Bytnotmail\

Direktorijum za Cuvanje podataka od
strane Databiom.exe u slucaju greske
prilikom slanja podataka putem

Interneta (automatski kreiran)

*bmp/*.jpg /*.wmf

Datoteke slike
(-bmp)/(.jpg)/(.wmf)

Datoteke sacuvanih grafikona

Pkzip.exe/Pkunzip.exe

Izvr$na programska

datoteka (.exe)

Datoteke programa za automatsko
arhiviranje/raspakivanje paketa
podataka  prilikom  slanja/prijema
elektronske poste (kompatibilno samo

sa 32-bitnim operativnim sistemom)
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5.4. Obrada podataka
5.4.1. Obrada podataka dobijenih pomoc¢u opreme za praéenje sréane aktivnosti

Kada se pokrene VarPulse program, zadata datoteka se automatski prepisuje svakih 10
sekundi (Anonymus, 2013). Softverski program VarPulse skladisti podatke na rac¢unarskom
disku u formatu binarnih datoteka (*.bin) i u formatu tekstualnih datoteka (*.txt).

VarPulse program omogucuje pregled i analizu podataka iz binarnih datoteka u brzom
rezimu (eng. fast mode) i rezimu u realnom vremenu (eng. real time mode). U okviru brzog
rezima analiza podataka se vr§i maksimalnom dostupnom brzinom procesora, bez prikazivanja
signala (fotopletizmograma i sekundarnih signala) i bez moguénosti promjene postavki ili
brzine analize. Rezim u realnom vremenu omogucuje analizu podataka u realnom vremenu, uz
prikazivanje signala (fotopletizmograma i sekundarnih signala) i uz mogucnost promjene
vecine podesavanja i brzine analize (Anonymus, 2013).

Format tekstualne datoteke omogucuje dalju obradu i analizu podataka kori§¢enjem
Microsoft Excel programa (ALLIANCE, 2015). Tekstualne datoteke su pomoc¢u Excel makroa
konvertovane u format Microsoft Excel radne sveske (*.xlsx), koji je koris¢en za dalju

statistiCku obradu 1 graficki prikaz dobijenih podataka.

5.4.2. Obrada podataka dobijenih pomoc¢u opreme za praéenje otvaranja i zatvaranja

ljustura Skoljki

Podaci dobijeni u rezimu telemetrije se skladiSte na racunarskom disku u formatu
kodnih binarnih datoteka (*.byt) — neobradeni podaci i/ili u formatu tekstualnih datoteka
(*.dat/* .txt) sa obradenim linijama podataka. Kada se pokrene aplikacija Biomon.exe kodne
informacije u binarnom formatu se zapisuju svake sekunde, a podaci u formatu tekstualnih
datoteka se zapisuju svakih 10 sekundi (ALLIANCE, 2015).

U rezimu slobodnog rada aplikacija Databiom.exe skladisti podatke na racunarskom
disku samo u formatu binarnih datoteka (*.byt) (ALLIANCE, 2015). Binarne datoteke su
pomocu aplikacije Biomon.exe konvertovane u format tekstualnih datoteka (*.txt) koji
omogucuje dalju obradu i analizu podataka pomoc¢u Microsoft Excel programa i SuperKlop2.0

programa. Dobijene tekstualne datoteke su pomocu Excel makroa konvertovane u format
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Microsoft Excel radne sveske (*.xIsx), koji je koris¢en za dalju statisticku obradu i graficki

prikaz dobijenih podataka.

5.5. Statisticka obrada podataka

Rezultati jednogodisnjeg ex situ eksperimenta kontinuiranog pracenja HR i VG skoljki,
kao i rezultati pracenja ova dva biomarkera u uslovima stresa (ekstreman pad saliniteta) i
oporavka nakon stresa (mjese¢nom dinamikom) su obradeni deskriptivnom statistikom i
graficki prikazani koris¢enjem Microsoft Excel programa. Normalnost distribucije je
analizirana pomoc¢u Shapiro-Wilk testa.

Za poredenje vrijednosti HR najbolje, prosjeéne i najlosije $koljke tokom prvog i
poslednjeg mjeseca kontinuiranog monitoringa prvo je koris¢en Levenov test homogenosti, a
potom Kruskal-Walis test sa Dunn post hoc komparacijom.

Za poredenje vrijednosti HR najbolje skoljke tokom tri mjeseca (april 2016, avgust
2016, mart 2017) je prvo koris¢en Levenov test homogenosti, a potom Kruskal-Walis test sa
Dunn post hoc komparacijom.

Povezanost fizioloSkih biomarkera odabranog bioindikatora sa varijabilnim ekoloskim
faktorima je utvdena multivarijantim analizama (eng. Principal component analysis — PCA),

koris¢enjem Excel add-in, Addinsoft, 2019, XLSTAT statistical and data analysis solution.

Long Island, NY, USA. (https://www.xlstat.com). Korelacije su utvrdene Parsonovim
korelacionim koeficijentima, na nivou znacajnosti 0.05.

U monitoring studiji slucaja za normalnost distribucije i homogenost varijanse koriS¢en
je Levenov test. Razlike u fizioloskim odgovorima na stres (ekstreman pad saliniteta)
populacija sa razli€itih lokaliteta u gradijentu zagadenja su odredene FiSerovim testom (uz
analizu varijanse ANOVA) koris¢enjem Data Analysis ToolPack in MS Excel 2003 for
Windows.
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

Poglavlje je podijeljeno u tri tematske cjeline. Prva obuhvata rezultate kontinuiranog
monitoringa u trajanju od jedne godine. Prikazani su i prodiskutovani rezultati dobijeni
jednogodi$njim pra¢enjem odabranih fizioloskih biomarkera kod $koljki u ex situ monitoring
sistemu (sréani ritam i pokreti ljusture) sa aspekta dnevne i sezonske dinamike u funkciji
promjenjivih ekoloskih parametara. Drugu cjelinu ¢ini prikaz i diskusija odgovora odabranih
biomarkera na ekstremnu promjenu uslova sredine u kontinuiranom i pasivhom
biomonitoringu. Prikaz tehnickih problema koji su se javili tokom monitoringa, nacina
njihovog prevazilazenja kao i aktivnosti u cilju unapredenja opreme za monitoring u dijelu

prenosa podataka dat je trecoj cjelini.

6.1. Kontinuirani monitoring fizioloskih biomarkera dagnji

Jedan od ciljeva ove disertacije je bio da se ispita prirodna individualna i grupna
varijabilnost fizioloskih odgovora test organizma tokom kontinuiranog ex situ monitoringa u
trajanju od godinu dana. Odabir lokacije, izostanak akcidentnih situacija i direktnog zagadenja
tokom perioda ispitivanja omogucio je odredivanje dnevne i sezonske varijabilnosti odabranih
fizioloskih odgovora u odsustvu znacajnog hemijskog pritiska. Kondiciono stanje jedinki u
testu je praceno mjese¢nom dinamikom na osnovu odgovora test sistema na ponovljene
ekstremne promjene saliniteta. Ovi podaci su neophodni da bi se utvrdila pouzdanost

monitoring sistema u realnim ex situ uslovima u duzem vremenskom periodu.

6.1.1. Kontinuirani monitoring sréanog ritma dagnji

6.1.1.1. Dnevna dinamika sréanog ritma

Na slici 6.1 je prikazan sréani ritam jedne reprezentativne jedinke, sniman svakih deset
sekundi tokom 24 h. Rezultati su prerac¢unati na standardni parametar — broj otkucaja u minuti.
Slika je prikazana samo kao ilustracija koli¢ine dobijenih podataka ovako frekventnim
mjerenjima na dnevnom nivou za svaku od 16 jedinki u monitoring sistemu. U cilju
optimizacije sistema i pojednostavljenja postupka obrade i analize dobijenih podataka,
pristupilo se unapredenju opreme u dijelu automatizacije obrade podataka (Personalna

komunikacija sa Kholodkevich i Kurakin).
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Vrijeme, h
Slika 6.1. Sr¢ani ritam (HR, broj otkucaja/minuti), reprezentativne dagnje “Skoljka 15” iz sistema za kontinuirani monitoring:

HR je mjeren tokom 24 h na svakih deset sekundi



Na osnovu ovako velike koli¢ine podataka dobijene visoko-frekventnim mjerenjima,
za svaku jedinku u monitoringu je bilo moguce odrediti dnevnu dinamiku, odnosno, dijapazon
variranja sr¢anog ritma tokom dana, za svaki dan tokom ispitivanog perioda od godinu dana.
U slucaju akcidentne situacije prilikom primjene ovakvog sistema u monitoringu (npr.
neocekivanog izlivanja nafte, naglog pogorsanja kvaliteta vode zbog ispustenih otpadnih voda,
1 sl.) vazno je da sistem ne zavisi od prirodne dnevne dinamike jedinki, odnosno, da sistem
jednako pouzdano moze detektovati potencijalne promjene sréanog ritma kao direktnog
odgovora na zagadenje, bez obzira u koje se doba dana desi akcidentna situacija na koju
sistem treba oCekivano da odreaguje alarmom.

Dnevne promjene sr¢anog ritma (HR) reprezentativnih jedinki iz monitoring sistema su
ilustrovane slikama 6.2 — 6.6. Rezultati dobijeni mjerenjem HR na svakih 10 sekundi su
kondenzovani i prikazani kao srednje vrijednosti HR za jedan sat tokom 24 h. Na slici 6.2
poreden je HR tri reprezentativne jedinke tokom istog nasumi¢no odabranog dana. Slike 6.3 —
6.5 pokazuju HR iste tri repezentativne Skoljke tokom tri nasumi¢no odabrana dana u
razli¢itim godiS$njim dobima. Na slici 6.6 prikazan je HR jedne specificne jedinke tokom tri
ciljano odabrana dana u toplom periodu. Prikazani rezultati ukazuju da postoje odredene
individualne razlike u sr¢anom ritmu jedinki iz monitoring sistema, ali da sr¢ani ritam ne prati
cirkadijalnu dinamiku u ex situ monitoring sistemu. Razlike u HR u odnosnu na sezonsku
dinamiku bi¢e prodiskutovane dalje u tekstu, ali na ovom mjestu treba ista¢i odsustvo
cirkadijalnog karaktera sranog ritma kod vecine jedinki, bez obzira na godiSnje doba. Nesto
izrazenije promjene HR u rezimu dan — no¢ uocene su samo kod skoljke “2” tokom Ijetnjih
mjeseci, gdje su srednje vrijednosti HR tokom no¢i nesto vece u odnosu na srednje vrijednosti
HR tokom dana. Medutim, ukupno gledajuci, moZe se konstatovati da su promjene HR jedinki

U ex Situ monitoring sistemu zanemarljivo male u rezimu dan — no¢.
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Srednja v rijednost HR, otkneaja/min.

Slika 6.2. Sréani ritam (HR) tri reprezentativne jedinke: Panel a — Skoljka “15”, Panel b — Skoljka “10” i Panel ¢
— Skoljka “4”, iz sistema za monitoring tokom jednog nasumi¢no odabranog dana u septembru 2016. godine.
Prikazane su srednje vrijednosti sréanog ritma (HR, broj otkucaja/minuti) sa standardnom devijacijom za svaki

sat tokom jednog dana (24 h)
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Slika 6.3. Sréani ritam (HR) jedne reprezentativne jedinke (Skoljka “15”) iz sistema za monitoring tokom tri
nasumicno odabrana dana u razli¢itim godi$njim dobima 2016. godine (Panel a — proljece, Panel b — ljeto, Panel ¢
— zima). Prikazane su srednje vrijednosti sr¢anog ritma (HR, broj otkucaja/minuti) sa standardnom devijacijom za

svaki sat tokom jednog dana (24 h)
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Slika 6.4. Sréani ritam (HR) jedne reprezentativne jedinke (Skoljka “10”) iz sistema za monitoring tokom tri
nasumicno odabrana dana u razli¢itim godi$njim dobima 2016. godine (Panel a — proljece, Panel b — ljeto, Panel ¢
— zima). Prikazane su srednje vrijednosti sr¢anog ritma (HR, broj otkucaja/minuti) sa standardnom devijacijom za

svaki sat tokom jednog dana (24 h)
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Slika 6.5. Sr&ani ritam (HR) jedne reprezentativne jedinke (Skoljka “4”) iz sistema za monitoring tokom tri
nasumicno odabrana dana u razli¢itim godi$njim dobima 2016. godine (Panel a — proljece, Panel b — ljeto, Panel ¢
— zima). Prikazane su srednje vrijednosti sr¢anog ritma (HR, broj otkucaja/minuti) sa standardnom devijacijom za

svaki sat tokom jednog dana (24 h)
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Slika 6.6. Sréani ritam (HR) jedne specifi¢ne jedinke (Skoljka “2”) iz sistema za monitoring tokom tri ciljano
odabrana dana 2016. godine (Panel a — 22.05.2016, Panel b — 22.06.2016, Panel c — 22.07.2016). Prikazane su
srednje vrijednosti sréanog ritma (HR, broj otkucaja/minuti) sa standardnom devijacijom za svaki sat tokom
jednog dana (24 h)
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Promjene HR akvati¢nih organizama na dnevnom nivou predstavljaju individualnu
karakteristiku i deSavaju se pod uticajem razli¢itih endogenih i egzogenih faktora. Ansell
(1973) je pratio dnevni ritam potro$nje kiseonika i broja otkucaja srca kod morske krabe
Cancer pagurus i uocio maksimalnu potrosnju kiseonika i najvece vrijednosti HR tokom noc¢i.
Kuznetsova i sar. (2010) ukazuju da dugotrajno povecanje HR u no¢nom periodu kod vrste
Pontastacus leptodactylus odrazava posebnosti ponaSanja rakova odnosno njihovu noénu
aktivnost narocito vezano za ishranu. Kod vrste Chlamys farreri utvrdene su promjene HR
tokom jednog dana, pri ¢emu do znacajnog povecanja sr¢anog ritma dolazi tokom no¢i, tj. u
periodu od 01 — 08 h i od 17 — 19 h, $to se takode tumaci ve¢om aktivnos$éu ove vrste tokom
noc¢i (Xing i sar., 2019). Candido i Romero (2006) ¢ak ukazuju da razlic¢ite populacije iste
vrste pokazuju izrazite razlike u promjenama HR tokom dana. Autori konstatuju da su kod
populacije slatkovodne vrste Skoljki Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819) iz lotickog
ekosistema srednje vrijednosti HR vece tokom dana u odnosu na no¢, dok su srednje
vrijednosti HR kod populacije iz lentickog ekosistema bile niZe 1 veoma stabilne tokom dana,
tj. nijesu pokazale fluktuacije u rezimu dan — no¢.

Opste je poznato da dagnje naseljavaju staniSta koja karakteriSe ritmi¢ka promjena
stepena uronjenosti u vodeni medijum (plima — oseka) ali i ¢esta kolebanja fizicko-hemijskih
parametara vode (temperatura, salinitet, rastvoreni kiseonik). U istrazivanju koje je sproveo
Gudimov (2008) srednje vrijednosti HR kod vrste Mytilus galloprovincialis su bile vece u
popodnevnim satima, u odnosu na no¢ i jutro. U toku jednog dana HR je ponekad varirao od 0
do 22 otkucaja/min. Autor smatra da znacajno smanjenje stepena otvorenosti ljustura i blagi
porast HR tokom dana ukazuju na redovan ili ,,uobi¢ajen* stres 1 zaStitnu strategiju Skoljki
(narocito protiv predatora).

Tokom kontinuiranog monitoringa sprovedenog u okviru istrazivanja za potrebe ove
disertacije, ispitivane jedinke su bile smjesStene u akvarijume sa stalnim protokom vode, bile
su konstantno uronjene u vodu i nalazile su se u relativno stabilnim hidroloskim uslovima, §to
je najvjerovatnije uticalo na neznatnu varijabilnost HR u rezimu dan — no¢. Na sli¢ne rezultate
ukazuje i Nicholson (2002) kod vrste Perna viridis, kod koje takode nijesu bile vidljive
dnevne varijacije HR pri relativno stabilnim uslovima sredine. Prema Trueman i sar. (1973)

pri stabilnim hidroloSkim uslovima i kada su jedinke konstantno uronjene u vodu, osim u
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slu¢aju duzeg zatvaranja ljustura Skoljki ili u sluc¢aju adukcija, fluktuacije sréanog ritma su
neznatne.

Na osnovu dobijenih rezultata, zakljucuje se da dnevna dinamika ne predstavlja faktor
koji bi znac¢ajno uticao na konzistentnost i pouzdanost odgovora monitoring sistema u slucaju

akcidentne situacije u bilo koje vrijeme tokom dana ili no¢i.

6.1.1.2. Dinamika sr¢anog ritma tokom jednogodiSnjeg monitoringa

Jedan od ciljeva ove disertacije je takode bio da se ispita i prirodna varijabilnost
eksponiranih jedinki u funkciji vremena. Ovi rezultati bi trebali da ukazu na optimalni
vremenski okvir u kome se ocekuje stabilan individualni i grupni odgovor jedinki u sistemu.
Koliko je to eksperimentalna postavka i duzina trajanja monitoringa dozvolila, u€injen je
pokusaj da se odgovori na pitanje da li varijabilnost sréanog ritma u monitoring sistemu zavisi
od variranja ekoloskih faktora, sezonske dinamike uslovljene biologijom vrste, ili SU U pitanju
starenje jedinki odnosno “zamor” monitoring sistema.

Rezultati trend analize promjena srednje dnevne vrijednosti HR u funkciji vremena su
prikazani na slikama 6.7 — 6.10. Za sve $koljke, prikazani su rezultati za ista dva (nasumic¢no
odabrana) dana tokom svakog mjeseca monitoringa. Po pravilu, vece varijacije HR zabiljezene
su u prvoj polovini perioda monitoringa koji se poklapa sa toplijim periodom godine (proljece
— ljeto). U drugoj polovini sprovodenja kontinuiranog monitoringa (tokom jesenjeg i zimskog
perioda) varijacije HR kod vecine jedinki nijesu bile tako izrazene. MoZe se primjetiti da se
srednje vrijednosti HR kod ispitivanih jedinki smanjuju tokom trajanja monitoringa, ali je

trend znacajno izrazen samo kod dvije jedinke (Slika 6.10).
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Slika 6.7. Trend analiza srednje dnevne vrijednosti HR: Panel a — “Skoljka 5, Panel b — “Skoljka 12” i Panel ¢ —

“Skoljka 15 za period april 2016 — mart 2017. godine. Linearan trend nije statisti¢ki znacajan
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Slika 6.8. Trend analiza srednje dnevne vrijednosti HR Skoljke “8” (Panel a), Skoljke “13” (Panel b) i Skoljke

“15” (Panel c¢) za period april 2016 — mart 2017. godine. Linearan trend nije statisti¢ki znacajan
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Slika 6.9. Trend analiza srednje dnevne vrijednosti HR Skoljke “4” (Panel a), Skoljke “9” (Panel b) i Skoljke

“16” (Panel c) za period april 2016 — mart 2017. godine. Linearan trend izrazen, ali nije statisticki znacajan
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Slika 6.10. Trend analiza srednje dnevne vrijednosti HR Skoljke “6” (Panel a) i Skoljke “10” (Panel b) za period

april 2016 — mart 2017. godine. Linearan trend izrazen i statisti¢ki znacajan

Srednje dnevne vrijednosti HR ispitivanih jedinki su po pravilu najve¢e u prvom
mjesecu monitoringa (april 2016). Ve¢ od narednog mjeseca (maj 2016), pa kontinuirano
tokom kasnog proljeca, ljeta i jeseni, kod vecine jedinki dolazi do pada vrijednosti HR. Tokom
poslednjih mjeseci monitoringa (zima) kod vecine jedinki vrijednosti HR biljeZe stagnaciju ili
blagi trend porasta, ali poslednjeg mjeseca monitoringa (mart 2017) vrijednosti HR ni kod
jedne jedinke ne dostizu vrijednosti zabiljeZzene prvog mjeseca monitoringa (april 2016).

Poredenje sréanog ritma najbolje (Skoljka “15”), prosje¢ne (Skoljka “10”) i najlosije
Skoljke (“4”) tokom prvog (april 2016. godine) i poslednjeg mjeseca kontinuiranog

monitoringa (mart 2017. godine) je prikazano u tabelama 6.1 i 6.2. Date su srednje vrijednosti,
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medijana i standardna devijacija sr¢anog ritma, kao i rezultati Kruskal-Wallis testa sa Dunn
post hoc komparacijom.

Dobijeni rezultati ukazuju da postoji znatna razlika izmedu sréanog ritma ove tri
Skoljke tokom aprila mjeseca. Vrijednosti HR najbolje i prosjeéne Skoljke tokom prvog
mjeseca monitoringa se medusobno ne razlikuju, ali su statisticki znacajno razli¢ite od
vrijednosti HR najlosije skoljke.

Tokom poslednjeg mjeseca monitoringa, vrijednosti HR prosjecne i najlosije Skoljke
bile su medusobno sli¢ne, ali su se statisticki znacajno razlikovale od vrijednosti HR najbolje
Skoljke.

Tabela 6.1. Statisticka analiza HR najbolje, prosje¢ne i najlosije Skoljke tokom aprila 2016; X — srednja
vrijednost HR; MED — medijana HR; SDwr — standardna devijacija HR

Skoljka X MED SDwr Kruskal-Wallis test Dunn post hoc komparacija
Najbolja 21.03 2057 232

Prosjecna 19.53 19.80 2.49 H =295.36 najlosija < prosjec¢na = najbolja
Najlosija 1589 11.07 10.11 P <0.05

Tabela 6.2. Statistika HR najbolje, prosje¢ne i najlosije Skoljke tokom marta 2017; X — srednja vrijednost HR;
MED — medijana HR; SDwr — standardna devijacija HR

Skoljka X MED SDhr Kruskal-Wallis test Dunn post hoc komparacija
Najbolja 17.73 1815 197

Prosje¢na 9.53 955 0.9 H=2978.51 najlosija = prosjecna < najbolja
Najlosija 985 963 122 P <0.05

Poredenje sréanog ritma najbolje Skoljke za tri mjeseca po izboru april 2016 (prvi
mjesec monitoringa), avgust 2016 (sredina perioda monitoringa) i mart 2017. godine
(poslednji mjesec monitoringa) dato je u tabeli 6.3. Prikazane su srednje vrijednosti, medijana
i standardna devijacija sr¢anog ritma najbolje skoljke, kao i rezultati Kruskal-Wallis testa sa
Dunn post hoc komparacijom. Dobijeni rezultati ukazuju da postoji statisticki znac¢ajna razlika

izmedu sréanog ritma najbolje Skoljke tokom ova tri mjeseca.
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Tabela 6.3. Statistika HR najbolje $koljke tokom aprila 2016, avgusta 2016. i marta 2017; X — srednja vrijednost
HR; MED — medijana HR; SDwr — standardna devijacija HR

Mjesec X MED SDnr Kruskal-Wallistest ~ Dunn post hoc komparacija
April 2016 21.03 20,57 232
Avgust 2016 1352 1361 141  H=3440.04

April 2016 > Mart 2017 > Avgust 2016
Mart 2017 1773 1815 1.97 p<0.05

Osim prethodno prikazane individualne, analizirana je i grupna varijabilnost sréanog
ritma tokom trajanja kontinuiranog monitoringa. U tabeli 6.4 su prikazane srednje mjesecne
vrijednosti HR za 16 jedinki sa standardnom devijacijom, kao i minimalne i maksimalne

vrijednosti za svaki mjesec tokom jednogodiSnjeg perioda istrazivanja.

Tabela 6.4. Vrijednosti HR tokom jednogodi$njeg monitoringa; X — srednja vrijednost HR (broj otkucaja u
minuti, n = 16); SDur — standardna devijacija HR; Min — minimalna vrijednost HR; Max — maksimalna
vrijednost HR

Mjesec X (otkucaja/minuti)  SDrr Min Max
April 2016 20.32 5.18 3.77 50.42
Maj 2016 19.02 5.47 3.35 49.72
Jun 2016 18.63 10.08 2.85 54.55
Jul 2016 16.69 7.97 3.06 53.25
Avgust 2016 16.13 9.37 4.06 54.05
Septembar 2016 14.28 6.52 2.94 49.59
Oktobar 2016 12.52 521 2.60 51.58
Novembar 2016 12.72 4.36 2.47 27.44
Decembar 2016 14.23 5.04 3.32 34.95
Januar 2017 14.36 4.63 3.51 31.09
Februar 2017 14.36 4.70 3.03 31.09
Mart 2017 14.63 4.38 3.38 29.65

Najveca srednja vrijednost sr¢anog ritma je zabiljeZena tokom aprila mjeseca 2016.
godine (prvi mjesec monitoringa) i iznosila je 20.32 otkucaja/minuti, a najmanja tokom
oktobra 2016. godine, 12.52 otkucaja/minuti. Generalno, promjene srednje vrijednosti HR
podudaraju se sa individualnim trendovima jedinki koje ¢ine grupu, ali razlike izmedu sezona i

mjeseci nijesu izraZzene. Najnize srednje vrijednosti sranog ritma su registrovane tokom
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jeseni, nakon Cega se biljezi blagi porast tokom poslednjih (zimskih) mjeseci monitoringa.
Maksimalne izmjerene vrijednosti HR znacajno variraju (od 27.44 do 54.55 otkucaja/minuti),
a najvise vrijednosti su zabiljeZzene tokom toplijih mjeseci, uprkos padu srednjih vrijednosti
HR registrovanom u ovom periodu u odnosu na po¢etak monitoringa. Minimalne vrijednosti
HR tokom monitoring perioda variraju u uskom rasponu. Shapiro-Wilk test je pokazao
normalnu distribuciju vrijednosti HR (W = 7.94, p > 0.05).

Na fizioloSke odgovore jedinki direktan uticaj imaju promjene uslova spoljasnje
sredine, ali pri interpretaciji dobijenih podataka treba uzeti u obzir i endogene faktore, koji
takode imaju uticaj na fizioloske odgovore jedinki kako bi se dobila relevantnija slika o
njihovom fizioloskom stanju. lako neki autori, kao npr. Bakhmet i Khalaman (2006) navode
da fluktuacije HR kod 8koljki predstavljaju individualnu karakteristiku, ne smije se zanemariti
¢injenica da promjene uslova spoljasnje sredine imaju direktan uticaj na fizioloske procese
akvati¢nih organizama. Medu ekoloskim faktorima u morskom ekosistemu koji dominantno
uti¢u na vitalne funkcije morskih beski¢menjaka isticu se temperatura i salinitet.

Hagger i sar. (2010) su istrazivali sezonske varijacije HR kod plave dagnje Mytilus
edulis i ustanovili su veée vrijednosti HR u periodu april — avgust u odnosu na period oktobar
— mart. Takode, Bakhmet i sar. (2019) ukazuju da su vrijednosti HR kod vrsta iz roda Mytilus
vece tokom toplijih mjeseci u odnosu na hladnije mjesece istraZivanja.

Varijacije HR kod Skoljki su zavisne i od koli¢ine dostupne hrane u vodenom
medijumu (Widdows, 1973; Hagger i sar., 2010; Cheng i sar., 2018; Bakhmet i sar., 2019), ali
i od reproduktivnog ciklusa (Widdows, 1973; Hagger i sar., 2010; Bakhmet i sar., 2019).
Prema Bakhmet i sar. (2019) dostupnost hrane i reproduktivni status u pojedinim periodima
godine imaju vedi uticaj na varijacije HR nego §to to ima temperatura koja se smatra jednim
od najbitnijih ekoloskih parametara. Bakhmet (2017) ukazuje da kod vrste Mytilus edulis
dolazi do povecanja HR sa povecanjem brojnosti fitoplanktona u vodi, na §ta ukazuju i Cheng
i sar. (2018) kod vrste Perna viridis. Hagger i sar. (2010) ukazuju da kod vrste Mytilus edulis
dolazi do povecanja HR tokom ljetnjeg perioda, dok su u isto vrijeme stepen filtracije i
usvajanje hrane smanjeni. Prema Hagger i sar. (2010) vece vrijednosti HR tokom toplijih
mjeseci su se poklopile i sa periodom mrijesta i obnove gonada nakon mrijesta. Tokom

kontinuiranog monitoringa za potrebe ove disertacije nije pracena reproduktivna aktivnost

99



ispitivanih jedinki, ali rezultati Gvozdenovi¢ (2020) ukazuju da se kod mediteranske dagnje
Mytilus galloprovincialis u Bokokotorskom zalivu mrijest deSava tokom zime i proljeca dok je
tokom ljetnjih mjeseci vecina jedinki u stadijumu mirovanja.

Analiza individualne i grupne varijabilnosti jedinki u sistemu za monitoring nije
pokazala jasan sezonski karakter sr€anog ritma. Da bi se odgovorilo na pitanje da li i u kojoj
mjeri uoCena varijabilnost HR zaista predstavlja individualnu karakteristiku jedinki ili
pokazuje jasnu zavisnost od promjenljivih fizicko-hemijskih 1 bioloskih karakteristika

medijuma, pristupilo se analizi uticaja ekoloskih faktora na src¢ani ritam.

6.1.2. Uticaj ekoloskih faktora na sréani ritam

Tokom jednogodisSnjeg kontinuiranog monitoringa fizioloskih biomarkera dagnji
mjesecnom dinamikom je pracen veci broj fizickih, hemijskih i bioloskih parametara kvaliteta
vode na lokalitetu sa koga je zahvatana voda za monitoring sistem. U ovom poglavlju
prikazani su rezultati i prodiskutovan je uticaj ovih ekoloskih faktora na sréani ritam. Analiza
je posluzila da se utvrdi zavisnost sréanog ritma jedinki u sistemu za monitoring od

uobicajenog variranja ekoloskih faktora u odsustvu ekstremnog stresa.

6.1.2.1. Opsti parametri kvaliteta vode na lokalitetu Orahovac

U tabeli 6.5 su prikazane vrijednosti fizicko-hemijskih parametra morske vode na
uzgajaliStu u Orahovcu tokom jednogodis$njeg perioda istrazivanja.

Temperatura vode se kretala od minimalne vrijednosti 10.7 °C u januaru 2017. godine
do maksimalne vrijednosti 24.4 °C u julu 2016. godine. Srednja godiSnja vrijednost
temperature vode je iznosila 18.18 °C. Ovi rezultati se poklapaju sa rezultatima dosadasnjih
istrazivanja u Bokokotorskom zalivu (Pestori¢ i sar., 2011; Pestori¢, 2013; Drakulovi¢ 1 sar.,
2013; 2017; Mandi¢ S. i sar., 2016; Redzi¢, 2016; Gvozdenovi¢ i sar., 2017). Variranje
temperature u povrSinskim slojevima (do 5m dubine) je karakteristicno za Bokokotorski zaliv
(Krivokapi¢, 2005; Drakulovi¢, 2012) i ono je u skladu sa variranjem temperature povrSinskih

slojeva vode u sjeveroistocnom Mediteranu (Balkis, 2009; Rubino i sar. 2009).
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Tabela 6.5. Vrijednosti fizicko-hemijskih parametara morske vode na uzgajalistu ribe i $koljki u Orahovcu

Datum uzorkovanja  Temperatura Salinitet Providnost Kiseonik Kiseonik Fosfati Silikati Nitiriti Nitrati
°C) (%o) (m) (mg/1) (%) (Hg/l) (Hg/l) (Hg/l) (Hg/l)
20. april 2016 18.0 29.3 10.0 8.04 85.0 3.45 103.0 0.25 9.22
26. maj 2016 17.3 11.8 6.0 7.84 83.0 8.29 173.0 0.92 47.9
29. jun 2016 20.6 29.0 9.0 6.28 66.0 0.92 188.0 0.53 37.3
26. jul 2016 24.4 33.6 10.0 4.30 65.0 4.65 13.7 0.17 15.6
23. avgust 2016 22.2 33.8 10.0 7.23 80.0 7.88 154.0 0.61 36.0
20. septembar 2016 225 34.3 10.0 6.49 69.0 5.63 95.8 0.28 314
25. oktobar 2016 18.9 27.8 9.0 6.21 65.0 6.06 197.0 3.44 97.5
28. novembar 2016 20.0 35.2 7.0 7.11 77.0 22.20 176.0 1.58 19.3
21. decembar 2016 16.3 36.1 12.5 7.40 71.0 8.34 31.2 1.57 20.9
24. januar 2017 10.7 35.5 7.5 7.89 71.0 6.44 97.9 0.39 33.9
20. februar 2017 12.6 315 9.0 8.43 76.0 6.70 46.3 1.03 21.9
22. mart 2017 14.7 33.6 8.0 8.44 79.0 13.83 61.5 1.36 17.61
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Salinitet se kretao od minimalne vrijednosti 11.8 %o u maju 2016. godine do
maksimalne vrijednosti 36.1 %o u decembru 2016. godine. Srednja godiSnja vrijednost
saliniteta je iznosila 30.95 %o. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima prethodnih
istrazivanja u akvatorijumu Bokokotorskog zaliva (Pestori¢ i sar., 2014; Mandi¢ S. i sar.,
2016). Bokokotrski zaliv, posebno unutra$nji dio zaliva je pod intenzivnim uticajem slatkih
voda koje dolaze iz atmosfere, sa kopna, kao i iz podzemnih izvora (Magas, 2002; Bellafiore i
sar., 2011; Mandi¢ S. 1 sar., 2016), pa su u periodima vece koli¢ine padavina uobicajene nize
vrijednosti saliniteta. Drakulovi¢ (2012) i Redzi¢ (2016) navode da je za podruc¢je Orahovca
tokom zimskih i prolje¢nih mjeseci karakteristi¢an vrlo nizak salinitet (sporadi¢no samo 1 %o).
Prema Uredbi o klasifikaciji i kategorizaciji povrSinskih i podzemnih voda (SL. list CG, 02/07)
vrijednosti saliniteta za uzgoj Skoljki moraju biti manje od 40 %o. Rezultati prikazani u tabeli
6.5 pokazuju da vrijednosti saliniteta tokom jednogodi$njeg ciklusa monitoringa nijesu
prelazile ovu vrijednost. Prema Zupan i Sari¢ (2014) niZi salinitet je pogodan za prirast
Skoljki, jer je u oblastima sa ve¢im uplivom slatkih voda (i samim tim nizim salinitetom)
koli¢ina hranjivih materija veca.

Providnost vode se kretala od minimalne vrijednosti 6 m u maju 2016. godine do
maksimalne vrijednosti 12.5 m u decembru 2016. godine. Srednja godiSnja vrijednost
providnosti vode je iznosila 9 m. Providnost morske vode zavisi od vise faktora: koncentracije
fitoplanktona, koli¢ine organskih i neorganskih Cestica, upliva slatkih voda, koli¢ine svjetlosti,
vremenskih uslova. U Bokokotorskom zalivu providnost morske vode varira od 3 do 16 m
(Mandic¢ S. i sar., 2016; Redzi¢, 2016), Sto je skladu sa rezultatima datim u tabeli 6.5.

Koncentracija kiseonika se kretala od minimalne vrijednosti 4.3 mg/l u julu 2016.
godine do maksimalne vrijednosti 8.44 mg/l u martu 2017. godine. Srednja godiSnja vrijednost
rastvorenog Kkiseonika je iznosila 7.13 mg/l. Kada uzmemo u obzir zavisnost rastvorenosti
kiseonika od temperature vode, dobijeni rezultati su 1 ocekivani. Na sli¢an godiSnji gradijent
rastvorenosti kiseonika u Bokokotorskom zalivu ukazuju i Drakulovi¢ i sar. (2013; 2015).
Takode, prema Dorgham i sar. (2004) na smanjenje koncentracije kiseonika u vodi tokom ljeta
utiCe 1 povecana oksidacija organskih materija, dok prema Krivokapi¢ (2005) pored niZe
temperature na povecanje koncentracije kiseonika tokom zime znacajno uticu i vjetrovi. Prema

Mandi¢ S. i sar. (2016) na koncentraciju kiseonika u vodi uti¢u i morske struje. Vece
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vrijednosti zasi¢enja kiseonikom u povrSinskim slojevima vode su rezultat odvijanja
najvaznijeg bioloskog procesa — fotosinteze (Stojanoski i Vukadin, 1996). Prema Uredbi o
Klasifikaciji i kategorizaciji povrSinskih i podzemnih voda (Sl. list CG, 02/07) vrijednosti
zasi¢enja kiseonikom za uzgoj Skoljki moraju biti ve¢e od 70 %. Tokom ovog istrazivanja
vrijednosti zasi¢enja morske vode kiseonikom su uglavnom bile vece od 70 %.

Koncentracija fosfata se kretala od minimalne vrijednosti 0.92 ug/l u junu 2016.
godine do maksimalne vrijednosti 22.20 pug/l u novembru 2016. godine. Srednja godiSnja
koncentracija fosfata je bila 7.86 pg/l. Koncentracija silikata se kretala od minimalne
vrijednosti 13.7 pg/l u julu 2016. godine do maksimalne vrijednosti 197.0 pg/l u oktobru 2016.
godine. Srednja godiSnja koncentracija silikata je bila 111.45 ng/l. Koncentracija nitrita se
kretala od minimalne vrijednosti 0.17 pg/l u julu 2016. godine do maksimalne vrijednosti 3.44
pg/l u oktobru 2016. godine. Srednja godiSnja koncentracija nitrita je bila 1.01 pg/l.
Koncentracija nitrata se kretala od minimalne vrijednosti 9.22 pg/l u aprilu 2016. godine do
maksimalne vrijednosti 97.5 pg/l u oktobru 2016. godine. Srednja godi$nja koncentracija
nitrata je bila 32.37 pg/l.

Nutrijenti predstavljaju vazan faktor za odvijanje procesa u moru, medutim povecan
unos prirodnim ili antropogenim putem moZe dovesti do promjena u ekosistemu. Iz tabele 6.5
vidi se da su koncentracije nutrijenata ve¢e tokom hladnijeg perioda godine. Dobijeni rezultati
su u skladu sa dosada$njim istrazivanjima za oblast Bokokotorskog zaliva (Krivokapi¢, 2005;
Drakulovi¢, 2012; Drakulovi¢ i sar., 2012; 2013; 2015; Joksimovi¢ i sar., 2016). Prema Uredbi
o klasifikaciji 1 kategorizaciji povrSinskih 1 podzemnih voda (Sl. list CG, 02/07) za uzgoj
Skoljki je neophodno da koncentracija nitrita nije ve¢a od 30 pg/l. Koncentracija nitrita tokom
perioda istrazivanja nije prelazila ovu vrijednost.

U tabeli 6.6 su prikazane vrijednosti bioloskih parametra kvaliteta morske vode na

uzgajalistu u Orahovcu tokom jednogodisnjeg perioda istrazivanja.
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Tabela 6.6. Vrijednosti bioloskih parametara morske vode na uzgajalistu ribe i $koljki u Orahovcu

Mjesec Hlorofil a Ukupan Dijatomeje  Dinoflagelate Kokolitoforide  Silikoflagelate  E.coli Enterokoke  Fekalni koliformi  Ukupni koliformi
(mg/m3) mikroplankton (éel/l)  (¢el/l) (¢el/l) (¢el/l) (¢el/l) (¢el/100ml)  (¢el/100ml) (¢el/100ml) (¢el/100ml)

April 2016 1.98 76428 5730 34124 36574 0 2 3 2 4

Maj 2016 1.42 45480 18964 5096 21420 0 1 2 1 2

Jun 2016 0.61 26374 19050 2720 4604 0 12 4

Jul 2016 0.38 17468 10316 960 6192 0 3 0 0 5

Avgust 2016 0.43 18422 11110 5244 2068 0 0 0 0 0

Septembar 2016  0.44 278371 271607 2320 4444 0 0 4 0 2

Oktobar 2016 2.76 53568 40150 2622 10796 0 210 0 217 225

Novembar 2016  1.38 76912 73624 2548 740 0 3 2 5 8

Decembar 2016  0.76 59600 56406 2554 640 0 0 1 7

Januar 2017 1.10 99184 97910 1274 0 0 0 0 0

Februar 2017 2.10 48742 43738 5004 0 0 15 2 2 95

Mart 2017 121 25950 24122 1748 80 0 0 1 3 5
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Koncentracija hlorofila a se tokom jednogodiSnjeg ciklusa kretala od minimalne
vrijednosti 0.38 mg/m?® u julu 2016. godine do maksimalne vrijednosti 2.76 mg/m® u oktobru
2016. godine. Srednja godisnja koncentracija hlorofila a je iznosila 1.21 mg/m3. Prema
Krivokapi¢ 1 sar. (2011) i Joksimovi¢ i Pestori¢ (2012) vece vrijednosti hlorofila a tokom
hladnijeg perioda godine su rezultat veéeg priliva slatke vode i povecanja koncentracije
nutrijenata. Rezultati prikazani u tabeli 6.6 u skladu su sa rezultatima drugih autora za oblast
Bokokotorskog zaliva (Drakulovi¢, 2012; Krivokapi¢ i sar., 2009; Pestori¢, 2013). Vremenske
varijacije hlorofila a se poklapaju sa bimodalnim karakterom abundance fitoplanktona. Veca
brojnost fitoplanktona registruje se tokom kasne zime i ranog proljeca, kao i tokom jeseni, a
manje vrijednosti su karakteristi¢ne za ljetnji period (Pestori¢, 2013).

Brojnost ukupnog mikroplanktona se kretala od 1.7 x 10* ¢el./1 u julu 2016. godine do
2.7 x 10° ¢éel./1 u septembru 2016. godine. Brojnost dijatomeja se kretala od 5.7 x 10% éel./l u
aprilu 2016. godine do 2.7 x 10° éel./I u septembru 2016. godine. Brojnost dinoflagelata se
kretala od 9.6 x 10? ¢éel./l u julu 2016. godine do 3.4 x 10* ¢el./l u aprilu 2016. godine.
Brojnost kokolitoforida se kretala od 80 ¢el./l u martu 2017. godine do 3.6 x 10* ¢el./1 u aprilu
2016. godine. U januaru i februaru 2017. godine kokolitoforida nije bilo u uzorku.
Silikoflagelata nije bilo ni u jednom mjesecnom uzorku sa uzgajaliSta u Orahovcu tokom
perioda istraZivanja.

Fitoplanktonske alge su vrlo vazna komponenta morskog ekosistema, s obzirom na
njihovu esencijalnu ulogu u procesu primarne produkcije, a takode predstavljaju primarni
izvor hrane filtracionim organizmima kao Sto su Skoljke. Neke studije su pokazale da u
obalnim vodama intenzivno hranjenje dagnje moZe uticati na smanjenje brojnosti
fitoplanktona i na manje od 10° éel/l (Dolmer, 2000). Kod razligitih vrsta $koljki je razli¢ita
grupa fitoplanktona primarni izvor hrane, ali generalno kod veéine vrsta su to dijatomeje
(Shumway i sar., 1987; Xu Q. i Yang, 2007). Koja ¢e grupa biti dominantna zavisi i od tipa
vodnog tijela, kao i od strukture fitoplanktonskih zajednica (Compton i sar., 2008).

Mikroplankton koji ¢ine dijatomeje, dinoflagelate, kokolitoforide i silikoflagelate je
imao razliitu dinamiku tokom istraZzivanog perioda i generalno pokazao karakteristiCan
bimodalni ciklus. U gotovo svim istraZzivanim mjesecima u mikroplanktonu su dominirale

dijatomeje, na Sta ukazuju i rezultati dosadasnjih istrazivanja za akvatorijum zaliva (Bosak 1
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sar., 2012; Drakulovi¢ i sar., 2011; 2012; 2013; 2017). Dominantnost dijatomeja se objaSnjava
¢injenicom da je to eurivalentna fitoplanktonska grupa sposobna da se adaptira na razliCite
uslove spoljasnje sredine (Buri¢ i sar., 2007). Dinoflagelate su grupa u koju spada najveci broj
toksi¢nih i1 potencijalno toksi¢nih vrsta koje mogu da luce biotoksine i da uzrokuju Stetna
cvjetanja. Nesto veéa brojnost ove grupe algi (3.4 x 103 ¢el/l) tokom jednogodisnjeg
istrazivanja je zabiljezena samo tokom aprila 2016. godine.

Maksimalna brojnost Escherichia coli od 210 ¢el./100 ml zabiljezena je u oktobru
2016. godine. U avgustu, septembru, decembru 2016, januaru i martu 2017. godine u uzorcima
nije detektovana. Maksimalna brojnost Enterokoka od 12 ¢el./100 ml zabiljeZena je u junu
2016. godine. U julu, avgustu, oktobru 2016. i januaru 2017. godine Enterokoka nije
registrovana. Maksimalna brojnost fekalnih koliformnih bakterija od 217 ¢el./100 ml
zabiljezena je u oktobru 2016. godine. U julu, avgustu, septembru 2016. i januaru 2017.
godine fekalne koliformne bakterije nijesu registrovane. Maksimalna brojnost ukupnih
koliformnih bakterija od 225 ¢el./100 ml registrovana je u oktobru 2016. godine. U avgustu
2016. 1 januaru 2017. godine koliformne bakterije nijesu zabiljezene.

Vrijednosti mikrobioloskih parametara vode su tokom istrazivanog perioda bile u
dozvoljenim granicama koje su propisane Uredbom o klasifikaciji 1 kategorizaciji povrSinskih
I podzemnih voda (SI. list CG, 02/07), osim tokom oktobra 2016. godine kada su i fekalne i
ukupne koliformne bakterije bile iznad maksimalno dozvoljene granice. U istom mjesecu je i
brojnost E. coli prelazila vrijednost od 200 ¢el/100 ml. Dobijene vrijednosti mikrobioloskih
parametara su dosta niZze u poredenju sa literaturnim podacima (npr. Mandi¢ M. i sar., 2012;
Ili¢, 2017). Osnovni izvor fekalnog zagadenja u akvatorijumu Bokokotorskog zaliva su
neregulisani kanalizacioni ispusti (Drakulovi¢, 2012). Na osnovu dobijenih rezultata, sanitarni
kvalitet vode za uzgoj Skoljki je bio zadovoljavajuéi tokom cijelog istrazivanog perioda, osim
tokom oktobra 2016. godine. Ili¢ (2017) ukazuje da dagnje usled filtracionog nacina ishrane
imaju sposobnost akumuliranja E. coli u svojim tkivima, $to indirektno putem lanca ishrane
moze dovesti do trovanja kod ljudi.

U mekom tkivu dagnji sa uzgajaliSta u Orahovcu mjereni su i neki biotoksini, prije
svih domoic¢na kiselina (DA) 1 saksitoksin (STX). Ni u jednom uzorku nije dokazano prisustvo

biotoksina. Dobijene vrijednosti bile su ispod granice detekcije svakog od analiziranih
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jedinjenja. Granice detekcije (GD) i granice kvanitacije (GK) svih sedam ispitivanih
biotoksina su prikazane u tabeli 6.7. Kako je sistem za ex situ monitoring postavljen u
neposrednoj blizini ovog uzgajalista 1 napaja se vodom sa tog lokaliteta, moze se zakljuciti da
jedinke u sistemu za monitoring nijesu bile eksponirane biotokisinima tokom jednogodisnjeg

perioda monitoringa.

Tabela 6.7. Granice detekcije (GD) i granice kvantitacije (GK) ispitivanih biotoksina; DA — domoi¢na kiselina;
STX — saksitoksin; dcSTX — dekarbamoilsaksitoksin; GTX 1,4 — gonuautoksin 1,4; GTX 2,3 — gonuautoksin 2,3;
NEO — neosaksitoksin; C 1,2 — Ce 1,2

Granica DA STX dcSTX GTX14 GTX23 NEO C1,2
(mg/kg)  (ug/kg)  (ug/kg)  (nolkg)  (Mg/kg)  (Mo/kg)  (nglkg)

GD 0.327 51.42 1.168 55.5 8.368 43.9 7.368

GK 0.928 62.32 1.99 7457 14.36 49.8 12.28

Biotoksini kao produkti fitoplanktonskih algi, usled akumulacije u tkivima Skoljki
mogu uéi u lanac ishrane i uzrokovati razli¢ite simptome kod ljudi, a neki od njih mogu imati i
letalan efekat. Odsustvo biotoksina u mesu dagnji posledica je male brojnosti dinoflagelata,
grupe kojoj pripada najveci broj toksi¢nih 1 potencijalno toksi¢nih vrsta. Prema Ujevi¢ 1 sar.
(2010) ukoliko brojnost vrsta iz roda Pseudo-nitzschia ne prelazi 10° ¢el/l, oblast se moze
smatrati sigurnom sa aspekta pojave amnezijskog trovanja kod ljudi. Odsustvo biotoksina u
akvatorijumu Bokokotorskog zaliva pokazala su i ispitivanja Pestori¢ i1 sar. (2019) 1
Gvozdenovic¢ 1 sar. (2020).

U tabelama 6.8.a i 6.8.b su prikazane koncentracije (mg/kg suve mase) 11 metala u
tkivu dagnji sa uzgajali§ta u Orahovcu tokom Ccetiri sezone. Vecina ispitivanih metala pripada

grupi esencijalnih metala dok Cd, Pb i Hg pripadaju neesencijalnim, toksi¢nim metalima.
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Tabela 6.8.a. Koncentracije ispitivanih metala u tkivu dagnji (mg/kg suve mase tkiva)

Sezona Al Cd Co Cr Cu
(mg/kg) (mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)
Proljeée 2016 3923 124 1.13 1.38 7.54
Ljeto 2016 1085  1.37 0.77 0.81 5.22
Jesen 2016 82.2 1.16 0.56 0.67 5.75
Zima 2017 8479 223 0.90 0.89 7.69

Tabela 6.8.b. Koncentracije ispitivanih metala u tkivu dagnji (mg/kg suve mase tkiva)

Sezona Fe Mn Ni Pb Zn Hg
(mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)  (mg/kg)  (mgrkg)
Proljeée 2016 318.2 14.6 3.87 1.81 87.42 0.148
Ljeto 2016 121.1 9.55 1.76 1.41 124.3 0.121
Jesen 2016 104.6 6.26 1.59 1.15 84.1 0.100
Zima 2017 105.9 8.62 2.42 1.47 101.4 0.215

Uocene sezonske razlike koncentracija metala u tkivu dagnji u skladu su sa
dosadasnjim istrazivanjima za oblast Bokokotorskog zaliva (Stankovi¢ i sar., 2011; Perosevi¢ i
sar., 2018). Koncentracije neesencijalnih metala su tokom svih ispitivanih sezona bile niZze od
maksimalno dozvoljenih koncentracija koje su propisane pravilnikom Crne Gore (Sl. list CG,
55/15). Neesencijalni metali mogu biti toksi¢ni 1 pri vrlo niskim koncentracijama 1
koncentracije ovih metala u tkivu vrste Mytilus galloprovincialis se koriste kao indikatori
zagadenja mora (Stankovi¢ 1 sar., 2012). Cd, Pb 1 Hg su stabilni i perzistentni duzi vremenski
period u Zivotnoj sredini, a dagnje kao filtratori mogu da akumuliraju velike koncentracije
ovih elemenata u svojim tkivima i na taj nacin predstavljaju potencijalnu prijetnju u lancu
ishrane. Unos visokih koncentracija Cd i Hg indukuje sintezu metalotioneina Sto predstavlja
dagnje (Stankovi¢ i sar., 2012, Teodorovi¢ 1 KaiSarevi¢, 2015).

Kako je sistem za ex situ monitoring postavljen u neposrednoj blizini uzgajaliSta i
napaja se vodom sa tog lokaliteta, moze se zakljuéiti da su i jedinke u ex situ sistemu za
monitoring tokom jednogodi$njeg monitoringa bile eksponirane istim koncentracijama metala

u vodi (koje nijesu prelazile maksimalno dozvoljene koncentracije), odnosno da je
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akumulacija metala kod jedinki u sistemu za monitoring sli¢na prikazanim koncentracijama u
jedinkama sa uzgajalista.

U tabeli 6.9 su prikazane vrijednosti kondicionog indeksa (KI) dagnji sa uzgajalista
Skoljki u Orahovcu tokom jednogodisnjeg ciklusa. KI je varirao od minimalne vrijednosti

20.33 tokom januara 2017. godine do maksimalne vrijednosti 30.75 tokom maja 2016. godine.

Tabela 6.9. Vrijednosti kondicionog indeksa (KI) dagnji sa uzgajalista $koljki u Orahovcu tokom istrazivanog

perioda
Mjesec Kl
April 2016 25.08
Maj 2016 30.75
Jun 2016 29.59
Jul 2016 24.55
Avgust 2016 22.69

Septembar 2016  26.39
Oktobar 2016 25.92
Novembar 2016  25.06
Decembar 2016  25.33

Januar 2017 20.33
Februar 2017 25.01
Mart 2017 23.58

Na kondicioni indeks uti¢u interakcije razliCitith ekoloskih faktora: temperature,
saliniteta, koncentracije kiseonika, dostupnosti hrane, ali i reproduktivni ciklus (Hrs-Brenko
1973; Margus 1 Teskeredzi¢, 1984; Gosling, 1992; Celik i sar., 2012). Na sezonske varijacije
KI kod dagnji ukazuju mnogi autori (Mladineo 1 sar., 2007; Marinkovi¢, 2010; Gavrilovi¢ 1
sar., 2011; Bhaby, 2015; Mitri¢ i sar., 2016; Gvozdenovié¢, 2020). Prema Zupan i Sari¢ (2014)
kondicioni indeks je vrlo vazan parametar koji ukazuje na kvalitet uzgajanih dagnji.
Vrijednosti KI kod dagnji sa istog lokaliteta tokom sukcesivnih godina se mogu znacajno
razlikovati, Sto je rezultat promjena u reproduktivnoj aktivnosti. Dagnje su poznate po
fleksibilnoj reproduktivnoj strategiji (Gosling, 1992) koja se mijenja u zavisnosti od promjene
ekoloskih faktora staniSta, a samim tim dolazi i do promjena u vrijednostima KI. Ovu

¢injenicu potvrduje i Bhaby (2015) za vrstu Mytilus galloprovincialis.

109



Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.9 vidi se da su vrijednosti Kl relativno stabilne tokom
istrazivanog perioda, Sto ukazuje da je lokacija povoljna za uzgoj dagnji. Na osnovu rezultata
fizicko-hemijsko-bioloskih analiza vode na uzgajalistu, jasno je da se radi o vodi dobrog
kvaliteta, da odsustvo direktnog zagadenja, ali i pozicija uzgajalista, a time i pozicija ex situ
sistema za monitoring obezbjeduju povoljne i relativno stabilne ekoloske uslove i dovoljnu

koli¢inu hrane za mediteransku dagnju.

6.1.2.2. Povezanost sr¢anog ritma i fizicko-hemijskih parametara

Veza izmedu srcanog ritma Skoljki i osnovnih ekoloskih faktora provjerena je
multivarijantnom analizom osnovnih komponenti (PCA — Principal Component Analysis). Za
analizu su koriS¢ene vrijednosti temperature, saliniteta, providnosti vode, koncentracije
rastvorenog kiseonika, procenta zasi¢enosti kiseonikom, koncentracije fosfata, silikata, nitrata
I nitrita (Tabela 6.5), koncentracije hlorofila a (Tabela 6.6) i srednje dnevne vrijednosti
sréanog ritma tri karakteristicne S$koljke za dane u kojima su analizirani fizicko-hemisjki

parametri kvaliteta vode na lokalitetu (Tabela 6.10).

Tabela 6.10. Prosjeéne dnevne vrijednosti sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti) tri karakteristicne $koljke

kori$¢ene za PCA

Datum NajloSija Skoljka  Prosjecna Skoljka  Najbolja Skoljka
“Skoljka 4” “Skoljka 10” “Skoljka 15”
20. april 2016 25.94 17.40 19.75
26. maj 2016 31.87 17.75 20.15
29. jun 2016 21.37 22.35 20.27
26. jul 2016 6.41 16.41 12.96
23. avgust 2016 8.24 14.20 13.44
20. septembar 2016 10.35 9.64 11.86
25. oktobar 2016 ~ 9.88 9.86 14.45
28. novembar 2016 9.34 9.93 10.37
21. decembar 2016 8.62 9.86 14.89
24. januar 2017 8.44 9.76 17.29
20. februar 2017  8.32 9.69 16.25
22. mart 2017 9.89 9.57 18.15
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U tabeli 6.11 su prikazani rezultati Pearsonove korelacije sr¢anog ritma (HR) najbolje,
prosjecne 1 najloSije Skoljke 1 fizicko-hemijskih parametara vode. Znacajna pozitivna
korelacija utvrdena je za HR najloSije i prosje¢ne Skoljke (r = 0.694, p < 0.05), kao i za HR
najlosije i najbolje skoljke (r = 0.726, p < 0.05). Kada su u pitanju fizicko-hemijski parametri
vode i njihova korelacija sa HR, znacajna negativna korelacija (r = -0.824, p < 0.05) saliniteta
1 HR utvrdena je samo kod najlosije skoljke. Vrijednosti HR ni kod jedne od karakteristicnih
jedinki nijesu povezane ni sa jednim drugim parametrom kvaliteta vode. Ocekivano, znacajna
korelacija je utvrdena za koncentraciju kiseonika i temperaturu (r = -0.775, p < 0.05),
koncentracije nitrata i silikata (r = 0.625, p < 0.05) nitrata i nitrita (r = 0.703, p < 0.05), kao i
koncentracije hlorofila a i nitrita (r = 0.647, p < 0.05).
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Tabela 6.11. Pearsonova korelacija HR najbolje, prosjeéne i najlosije skoljke sa fiziko-hemijskim i bioloskim parametrima

Varijable Najlosija  Prosjetna Najbolja  Temperatura, Salinitet, Providnost,  Kiseonik, Kiseonik,  Fosfati, Silikati, Nitiriti,  Nitrati,  Hlorofil a,
Skoljka Skoljka Skoljka °C %0 m mg/l % po/l pg/l po/l pg/l mg/m?3

Najlosija skoljka 1

Prosjecna skoljka 0.694 1

Najbolja skoljka 0.726 0.550 1

Temperatura, °C 0.000 0.408 -0.453 1

Salinitet, %o -0.824 -0.496 -0.558 0.014 1

Providnost, m -0.354 -0.062 -0.239 0.276 0.517 1

Kiseonik, mg/I 0.241 -0.297 0.438 -0.775 -0.127 -0.271 1

Kiseonik, % 0.479 0.070 0.326 -0.264 -0.336 -0.308 0.729 1

Fosfati, pg/l -0.270 -0.514 -0.460 -0.103 0.186 -0.404 0.272 0.331 1

Silikati, pg/l 0.430 0.303 0.107 0.203 -0.454 -0.493 0.000 0.077 0.105 1

Nitiriti, pg/l -0.198 -0.437 -0.186 -0.142 -0.092 -0.061 0.031 -0.207 0.325 0.352 1

Nitrati, pg/l 0.053 -0.070 -0.003 0.049 -0.391 -0.194 -0.199 -0.370 -0.183 0.625 0.703 1

Hlorofil a, mg/m? 0.187 -0.243 0.219 -0.444 -0.319 -0.278 0.370 0.201 0.083 0.266 0.647 0.457 1

Masnim slovima su oznacene statisti¢ki zna¢ajne vrijednosti (p < 0.05)
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Svojstvene vrijednosti korelacione matrice su date u tabeli 6.12. Prve dvije PCA ose
objasnjavaju 52.979 % varijabilnosti, dok prve cetiri PCA ose objasnjavaju skoro 85 %
varijabilnosti. Na slikama 6.11 i 6.12 su predstavljeni rezultati PCA analize. Slika 6.11
prikazuje medusobni odnos svih statisticki znacajnih parametara (ostali nijesu prikazani).
Veoma je vazno $to se individue, bez obzira na znatne medusobne razlike, jasno grupiSu na
osnovu vrijednosti sr¢anog ritma. Takode, jasno se vidi uticaj saliniteta na sr€ani ritam i
znaCajna negativna korelacija HR najloSije Skoljke i saliniteta. Porastom saliniteta opada
sréani ritam. Na slici 6.12 su prikazana grupisana posmatranja na osnovu prve dvije glavne
komponente, na kojoj se vidi jasno razdvajanje toplijih i hladnijih mjeseci. Mada,
interesantnije je dalje razdvajanje unutar grupe toplijih mjeseci i to tako Sto su prva tri mjeseca
monitoringa (april, maj i jun 2016) jasno razdvojeni od naredna tri mjeseca monitoringa (jul,
avgust, septembar). Ovdje treba posebno naglasiti da PCA analizom nije utvrdena znacajna

veza izmedu temperature i sréanog ritma.

Tabela 6.12. Svojstvene vrijednosti korelacione matrice

Glavne Ejgin Udio u ukupnoj Kumulativna

komponente vrijednosti varijabilnosti (%)  varijabilnost (%0)

F1l 3.905 30.037 30.037
F2 2.982 22.942 52.979
F3 2.629 20.221 73.200
F4 1.513 11.635 84.835
F5 0.704 5.412 90.247
F6 0.466 3.588 93.835
F7 0.326 2.511 96.346
F8 0.283 2.178 98.524
F9 0.115 0.885 99.410
F 10 0.051 0.394 99.803
F11 0.026 0.197 100.00
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Slika 6.11. PCA analiza: Prikaz medusobnih odnosa svih analiziranih parametara (prikazani su samo statisticki

znacajni parametri). Prve dvije PCA ose objasnjavaju 53 % varijabilnosti
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Slika 6.12. PCA analiza: Prikaz rasporeda (grupisanja) posmatranja (srednjih mjese¢nih vrijednosti HR) Prve

dvije PCA ose objasnjavaju 53 % varijabilnosti
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Znacajna korelacija izmedu HR najbolje, prosjecne i najlosije skoljke, ukazuje da sve
Skoljke, bez obzira na individualne varijacije, daju isti trend ponasanja, pa se tako mogu i
posmatrati kao grupa, odnosno da se od jedinki u monitoring sistemu moze oc¢ekivati sinhroni
odgovor sréanog ritma.

Statisticki znacajna negativna korelacija saliniteta i HR uocena je samo kod najlosije
Skoljke. Slican trend povezanosti saliniteta i HR je zabiljezen i za prosjecnu i najbolju skoljku,
ali bez statisticke znacajnosti, Sto pokazuje da kod skoljki u dobroj kondiciji varijacije
saliniteta u granicama uobicajenih vrijednosti ne uti¢u na srcani ritam. Tokom jednogodisnjeg
trajanja monitoringa na uzgajalistu u Orahovcu salinitet se kretao u opsegu od 11.8 — 36.1 %eo.
Bayne (1973) ukazuje da kod vrste Mytilus edulis ne dolazi do promjene HR u rasponu
saliniteta 16.3 — 32.3 %o. Prema Nicholson (2002) kod vrste Perna viridis salinitet u Sirokom
rasponu (15 — 35 %o) nije imao znacajnog uticaja na HR, odrazavajuci eurihalnost vrste. Prema
Gosling (2003; 2015) salinitet uti¢e na HR skoljki na taj nacin $to ometa osmotsku ravnotezu
sr¢anog tkiva, ali Skoljke mogu podnijeti izuzetno Sirok raspon saliniteta u svom prirodnom
okruzenju.

U pogledu saliniteta, vrste roda Mytilus spadaju u grupu osmokonformista, pa je kod
njih koncentracija soli u tjelesnim te¢nostima direktno proporcionalna salinitetu morske vode.
U uslovima akutnog osmotskog stresa kod vrsta roda Mytilus dolazi do smanjenja HR, §to je
primarno uslovljeno zatvaranjem ljustura, smanjenim stepenom ili potpunom redukcijom
filtracije, smanjenim unosom kiseonika i prelaskom sa aerobnog na anaerobni metabolizam
(Gracey i Connor, 2016). U uslovima hroni¢nog osmotskog stresa vrste roda Mytilus se
adaptiraju na taj nacin $to mijenjaju koncentracije soli u citosolu, za §ta je po nekim autorima
neophodno i do nekoliko dana (de Vooys, 1991; Gosling, 1991; Hawkins i Bayne, 1992 — cit.
iz Braby i Somero, 2006).

Izostanak znacajne korelacije izmedu HR 1 koncentracije kiseonika je u skladu sa
literaturnim podacima. Nicholson (2002) je pokazao da pri optimalnim koncentracijama
kiseonika, HR kod jedinki vrste Perna viridis pokazuje male varijacije, dok se u uslovima
hipoksije javlja bradikardija. Pri smanjenim koncentracijama kiseonika dolazi do smanjenja
HR kod vrsta Pecten maximus, Mytilus edulis, Modiolus demissus, Noetia ponderosa, Arctica
islandica i Mya arenaria ukazuju (Bayne, 1971; Brand i Roberts, 1973; Lowe i Trueman,
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1972; Taylor i Brand, 1975; Booth i Mangum, 1978; Deaton i Mangum, 1978). Na lokalitetu
Orahovac tokom perioda istrazivanja nije zabiljezen znacajan pad koncentracije rastvorenog
kiseonika niti zasi¢enja vode kiseonikom, pa se moze konstatvati da su jedinke u monitoring
sistemu tokom cijelog perioda bile u povoljnom kiseoni¢nom rezimu.

Opste je poznato da kod ektotermnih organizama, kao §to su vrste roda Mytilus, od
temperature morske vode zavisi i1 temperatura njihovog tijela, Sto se direktno odrazava 1 na
njihove fizioloske funkcije (Kern 1 sar., 2015; Collins 1 sar., 2019). Gosling (2003; 2015),
Hagger i1 sar. (2010), kao i Bakhmet i sar. (2019) ukazuju da postoji pozitivna linearna
korelacija izmedu HR i temperature morske vode kod vrsta iz roda Mytilus. Kod vrsta Mytilus
galloprovincialis, Anodonta cygnea, Aequipecten opercularis i drugih mekusaca je takode
uoCena pozitivna korelacija izmedu temperature i sréane aktivnosti (Sommerville, 1975;
Kamenos i sar., 2006; Kholodkevich i sar., 2009b). Santini i sar. (1999) kod vrste Patella
caerulea ukazuje na statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju HR i temperature. Takode, prema
Nicholson (2002) temperatura ima znacajan pozitivan uticaj na HR vrste Perna viridis.
Znacajan uticaj temperature na HR potvrduju i (Pickens, 1965; Trueman i Lowe, 1971; Lowe i
Trueman, 1972; Coleman N., 1972; 1974; De Fur i Mangum, 1979; Dietz i Tomkins, 1980;
Davenport i Carrion-Cotrina, 1981, Akberali i Trueman, 1985; Braby i Somero, 2006; Xing i
sar., 2019). Uprkos znac¢ajnoj korelaciji temperature i HR kod vrste Mytilus edulis, Bahmet i
sar. (2019) ukazuju da postoje periodi kada temperatura i HR nijesu u korelaciji, kao i da
tokom tih perioda na varijacije HR primarno uti¢e dostupnost hrane, §to je ranije uocio i Loo
(1992). Takode, Bakhmet (2017) ukazuje da kod vrste Mytilus edulis dolazi do povecanja HR
sa povecanjem brojnosti fitoplanktona u vodi, na $ta ukazuju 1 Cheng 1 sar. (2018) kod vrste
Perna viridis.

Rezultati dobijeni tokom jednogodi$njeg monitoringa ukazuju da korelacija izmedu
HR Skoljki 1 temperature nije bila statisti¢ki znacajna, odnosno da uobicajena temperaturna
variranja karakteristicna za odabrani lokalitet ne predstavljaju razlog izrazene varijabilnosti
sr¢anog ritma Skoljki iz monitoring sistema. Razlog za odstupanje od literaturnih podataka
mozemo naci u relativno uskom opsegu variranja temperature (10 — 25 °C) tokom cijele
godine na odabranom lokalitetu. Jasno je iz prethodnog da varijabilnost vrijednosti HR tokom

jednogodisnjeg monitoringa nije posledica temperaturnih razlika izmedu toplijih i hladnijih
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mjeseci. Kako je ve¢ receno, u grupi toplijih mjeseci se prema HR evidentno izdvajaju prva tri
mjeseca monitoringa (april, maj, jun) od naredna tri mjeseca (jul, avgust, septembar), ali
temperatura vode tokom prva tri mjeseca monitoinga ne predstavlja ekstremne vrijednosti
tokom perioda istrazivanja. Naime, temperatura vode je tokom druga tri topla mjeseca visa, a
u periodu jesen — zima niZza nego u prva tri mjeseca), pa se moze zakljuciti da promjene
sr¢anog ritma nijesu posledica niti sezonske dinamike niti temperaturnih promjena. Izrazene
razlike u sr€¢anom ritmu jedinki u monitoringu tokom prva tri mjeseca u odnosu na ostatak
godine ne mogu se dakle tumaciti uticajem ekoloskih faktora ni biologije odabrane vrste. O
razlozima za znatno niZe vrijednosti HR tokom ostalih mjeseci monitoringa u odnosu na
pocCetna tri mjeseca ne moze se zakljuciti na osnovu raspolozivih podataka i rezultata
monitoringa.

Po svemu sudeci, u monioring sistemu treba obratiti paznju na efekat starenja, odnosno
na “zamor” sistema. Sukhotin i sar. (2003) navode da veli¢ina i starost uti¢u na fizioloske
procese plave dagnje Mytilus edulis. Motley (1934) primjecuje da kod slatkovodnih $koljki
efekat starenja dovodi do smanjenja HR. Nasuprot tome, Xing i sar. (2019) kod vrste Chlamys
farreri ukazuju da efekat starenja znacajno uti¢e na HR i smatraju da efekat starenja kod vrsta
Skoljki iz familije kapica dovodi do povecanja HR, $to je u suprotnosti sa rezultatima ove
disertacije.

Tokom kontinuiranog monitoringa na uzgajalistu u Orahovcu eksponirane jedinke su
smjeStene u akvarijume sa stalnim protokom vode, bile su konstantno uronjene i nalazile su se
u relativno stabilnim hidroloskim uslovima. Prema Trueman i sar. (1973) pri stabilnim
hidroloskim uslovima i konstantnoj uronjenosti jedinki u vodu, fluktuacije HR su neznatne,
osim za vrijeme adukcija ili tokom dugotrajnog zatvaranja ljustura Skoljki. Vrste Mytilus
edulis, Anodonta anatina, Mya arenaria i Ostrea edulis pri stabilnim uslovima pokazuju
odredeni nivo aktivnosti sa relativno malim promjenama HR, ali neki autori pokazuju da
tokom vremena moze do¢i do smanjenja HR (Coleman N., 1974; Earll, 1975).

Analiza rezultata dobijenih visoko-frekventnim mjerenjima HR kod eksperimentalnih
jedinki pokazuje da se u vjeStackim ex situ uslovima promjene HR ne podudaraju sa
literaturno navedenim trendovima. Individualne, a posebno grupne prosjeCne mjesecne

vrijednosti HR tokom toplih mjeseci pokazuju blag, ali konstantan pad u odnosu na
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maksimalne vrijednosti zabiljezene u prvom mjesecu monitoringa (polje¢e). Kako se
individualne 1 grupne prosjecne vrijednosti HR u prvom i poslednjem mjesecu monitoringa
znatno razlikuju, uprkos Cinjenici da je monitoring i zapocet 1 zavrSen u proljece, promjene
sréanog ritma jedinki u sistemu za monitoring se ne mogu objasniti sezonskom dinamikom.
Jasno je da jedinke u monitoring sistemu zive u vjestacki stabilnim uslovima koji donekle
niveliSu promenljive in situ uslove. Medutim, u takvim, relativno stabilnim uslovima,
ocekivala bi se manja variranja sr€anog ritma nego Sto su eksperimentalno pokazana. I
individualne razlike u HR se mogu smatrati znatno veéim nego §to bi se ocekivalo od
aklimatizovanih jedinki u kontrolisanim uslovima. Kako je alarmni sistem koncipiran tako da
se aktivira grupnim odgovorom na stres, velike individualne razlike, kao i pad HR u funkciji
vremena upravo mogu da onemogucée sinhroni grupni odgovor i alarmni signal u slucaju
znacajnijeg stresa, ma kakve prirode on bio. O ovome svakako treba voditi racuna kod
odrzavanja sistema za kontinuirani monitoring. Potrebno je mnogo c¢esc¢e analizirati rezultate
mjerenja i na taj nacin pratiti ukupni status jedinki u sistemu. Redovnim pracenjem
individualnog i grupnog statusa eksperimentalnih jedinki, posebno variranja sr€anog ritma kao
jednog od dva osnovna biomarkera na kojima se bazira monitoring sistem, omogucilo bi
isklju¢ivanje nepouzdanih jedinki iz sistema i/ili zamjenu jedinkama stabilnijeg odgovora.
Analizom prikupljenih rezultata mora se konstatovati da je sistem sklon *“zamoru”, S§to
potencijalno moZze kompromitovati pouzdanost monitoring sistema usled nesinhronog ili

nedovoljno jasnog signala (alarma).
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6.1.3. Kontinuirani monitoring pokreta ljusture dagnji
Drugi fizioloski biomarker koji je kontinuirano pracen tokom jednogodiSnjeg
monitoringa je pokret ljustura dagnji, i to preko dva parametra — otvorenosti ljusture i broja

adukcija.

6.1.3.1. Dnevna dinamika pokreta ljusSture

Na slici 6.13 je prikazana otvorenost ljusture jedne reprezentativne jedinke, snimana
svakih deset sekundi tokom 24 h, a na slici 6.14 je zbirni prikaz adukcija svih jedinki u
monitoring sistemu tokom 24 h. Slike ilustruju koli¢inu dobijenih podataka ovako frekventnim
mjerenjima na dnevnom nivou za svaku jedinku u monitoring sistemu. U cilju optimizacije
sistema i pojednostavljenja postupka obrade i analize dobijenih podataka, pristupilo se
unapredenju opreme u dijelu automatizacije obrade podataka (Personalna komunikacija sa
Kholodkevich i Kurakin).

Na osnovu ovako velike koli¢ine podataka dobijene visoko-frekventnim mjerenjima,
za svaku od jedinki u monitoringu je bilo moguce odrediti dnevnu dinamiku, odnosno,
dijapazon variranja otvorenosti ljusture i broja adukcija tokom dana, za svaki dan tokom
ispitivanog perioda. Kao i kod prethodno diskutovanog biomarkera, u sluc¢aju bilo kakve
akcidentne situacije vazno je da sistem za monitoring ne zavisi od prirodne dnevne dinamike
jedinki, odnosno, da sistem sa jednakom pouzdano$¢u moze detektovati akcidentnu situaciju
preko pokreta ljuSture kao direktnog sinhronog odgovora na stres, bez obzira u koje se doba

dana desi akcidentna situacija na koju sistem treba o¢ekivano da odreaguje.
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Slika 6.14. Prikaz adukcija (potpuno i djelimi¢no zatvaranje kapaka ljustura) ispitivanih jedinki tokom jednog dana monitoringa



Promjene VG najbolje, prosje¢ne i najlosije Skoljke tokom jednog odabranog dana
svakog mjeseca trajanja monitoringa su prikazane na slikama 6.15 — 6.18. Rezultati dnevnog
ritma ukazuju da otvaranje i zatvaranje ljustura nije sinhronizovano izmedu ispitivanih jedinki.
Generalno, na osnovu dobijenih rezultata za najbolju, prosjecnu i najlosiju Skoljku, uocavaju
se promjene VG u rezimu dan — no¢ gdje su srednje vrijednosti VG tokom no¢i vece u odnosu
na srednje vrijednosti VG tokom dana. Kod najbolje i srednje Skoljke su zabiljezene vece
srednje vrijednosti VG tokom no¢i u devet od dvanaest odabranih dana tokom jednogodiSnjeg
ciklusa (po jedan dan je odabran svakog mjeseca trajanja monitoringa). Kod najlosije Skoljke
su zabiljezene veée srednje vrijednosti VG tokom noc¢i u Sest od dvanaest odabranih dana

tokom jednogodiSnjeg ciklusa.
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Slika 6.15. Dnevna dinamika otvorenosti ljusture (VG) tri reprezentativne jedinke (Panel a — Skoljka “4”, Panel b

— Skoljka “10” i Panel ¢ — Skoljka “15”) tokom jednog nasumiéno odabranog dana tokom jednogodisnjeg

kontinuiranog monitoringa (maj 2016). Prikazane su srednje vrijednosti VG (mm) sa standardnom devijacijom za

svaki sat tokom jednog dana
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Slika 6.16. Dnevna dinamika otvorenosti ljusture (VG) najbolje $koljke (“15”) tokom tri nasumi¢no odabrana
dana u razli¢itim godi$njim dobima tokom jednogodi$njeg kontinuiranog monitoringa (Panel a — Ljeto, Panel b —
Jesen, Panel ¢ — Zima). Prikazane su srednje vrijednosti VG (mm) sa standardnom devijacijom za svaki sat tokom

jednog dana
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Slika 6.17. Dnevna dinamika otvorenosti ljusture (VG) prosjeéne skoljke (“10”) tokom tri nasumiéno odabrana

dana u razli¢itim godi$njim dobima tokom jednogodi$njeg kontinuiranog monitoringa (Panel a — Ljeto, Panel b —

Jesen, Panel ¢ — Zima). Prikazane su srednje vrijednosti VG (mm) sa standardnom devijacijom za svaki sat tokom

jednog dana
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Slika 6.18. Dnevna dinamika otvorenosti ljusture (VG) najlosije Skoljke (“4”") tokom tri nasumi¢no odabrana
dana u razli¢itim godi$njim dobima tokom jednogodi$njeg kontinuiranog monitoringa (Panel a — Ljeto, Panel b —
Jesen, Panel ¢ — Zima). Prikazane su srednje vrijednosti VG (mm) sa standardnom devijacijom za svaki sat tokom

jednog dana
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Za razliku od prikazanih rezultata koji ukazuju na nesinhronizovanu dnevnu aktivnost
VG ispitivanih jedinki, Ballesta-Artero i sar. (2017) kod vrste Arctica islandica uocavaju
veliku sinhronizovanost dnevne aktivnosti VG. Takode i kod drugih vrsta Skoljki, kao §to su
Mya arenaria, Dreissena polymorpha, Crassostrea gigas i Pinna nobilis je primjecena velika
sinhronizovanost VG (Thorin, 2000; Borcherding, 2006; Mat i sar., 2012; Garcia-March i sar.,
2016).

Comeau i sar. (2018) kod vrste Mytilus galloprovincialis ukazuju na postojanost
cirkadijalnog ritma u in situ uslovima. Gnyubkin (2010) i u laboratorijskim uslovima ukazuje
na cirkadijalni ritam VG kod iste vrste i smatra da je kolic¢ina dostupne svjetlosti jedan od
najbitnijih parametara koji uticu na varijabilnost VG. Uticaj svjetlosti na cirkadijalni ritam VG
potvrduju Wilson i sar. (2005) kod vrsta Mytilus edulis i Astarte borealis, kao i Robson i sar.
(2010) kod vrste Mytilus edulis. Prema Gnyubkin (2010) tokom dana jedinke zatvaraju
ljusture ¢eS¢e nego tokom noci, Sto se dovodi u vezu sa izbjegavanjem predatora, na Sta
ukazuju i Ameyaw-Akumfi i Naylor (1987). Martella (1974) promjene VG u rezimu dan —
no¢, tj. vecu aktivnost plave dagnje tokom no¢i dovodi u vezu sa produkcijom bisusnih niti,
koja je veca tokom noc¢i u odnosu na dan.

Gudimov (2003) ukazuje da u uslovima konstantne izlozenosti neprekidnom protoku
vode, plava dagnja Mytilus edulis tokom perioda mirovanja samo djelimi¢no zatvara ljusture, a
Ameyaw-Akumfi i Naylor (1987) kod neuhranjenih jedinki plave dagnje u uslovima
konstantne uronjenosti u vodu, potvrduju slabu cirkadijalnu ritmi¢nost VG.

Prema Borcherding (2006) VG se moze drasticno promjeniti u zavisnosti od doba
dana. Dnevna periodicnost VG je uocena kod vrsta Corbicula fluminea i Dreissena
polymorpha u uslovima kada ove jedinke nijesu imale dovoljno hrane za svoje metabolicke
potrebe (Borcherding i Volpers, 1994; Ortmann i Grieshaber 2003; Borcherding, 2006).

Tokom proucavanja aktivnosti ljuStura Skoljki u laboratorijskim uslovima moze doci
do promjena njihovog ponasanja karakteristicnog za prirodne uslove (Williams i Pilditch,
1997; Garcia-March i sar., 2016). Da bi se dobile potpune i precizne informacije o uticaju
razliCitih faktora na aktivnost ljustura skoljki najbolje je istrazivanja sprovesti u in situ

uslovima, na Sta ukazuju i Garcia-March i sar. (2008; 2016).
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Kod primjene u kontinuiranom monitorigu, nesinhronizovanost pokreta ljusture na
dnevnom nivou jedinki u monitoring sistemu ne bi smjela da predstavlja faktor koji bi
onemogucio relevantan sinhroni odgovor jedinki u grupi u sluc¢aju akcidentne situacije. Za
primjenu ovog biomarkera zapravo je mnogo vaznije da jedinke u sistemu ne pokazuju
izrazitu dnevno — noénu dinamiku, jer bi u slucaju duzeg perioda istovremene zatvorenosti
ljustura vecine jedinki u sistemu mogla izostati reakcija (brzo zatvaranje ljustura) u slucaju

hemijskog akcidenta.

6.1.3.2. Dinamika pokreta ljusture tokom kontinuiranog monitoringa
U tabeli 6.13 su prikazane srednje mjeseCne vrijednosti biomarkera baziranih na

pokretima ljustura ispitivanih jedinki tokom jednogodi$njeg perioda istrazivanja.

Tabela 6.13. Otvorenost ljustura — VG (%) i broj adukcija tokom jednogodi$njeg monitoringa

Mjesec VG (%) Broj adukcija
April 2016 76.75 113.46
Maj 2016 76.43 80.45
Jun 2016 67.92 69.65
Jul 2016 60.20 51.28
Avgust 2016 47.70 30.73
Septembar 2016 83.97 53.96
Oktobar 2016 59.63 17.82
Novembar 2016 60.62 13.55
Decembar 2016 70.26 13.30
Januar 2017 73.74 10.38
Februar 2017 59.97 9.36
Mart 2017 59.93 6.70

Ekstremi su zabiljeZeni u dva sukcesivna ljetnja mjeseca. Najveca otvorenost ljustura
je zabiljezena tokom septembra 2016. godine i iznosila je 83.97 %, a najmanja tokom avgusta
2016. godine, 47.70 %, Sto ukazuje na odsustvo bilo kavog sezonskog ritma kod ovog
biomarkera. Generalno, vrijednosti VG su se tokom perioda istrazivanja kretale u prosjeku od
60 — 75 %. Prosjecan broj adukcija je bio najvec¢i tokom prvog mjeseca monitoringa — aprila

2016. godine 1 iznosio je 113.46, dok je najmanji prosjecan broj adukcija, 6.7 adukcija,
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zabiljezen tokom poslednjeg mjeseca monitoringa — mart 2017. godine. Shapiro-Wilk test je
pokazao normalnu distribuciju vrijednosti otvorenosti ljustura (W = 32.75, p > 0.05).

Trend analiza otvorenosti ljustura u funkciji vremena uradena je za svaku Skoljku
pojedinacno, ali su prikazani samo rezultati za tri karakteristi¢ne jedinke (Slika 6.19). Kod
jedne polovine ispitivanih jedinki procenat otvorenosti ljustura se linearno smanjivao tokom
trajanja monitoringa, dok kod druge polovine ispitivanih jedinki procenat otvorenosti ljustura
se linearno povecavao tokom trajanja monitoringa, ali ni u jednom slucaju trend nije bio
statistiCki znacajan. Generalno, varijabilnost VG je bila velika kod vecine ispitivanih jedinki

tokom cjelokupnog trajanja monitoringa.
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Slika 6.19. Trend analiza otvorenosti ljusture (%) tri reprezentativne $koljke (Panel a — “Skoljka 4”, Panel b —

“Skoljka 10” i Panel ¢ — “Skoljka 15”) tokom jednogodisnjeg monitoringa. Prikazane su srednje dnevne

vrijednosti za Cetiri dana tokom svakog mjeseca u periodu april 2016 — mart 2017. godine. Trend nije statisti¢ki

znacajan.
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Pokreti ljustura Skoljki predstavljaju najuocljiviji 1 ¢esto jedini eksterni pokazatel]
njihove aktivnosti, glavni oblik njihovog ponasanja (Gudimov, 2006). Na varijabailnost VG
uti¢u brojni ekoloski faktori. Prema Garcia-March i sar. (2016) u prirodnim uslovima i bez
prisustva ksenobiotika, moze se oCekivati velika varijabilnost VG u zavisnosti od vrste skoljki,
perioda godine i temperature vode. U prirodnim uslovima ljusture $koljki su otvorene i vise od
70 % vremena zbog obavljanja fizioloSkih procesa — respiracije i ishrane (Kramer i Foekema,
2001; Redmond i sar., 2017). Tako su, Comeau i sar. (2018) kod vrste M. galloprovincialis u
in situ uslovima bez prisustva zagadenja uocili da jedinke 97 % vremena drze ljuSture
otvorene.

Proces filtracije vode kod Skoljki podrazumijeva kako unos hrane tako i respiraciju, pa
se 1 koncentracija kiseonika u vodi dovodi u tijesnu vezu sa varijabilnoS¢u VG. Porter 1
Breitburg (2016) su u laboratorijskim uslovima pratili uticaj hipoksije na VG kod vrste
Crassostrea virginica. Uoceno je da eksperimentalne jedinke u uslovima hipoksije zatvaraju
ljusture, ali i to da kada se izloze uslovima optimalne koncentracije kiseonika jedinke otvaraju
ljusture i brzo ih vraéaju u prvobitni polozaj. Prema Riisgard i Larsen (2015) kod vrste Mytilus
edulis sa smanjenjem stepena filtracije i respiracije se smanjuje stepen otvorenosti ljustura.
Rezultati fizicko-hemijskih analiza pokazali su da je u cjelokupnom periodu istrazivanja
kiseoni¢ni rezim bio povoljan, odnosno, rastvoreni kiseonik u vodi nije predstavljao faktor
koji bi znaajnije uticao na varijabilan procenat otvorenosti ljuStura jedinki u monitoring
sistemu.

Tokom dvogodi$njeg ispitivanja uticaja razlicitih faktora zivotne sredine na promjene
VG kod vrste Arctica islandica uocene su znacajne razlike u prosje¢noj mjese¢noj otvorenosti
ljustura skoljki (Ballesta-Artero i sar., 2017). Autori su uocili dva nivoa aktivnosti ljustura
Skoljki. Aktivni nivo koji se javlja u periodu od februara do septembra, i neaktivni nivo (sa
prosjecnom dnevnom otvorenos$¢u ljuStura < 23 %) koji se javlja u periodu od oktobra do
januara. Autori smatraju da na sezonsku varijabilnost VG najvjerovatnije uticu hlorofil a,
svjetlost i temperatura.

Kod vrste Pinna nobilis Garcia-March i sar. (2016) u prirodnim in situ uslovima
uocavaju sezonske promjene VG koje su u vezi sa dinamikom dostupne svjetlosti. UoCena su

dva obrasca ponasanja, jedan koji je dominantan tokom ljeta i drugi dominantan tokom ostalog
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dijela godine. Tokom istrazivanja nije uoc¢ena korelacija VG sa kiseonikom i hlorofilom a, ali
je uoceno da je VG bio direktno pod uticajem jacine i smjera struja. Kako je ranije navedeno,
u jednogodisnjem monitoringu nije pokazan sezonski karakter promjena VG.

Anestis 1 sar. (2007) su pratili efekat uticaja temperature na otvaranje i zatvaranje
ljustura vrste Mytilus galloprovincialis i utvrdili da prilikom povecanja temperature vode od 7
°C do 16 °C dolazi do povecanja perioda otvorenosti ljustura, dok pri daljem povecanju
temperature vode do 24 °C dolazi do povecanja perioda zatvorenosti ljuStura ispitivanih
jedinki. Usled povecanja temperature vode iznad 24 °C doslo je do ponovnog povecanja
perioda otvorenosti ljustura skoljki. Temperatura vode na ispitivanom lokalitetu nije biljezila
ekstremne vrijednosti, kretala se od 10 do 24 °C, pa se vrijednosti VG ne mogu vezati za
temperaturne promjene tokom monitoringa.

Sukhotin i sar. (2003) su ispitivali zavisnost starosti i veli¢ine plave dagnje Mytilus
edulis u odnosu na fluktuacije saliniteta i temperature i utvrdili da starost nije odredivala
»osjetljivost® dagnji na niski salinitet 1 poviSenu temperaturu. Autori su uocili individualnu
varijabilnost ispitivanih jedinki razli¢itih veli¢ina. Veée jedinke su drzale otvorene ljusSture i
bile aktivne pri nizim vrijednostima saliniteta za razliku od manjih jedinki i pri kontrolnoj 1 pri
povisenoj temperaturi.

Gudimov (2006) ukazuje na varijacije VG kod plave dagnje Mytilus edulis pri
relativno stabilnim uslovima sredine. Isti autor takode ukazuje da iste fluktuacije saliniteta i
temperature u razli¢itim sezonama uzrokuju razli€ite varijacije VG kod jedinki ove vrste.

Tankersley i Dimock (1993) ukazuju da su kod slatkovodne skoljke Pyganodon
cataracta sezonske varijacije VG rezultat fluktuacije temperature i dostupne hrane, dok pol
jedinki i reproduktivni ciklus nemaju uticaja na varijacije VG.

Trend analiza broja adukcija u funkciji vremena uradena je za svaku Skoljku
pojedinacno, ali su prikazani rezultati samo za tri karakteristicne jedinke (Slika 6.20).
Rezultati ukazuju da je broj adukcija svih ispitivanih jedinki veéi u prvim mjesecima
monitoringa (tokom proljeca i ljeta) u odnosu na poslednje mjesece monitoringa (jesenji i
zimski period) (Tabela 6.13). Uocava se da je kod svih ispitivanih jedinki varijabilnost
dnevnog broja adukcija vec¢a tokom perioda proljeca i ljeta u odnosu na jesenji 1 zimski period.

Kod svih ispitivanih jedinki broj adukcija se linearno smanjuje tokom trajanja monitoringa.
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Slika 6.20. Trend analiza broja adukcija tri reprezentativne $koljke (Panel a — “Skoljka 4”, Panel b — “Skoljka

v

10” i Panel ¢ — “Skoljka 15”) tokom jednogodi$njeg monitoringa. Prikazane su srednje dnevne vrijednosti za

Cetiri dana tokom svakog mjeseca u periodu april 2016 — mart 2017. godine
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Adukcija se smatra najostrijom i najces¢om dnevnom promjenom VG i predstavlja
potpuno ili djelimi¢no zatvaranje kapaka ljusture (Gudimov, 2003). Prema Trueman (1966)
adukcija istovremeno izaziva impulse pritiska u Supljini plasta i tkivima, S§to rezultira brzim
izlivom vode iz Supljine plasta. Gudimov (2003) ukazuje da je kod plave dagnje Mytilus edulis
tokom adukcija zatvaranje kapaka ljuSture uglavnom nepotpuno, §to je primje¢eno i tokom
jednogodisnjeg monitoringa.

U laboratorijskim uslovima je uocen gotovo identiCan obrazac promjena VG kod
razlicitih vrsta Skoljki Crassostrea gigas (Haberkorn i sar., 2011), Pinctada fucata (Kiyohito i
sar., 2006) i Mytilus galloprovincialis (Comeau i sar., 2019), koji se ogleda u poveéanju broja
adukcija kada je brojnost toksi¢nih dinoflagelata bila pove¢ana u vodenom medijumu. Pojava
veceg broja adukcija je u suStini strategija u cilju Sto efikasnijeg izbjegavanja kontakta sa
toksi¢nim algama i1 samim tim sprije€avanja unosa biotoksina (Haberkorn 1 sar., 2011). Niska
koncentracija rastvorenog kiseonika i prisustvo toksi¢nih supstanci u vodi imaju veliki uticaj
na stope i obrasce adukcija kod vrste Pyganodon cataracta (Tankersley i Dimock, 1993), kao i
kod vrsta Anodonta cygnea i Pleurobema coccineum (Salanki, 1964; Badman, 1974; Salanki i
Balogh, 1989). Garcia-March i sar. (2008) ukazuju na povezanost adukcija sa ishranom,
disanjem i metabolizmom kod vrste Pinna nobilis.

Prikazani rezultati ukazuju na razlicite trendove dva biomarkera bazirana na pokretima
ljusture. Dok srednje vrijednosti VG (otvorenost ljusture) jedinki u monitoringu ne pokazuju
jedinstven trend promjena vrijednosti tokom jednogodi$njeg perioda, prosje¢an broj adukcija
se linearno smanjuje tokom trajanja monitoringa kod svih jedinki, slicno smanjenju vrijednosti
sr¢anog ritma o kome je bilo rije¢i u prethodnom poglavlju. Kako je prodiskutovano ranije u
tekstu, promjene vrijednosti ovih biomarkera ne mogu se tumaciti niti sezonskom
varijabilnosS¢u, niti biologijom vrste, a nije utvrdena ni veza sa promjenljivim ekoloskim

faktorima.
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6.2. Fizioloski biomarkeri dagnji kao odgovor na stres
6.2.1. Testovi saliniteta u kontinuiranom monitoringu

Ukupna kondicija jedinki, a time i performanse monitoring sistema provjerene su
periodi¢nim izlaganjem sistema kratkotrajnom ekstremnom stresu. Zbirni odgovor grupe
jedinki u monitoring sistemu na naglo smanjenje saliniteta medijuma pracen je mjesecnom
dinamikom. Osim naglih promjena otvorenosti ljustura i sr¢anog ritma neposredno nakon
nagle promjene saliniteta medijuma, nakon kratkotrajne ekspozicije u trajanju od 1 h i
vrac¢anja jedinki u morsku vodu uobiCajenog saliniteta, pracen je oporavak jedinki preko
vremena potrebnog za povratak vrijednosti HR na uobicajene nivoe. Duzina oporavka HR
(Trec) 1 koeficijent varijacije HR (CVhr) odabrani su za indikatore stanja jedinki u sistemu.
Duzi oporavak implicira lo$ije ukupno stanje i obrnuto.

Rezultati testova saliniteta ukazuju da su tokom monitoringa dagnje razli¢ito reagovale
na brzo smanjenje saliniteta. U tabeli 6.14 su prikazane vrijednosti biomarkera (Trec i CVHR)
koji su se koristili za procjenu fizioloSkog stanja dagnji na osnovu odgovora na ekstremni

stres.

Tabela 6.14. Vrijednosti pracenih biomarkera u testovima saliniteta; Trec — Srednja vrijednost vremena oporavka

HR (u minutima) za grupu eksponiranih jedinki; CVur— koeficijent varijacije sréanog ritma (%)

Mjesec Trec (Minuti) CVhr (%)
April 2016 85.00 £ 8.80 16
Maj 2016 93.33+6,41 22
Jun 2016 97.50 £ 7.89 35
Jul 2016 98.75 £ 14.20 21
Avgust 2016 91.67 + 15.90 30
Septembar 2016 135.00 + 15.00 22
Oktobar 2016 160.00 £ 55.65 50
Novembar 2016 95.00 + 17.18 36
Decembar 2016 / /
Januar 2017 / /
Februar 2017 / /
Mart 2017 / /
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Najmanja srednja vrijednost Tre za grupu eksponiranih jedinki je zabiljezena u prvom
testu saliniteta u aprilu 2016. godine (prvi mjesec monitoringa) i iznosila je 85.00 £ 8.80
minuta, a najveca srednja vrijednost Trec za grupu eksponiranih jedinki je zabiljezena u oktobru
2016. godine i iznosila je 160.00 £ 55.65 minuta. Vrijednosti CVur U testovima saliniteta su se
kretale od minimalne vrijednosti 16 % u aprilu 2016. godine do maksimalne vrijednosti 50 %
u oktobru 2016. godine. Od decembra 2016. godine pa do kraja eksperimenta (mart 2017.
godine) usled dejstva stresora nije doslo do ocekivanih promjena HR kod eksponiranih
jedinki. Ovdje je potrebno naglasiti da je do kraja eksperimentalnog perioda prezivljelo 12 od
inicijalno postavljenih 16 jedinki. Za razliku od HR, otvorenost ljusture se pokazala
pouzdanijim biomarkerom, jer je konzistentan odgovor grupe biljeZen u svim testovima
saliniteta tokom jednogodi$njeg monitoringa.

Efekat uticaja stresora (naglo smanjenje saliniteta morske vode za 50 %) na fizioloske
biomarkere odabranog bioindikatora je prikazan na slikama 6.21 — 6.33. Svaka jedinka je na
grafickim prikazima predstavljena zapisom druge boje (konzistentno tokom trajanja
monitoringa, za oba parametra), ali poSto se u testu saliniteta ne posmatra individualni, ve¢
grupni odgovor svih jedinki u monitoring sistemu, obiljeZavanje individualnih zapisa nije
relevanto, a dodatno bi opteretilo graficke prikaze.

U prvom testu saliniteta u aprilu 2016. godine usled dejstva stresora je doslo do brzog
smanjenja HR kod svih eksponiranih jedinki i smanjene vrijednosti HR su se zadrzale tokom
cijelog perioda izlozenosti smanjenom salinitetu (Slika 6.21a). Povratak HR na vrijednosti
koje su bile prije nagle promjene saliniteta je uo¢en neposredno nakon vracanja jedinki u
morsku vodu, odnosno vrac¢anja vrijednosti saliniteta na prethodni, uobi¢ajeni nivo. Srednja
vrijednost vremena oporavka svih jedinki iz grupe (Trec) je iznosila 85.00 £ 8.80 min, a CVHr
je iznosio svega 16 %. Takode, usled dejstva stresora doSlo je do zatvaranja ljuStura
eksponiranih jedinki. LjuSture su bile zatvorene tokom cijelog perioda izlozenosti smanjenom
salinitetu, a nakon uklanjanja stresora, odnosno, povratka vrijednosti saliniteta na uobicajeni

nivo, uoceno je otvaranje ljuStura svih Skoljki u veoma kratkom vremenu (Slika 6.21b).
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Slika 6.21. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u aprilu 2016. godine. Panel a — Promjene sréanog
ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i nakon

prestanka uticaja stresora
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U drugom testu u maju 2016. godine usled dejstva stresora je doslo do brzog smanjenja
HR kod 14 jedinki i smanjene vrijednosti HR su se zadrzale tokom cijelog perioda izlozenosti
smanjenom salinitetu. Povratak HR na prethodne, uobicajene vrijednosti trajao je nesto duze
nego u prethodnom testu (Slika 6.22a). Srednja vrijednost Trec za grupu eksponiranih jedinki je
iznosila 93.33 £ 6.41 min, a CVhr je porastao na 22 %. Takode, usled dejstva stresora doslo je
do zatvaranja ljustura ecksponiranih jedinki. LjuSture su bile zatvorene tokom perioda
izlozenosti smanjenom salinitetu. Samo kod jedne Skoljke je uoc¢eno otvaranje ljusture tokom
perioda izlozenosti smanjenom salinitetu. Nakon uklanjanja stresora uoc¢eno je brzo i sinhrono

otvaranje ljustura Skoljki (Slika 6.22b).
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Slika 6.22. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u maju 2016. godine. Panel a — Promjene sréanog
ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i nakon
prestanka uticaja stresora
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U tre¢em testu u junu 2016. godine usled dejstva stresora je doslo do smanjenja HR
kod 12 jedinki (Slika 6.23a). Oporavak jedinki nakon uklanjanja stresora je bio efikasan.
Srednja vrijednost Trec za grupu eksponiranih jedinki je iznosila 97.50 + 7.89 min, §to je
neznatno duze nego u pretodnom testu, ali je koeficijent variranja znatno veéi, CVnr j€ iZnosio
35 %. Takode, usled dejstva stresora doslo je do zatvaranja ljustura eksponiranih jedinki.
Ljusture su bile zatvorene tokom trajanja testa saliniteta, a nakon uklanjanja stresora uoceno je

otvaranje ljusStura svih skoljki (Slika 6.23b).
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Slika 6.23. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u junu 2016. godine. Panel a — Promjene sré¢anog
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Ve¢ kod cetvrtog testa, u julu 2016. godine, doslo do drasticnog smanjenja broja
jedinki kod kojih je registrovana promjena HR usled dejstva stresora — promjene HR su
registrovane samo kod 4 jedinke (Slika 6.24a). Kod ostalih eksponiranih jedinki nije doslo do
promjene HR usled dejstva stresora. Povratak HR na vrijednosti koje su bile prije smanjenja
saliniteta je uofen nakon uklanjanja stresora. Srednja vrijednost Trec za grupu eksponiranih
jedinki ne razlikuje se znacajno od vrijednosti u prethodnom testu i iznosila je 98.75 £ 14.20
min, a CVhRr je iznosio 21 %. Za razliku od nekonzistentnog HR signala, djelovanje stresora i
dalje dovodi do zatvaranja ljustura svih eksponiranih jedinki. Samo kod jedne skoljke je
uoceno otvaranje ljusture tokom perioda djelovanja stresora. Kao i u prethodnim testovima

saliniteta, nakon uklanjanja stresora uoceno je otvaranje ljustura svih Skoljki (Slika 6.24b).
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Slika 6.24. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u julu 2016. godine. Panel a — Promjene sréanog

ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i nakon

prestanka uticaja stresora
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U petom testu u avgustu 2016. godine nastavlja se dalje smanjenje broja jedinki kod
kojih je usled dejstva stresora doslo do smanjenja HR. Promjene su registrovane samo kod 3
jedinke. Povratak HR na vrijednosti koje su bile prije testa saliniteta je uo¢en nakon uklanjanja
stresora (Slika 6.25a). Srednja vrijednost Trec za grupu eksponiranih jedinki je iznosila 91.67 +
15.90 min, a CVnr je iznosio 30 %. Drugi biomarker — VG — i dalje daje konzistentan
odgovor. Usled dejstva stresora doslo je do uobicajenog zatvaranja ljustura svih eksponiranih
jedinki. Osim kod jedne jedinke, ljuSture su bile zatvorene tokom perioda smanjenog
saliniteta. Nakon uklanjanja stresora uoceno je otvaranje ljustura skoljki (Slika 6.25b).

U Sestom testu u septembru 2016. godine smanjenje HR usled dejstva stresora je
registrovano samo kod 2 jedinke, a povratak HR na vrijednosti koje su bile prije smanjenja
saliniteta nakon uklanjanja stresora je znatno duzi nego u ranijim testovima (Slika 6.26a).
Srednja vrijednost Trec je iznosila 135.00 £ 15.00 min, a CVur je iznosio 22 %. Odmah nakon
smanjenja saliniteta doslo je do zatvaranja ljustura eksponiranih jedinki. Samo kod jedne
Skoljke je uoceno otvaranje ljuSture tokom perioda smanjenog saliniteta. Nakon uklanjanja

stresora uoc¢eno je otvaranje ljustura Skoljki (Slika 6.26b).
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Slika 6.25. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u avgustu 2016. godine. Panel a — Promjene
sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i

nakon prestanka uticaja stresora

144



Septembar, 2016

30
destilovana voda morskavoda
25 "|
f | [_’]_r_
20 ]
T e e e B T i

s

il
B al T rnq‘.an\.-\—-w-—uum‘"j‘gtr
r‘;. ‘,—__ﬂ

HR, broj otkncaja/min.

0 T T T T T T T T T T
14:40 15:10 15:40 16:10 16:40 17:10 17-40 18:10 18:40 19:10 19:40
vrijeme,h
b)
Septembar, 2016
14
"er'[
13 1
il 1
12 destilovana voda morska voda ;I‘.ILJ l | "|L
11 T T
.|| Mﬁl .I L\
10 | = . H
o II | Rl
8 R auy : T'r 1 -
: 7T T ;
E 5 SN LS |,- I 1l
= = 7 T T
g s . F [ ,,.Jr‘ . Al
T IR ) f
| [ | = :
5 = T - e 4 | r qPEI !
4 | . : -——\Ii. ) I = . 'j | ) I \|
-~ ! {
3 R e ] |,J'FT’“LI lijmll A /
f —H— I
2 I N ﬂu.-”“r.ﬂ! ] I W el 7= T
HT T ]
i e A SR E R N DN 1 (MENA |
o bt I JULT [ UL P T M L
14:40 13:10 153:40 16:10 16:40 17:10 17:40 18:10 18:40 19:10 19:40

vrijeme, h

Slika 6.26. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u septembru 2016. godine. Panel a — Promjene

sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i

nakon prestanka uticaja stresora
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Na drasti¢no smanjenje saliniteta u oktobru 2016. godine su smanjenjem HR reagovale
3 jedinke. Kod ostalih eksponiranih jedinki nije doSlo do promjene HR usled dejstva stresora.
Nakon uklanjanja stresora povratak HR na vrijednosti koje su registrovane prije smanjenja
saliniteta bio je jo$ sporiji nego u prethodnom testu (Slika 6.27a). Srednja vrijednost Trec Za
grupu eksponiranih jedinki je iznosila ¢ak 160.00 + 55.65 min, a CVhRr je iznosio ¢ak 50 %.
Nakon smanjenja saliniteta, zatvaranjem ljuSture su odreagovale sve eksponirane jedinke.
Samo kod jedne Skoljke je uoceno otvaranje ljuSture u periodu smanjenog saliniteta. Nakon
uklanjanja stresora uoceno je otvaranje ljustura skoljki (Slika 6.27b).

U testu u novembru 2016. godine doslo je do blagog porasta broja jedinki koje su na
stres reagovale promjenom HR. Smanjenje vrijednosti HR je registrovano kod 5 jedinki.
Povratak HR na vrijednosti koje su bile prije djelovanja stresora je efikasniji nego u
prethodnom testu (Slika 6.28a). Srednja vrijednost Trc za grupu eksponiranih jedinki je
iznosila 95.00 = 17.18 min, uz nizu varijabilnost nego u prethodnom testu — CVnr je iznosio
36 %. Neposredno nakon smanjenja saliniteta, doslo je do zatvaranja ljustura eksponiranih
jedinki. Kod jedne Skoljke je doslo do hiperaktivnosti, tj. naizmjeni¢nog otvaranja i zatvaranja
ljusture tokom perioda smanjenog saliniteta. Nakon uklanjanja stresora uoceno je otvaranje

ljustura Skoljki (Slika 6.28b).
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Slika 6.27. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u oktobru 2016. godine. Panel a — Promjene
sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i

nakon prestanka uticaja stresora
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Slika 6.28. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u novembru 2016. godine. Panel a — Promjene
sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i

nakon prestanka uticaja stresora
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U testovima radenim tokom poslednja Cetiri mjeseca monitoringa (decembar 2016.
godine, januar, februar i mart 2017. godine) drasticna promjena saliniteta nije dovela do
promjena HR kod eksponiranih jedinki (Slike 6.29a — 6.32a). Medutim, eksponirane jedinke
nastavljaju da na smanjenje saliniteta reaguju zatvaranjem ljusture, iako se kod odredenog
broja jedinki registruje hiperaktivnost tokom perioda smanjenog saliniteta (u decembarskom
testu kod Cetiri, a u narednim testovima kod pojedinacnih jedinki). Kod ostalih eksponiranih
jedinki ljusture su bile zatvorene u periodu smanjenog saliniteta (osim u martu kada je jedna
Skoljka bila minimalno otvorena), a nakon povratka saliniteta na uobi¢ajeni nivo uoceno je

otvaranje ljusStura svih skoljki (Slike 6.29b — 6.32b).
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Slika 6.29. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u decembru 2016. godine. Panel a — Promjene

sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i

nakon prestanka uticaja stresora
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Januar, 2017
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Slika 6.30. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u januaru 2017. godine. Panel a — Promjene
sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i
nakon prestanka uticaja stresora
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Slika 6.31. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u februaru 2017. godine. Panel a — Promjene
sréanog ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i
nakon prestanka uticaja stresora
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Slika 6.32. Test saliniteta (naglo smanjenje saliniteta za 50 %) u martu 2017. godine. Panel a — Promjene sréanog

ritma (HR, otkucaja/minuti), Panel b — Otvorenost ljusture (VG, mm) eksponiranih jedinki prije, tokom i nakon

prestanka uticaja stresora
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Promjena u funkcionisanju kardiovaskularnog sistema kod morskih beski¢menjaka
predstavlja jednu od glavnih fizioloskih reakcija/odgovora na stres. Tako se promjene u
sr€anom ritmu, posebno varijabilnost HR, primjenjuju kao biomarkeri fizioloSkog stanja i
opsteg zdravlja organizma (Kuznetsova i Kholodkevich, 2015). Promjene HR 1 VG Skoljki su
odgovori koji ¢esto sinhronizovano reaguju na stres, na Sta ukazuju i rezultati sprovedenih
testova saliniteta tokom prvih mjeseci jednogodisnjeg istrazivanja.

Varijabilnost HR u uslovima osmotskog stresa kod vrsta roda Mytilus konstatuju
mnogi autori, npr. Bakhmet i sar. (2005), Braby i Somero (2006), Turja i sar. (2014),
Kholodkevich i sar. (2009a; 2016), Khalaman i sar. (2017). Prema Trueman i Lowe (1971)
smanjenje HR usled osmotskog stresa moze biti posledica smanjenja potrosnje kiseonika u
periodu kada su ljusture skoljki zatvorene. Prilikom vraanja jedinki u vodu pocetnog
saliniteta dolazi do znacajnog povecanja HR, $to se moze objasniti veéim nivoom potrosnje
kiseonika usled povecane filtracije nakon otvaranja ljustura Skoljki (Kholodkevich i sar.,
2009a). Prema Gracey i Connor (2016) u uslovima akutnog osmotskog stresa kod vrsta roda
Mytilus dolazi do smanjenja HR, §to je primarno uslovljeno zatvaranjem ljustura, smanjenim
stepenom ili pak potpunom redukcijom filtracije, smanjenim unosom kiseonika i prelaskom sa
aerobnog na anaerobni metabolizam.

U uslovima osmotskog stresa kod ispitivanih jedinki iz monitoring sistema je uocena
reakcija u vidu promjena VG, tacnije zatvaranja ljuStura. LjuSture ispitivanih jedinki su
uglavnom bile zatvorene tokom perioda smanjenog saliniteta, a nakon vracanja saliniteta na
uobicajeni nivo uoceno je otvaranje ljustura svih eksponiranih jedinki. Ginetsinskiy (1963)
ukazuje da usled smanjenja saliniteta vode ispod kriti¢nih vrijednosti, kod dagnji dolazi do
povlacenja sifona i1 zatvaranja ljustura Skoljki, a da nakon povecanja saliniteta dagnje otvaraju
ljusture i nastavljaju proces filtracije. Prema Sukhotin i sar. (2003) kod vrste Mytilus edulis
dolazi do zatvaranja ljustura usled smanjenja saliniteta vode. Isti autori ukazuju da pri
povisenoj temperaturi vece jedinke ne zatvaraju ljuSture 1 ostaju aktivne pri niskom salinitetu,
u odnosu na manje jedinke, Sto tumace njihovom vecom otpornoSéu na osmotski stres ili
ve¢im metabolickim potrebama. Kholodkevich i sar. (2009a) ukazuju da kod vrste Mytilus
galloprovincialis kada se jedinke izloze jednosatnom naglom snizenju saliniteta dolazi do

zatvaranja ljustura eksponiranih jedinki, koje ostaju zatvorene sve dok se ne vrate u vodeni
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medijum sa optimalnim salinitetom, $to se u potpunosti poklapa sa rezultatima dobijenim u
ovoj disertaciji.

U testovima saliniteta u aprilu, maju i junu 2016. godine (prva tri mjeseca
monitoringa) kod eksponiranih jedinki dolazi do brzog smanjenja HR nakon pada saliniteta
medijuma i smanjene vrijednosti HR se zadrzavaju tokom cijelog perioda smanjenog
saliniteta. Povratak HR na vrijednosti prije smanjenja saliniteta uo¢en je nakon uklanjanja
stresora, odnosno, povratkom vrijednosti saliniteta na uobicajeni nivo. Braby i Somero (2006)
takode pokazju da kod tri vrste skoljki Mytilus trossulus, Mytilus edulis i Mytilus
galloprovincialis usled smanjenja saliniteta dolazi do smanjenja HR eksponiranih jedinki, kao
i da nakon uklanjanja stresora dolazi do pove¢anja HR na predasnji nivo. Kholodkevich i sar.
(2009a) kod vrste Mytilus galloprovincialis, kao i Turja i sar. (2014) kod vrste Mytilus
trossulus primjeéuju isti obrazac ponasanja §koljki tokom testa saliniteta.

Suprotno ovim istrazivanjima, Bayne (1973) kod vrste Mytilus edulis nije konstatovao
promjene sréanog ritma usled smanjenja saliniteta. I rezultati ove disertacije pokazuju da u
testovima saliniteta ve¢ nakon treCeg mjeseca monitoringa, u periodu od jula do novembra
2016. godine, kod vecine eksponiranih jedinki nije doslo do promjena HR, dok u poslednja
Cetirt mjeseca monitoringa (period decembar 2016 — mart 2017. godine) na drasticno
smanjenje saliniteta promjenom HR ne reaguje nijedna od eksponiranih jedinki.

Vrsta Mytilus galloprovincialis preferira zonu plime i osjeke, najcesée do 4 metra
dubine (Mileti¢, 2016) i samim tim je izloZzena Cestim promjenama abiotickih faktora
(temperature, saliniteta). Takode, za lokalitet Orahovac koji se nalazi u unutrasnjem dijelu
Bokokotorskog zaliva su karakteristicne fluktuacije saliniteta tokom godine (Drakulovié,
2012; Mandi¢ S. i sar., 2016). Prema Mainwaring i sar. (2014) dagnje su izuzetno tolerantne
na varijacije fizicko-hemijskih parametara vode i adaptiraju se na uslove nestabilnog saliniteta.
Bakhmet i sar. (2005) navode da jedinke plave dagnje Mytilus edulis iz litoralnog podrucja
pokazuju manju osjetljivost na promjene saliniteta, Sto autori objasnjavaju upravo
adaptirano$¢u litoralnih jedinki na ceste promjene abiotickih faktora, za razliku od
sublitoralnih jedinki.

Iako se salinitet na lokalitetu tokom perioda istrazivanja kretao od 11.8 do 36.1 %o,

mora se konstatovati da je ekstremno niska vrijednost zabiljezena samo u maju 2016. godine
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(drugi mjesec monitoringa). Ako se izuzme ova minimalna vrijednost (11.8 %o), tokom ostalih
11 mjeseci monitoringa, salinitet se kretao u uzem opsegu od 27.8 do 36.1 %o (Srednja
vrijednost 32.7, SD 2.8; medijana 32.7) a statisti¢ki znacajna korelacija izmedu saliniteta i
sr¢anog ritma je utvrdena samo kod jedinke najlo$ijih ukupnih performansi. Tokom testa
saliniteta, jedinke su bile eksponirane niskom salinitetu u veoma kratkom periodu (1 h). U
prva tri testa saliniteta, jedinke u sistemu su savrSeno sinhrono reagovale na ekstremne uslove.
Medutim, tokom eksperimentalnog perioda, doslo je do desinhronizacije odgovora, odnosno,
kontinuiranog pada broja jedinki koje su na stres uopste i odreagovale promjenama HR, da bi
tokom poslednja Cetiri mjesecna testa odgovor u potpunosti izostao. Rezultati testova saliniteta
bi se mozda mogli dijelom tumaciti adaptacijom dagnji na ekstremne promjene saliniteta
tokom eksperimentalnog perioda, da istovremeno sa smanjenjem broja jedinki koje su
reagovale naglim padom HR nije doSlo do uginuca Cetvrtine jedinki u testu, ali i postepenog
povecanja duzine perioda potrebnog za povratak HR na vrijednosti prije promjene saliniteta
kod prezivjelih jedinki. Povecanje vremena potrebnog za potpuni oporavak sréanog ritma
nakon stresa ukazuje na postepeni pad ukupne kondicije jedinki u monitoring sistemu tokom
kontinuiranog monitornga. Sa druge strane, drugi koriS¢eni biomarker, VG, biljezi sinhron
odgovor svih jedinki, i konzistetan je od pocetka do kraja monitoring perioda, pri svakom od
sukcesivnih testova saliniteta, Sto ukazuje da je VG robusniji biomarker. Razlozi izostanka
konzistentnog odgovora sréanog ritma moraju se potraZiti i u konstantnom padu vrijednosti
HR tokom jednogodis$njeg monitoringa kod svih jedinki (poglavlje 6.1), starenju jedinki,
odnosno “zamoru” test sistema tokom duzeg perioda. Na osnovu dobijenih rezultata, namece
se zakljuak da je za odrzavanje pouzdanosti 1 primjenjivosti sistema za kontinuirani
monitoring, Skoljke potrebno zamjenjivati na svakih tri do Cetiri mjeseca.

Odabir lokacije za postavku sistema za kontinuirani monitoring omogucio je pracenje
performansi sistema za monitoring u relativno stabilnim ekoloskim uslovima. Tokom
cjelokupnog perioda istrazivanja, nije se dogodila akcidentna situacija kao ni znacajno
pogorsanje uslova zivotne sredine koje bi aktiviralo alarm i omogucilo analizu odgovora
sistema na hemijski stres, odnosno znacajno zagadenje. Zbog ograni¢enja u smislu broja
raspolozivih setova mjerne opreme, nije bilo moguce postaviti dodatnu seriju eksperimenata

kojim Dbi se ispitao odgovor sistema na simulirani hemijski stres. Za potpuniju sliku o
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moguénostima 1 ograni¢enjima sistema za kontinuirani monitoring, ovakva istrazivanja su

neophodna.

6.2.2. Primjena fiziolo§kih biomarkera $koljki u pasivnom biomonitoringu

U okviru ovog poglavlja su predstavljeni rezultati primjene pasivnog biomonitoringa u
pilot studiji slucaja u Bokokotorskom zalivu tokom dvije sukcesivne godine. Kondiciono
stanje Skoljki sa odabranih lokaliteta je procijenjeno na osnovu vremena potrebnog za
oporavak njihovog sréanog ritma nakon kratkotrajnog ekstremnog stresa u testu saliniteta.
Kondicija jedinki bi trebala da odrazava ukupno stanje zivotne sredine na tim lokalitetima i
pruzi komplementarne podatke standardnom monitoringu stanja zivotne sredine baziranom na
fizicko-hemijskim i mikrobioloSkim parametrima kvaliteta morske vode.

Dagnje sa odabranih lokaliteta su podvrgnute testu saliniteta na isti nacin kao i jedinke
u kontinuiranom monitoring sistemu. Dagnje sa sva tri lokaliteta su pokazale brzu promjenu,
tj. brzo smanjenje HR kada je salinitet vode rapidno (tokom 2 — 3 min) smanjen za 50 % (u
odnosu na vrijednost na lokalitetu zahvata vode za monitorng sistem), a niske vrijednosti HR
su se zadrzale tokom cijelog perioda smanjenog saliniteta (1 h). Nakon uklanjanja stresora —
povratkom jedinki u morsku vodu uobiCajenog saliniteta, registruje se i povratak HR na
vrijednosti izmjerene prije smanjenja saliniteta medijuma.

U tabeli 6.15 su prikazane srednje vrijednosti vremena oporavka (Trec, minuti) za grupu
eksponiranih jedinki i koeficijent varijacije sr¢anog ritma (CVur) (I1z Kholodkevich i sar.,
2019b i Nikoli¢ i sar., 2019).

Tabela 6.15. Rezultati testova saliniteta u pasivnom biomonitoringu tokom dvije sukcesivne godine. Prikazane su
srednje vrijednosti vremena oporavka sréanog ritma za grupu eksponiranih jedinki — Trec (U minutima) i koeficijent

varijacije sréanog ritma — CVur (%)

Trec (Minuti) CVHRr (%0)
Lokaliteti Prva godina Druga godina Prva godina Druga godina
Stoliv 55.0+3.5 47.3+3.8 9 8.6
Dobrota 53.0+£29 53.3+48 13 8
Bijela *83.0+8.1 *77.3+7.2 18 10

* - statisticki znacajno vece vrijednosti u poredenju sa ostala dva lokaliteta u toj godini istrazivanja (ANOVA, p

<0.05)
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Kod dagnji sa lokaliteta Bijela period oporavka sréanog ritma je bio najduzi (83.0 + 8.1
min. i 77.3 £ 7.2 min). Kod jedinki sa ovog lokaliteta su takode registrovane i najvece
vrijednosti CVhr, (18 % i 10 %). Tokom prve godine istrazivanja, najnize srednje vrijednosti
Trec su uocene kod jedinki sa lokaliteta Dobrota (53.0 = 2.9 min), a tokom druge godine
istrazivanja kod jedinki sa lokaliteta Stoliv (47.3 £ 3.8 min). CVnr je kod ovih jedinki iznosio
13 %, odnosno 8.6 %. Rezultati ANOVA testa su pokazali da su srednje vrijednosti Trec
eksponiranih jedinki sa lokaliteta Bijela statisticki znacajno viso€ije u poredenju sa srednjim
vrijednostima Trc eksponiranih jedinki sa preostala dva lokaliteta tokom obje godine
istrazivanja (ANOVA, p < 0.05). Razlike u srednjim vrijednostima Trec izmedu eksponiranih
jedinki sa lokaliteta Dobrota 1 Stoliv nijesu pokazale statisticku znacajnost tokom istrazivanja
(ANOVA, p > 0.05).

U tabeli 6.16 su prikazani rezultati mjerenja fizicko-hemijskih parametara morske vode
na ispitivanim lokalitetima u trenutku uzorkovanja jedinki (Iz Kholodkevich i sar., 2019b i
Nikoli¢ i sar., 2019). U prvoj godini istrazivanja, salinitet se kretao od minimalne vrijednosti
23.1 %o u Dobroti do maksimalne vrijednosti 34.1 %o u Bijeloj. Vrijednosti ostalih mjerenih

parametara su bile prilicno ujednacene na svim ispitivanim lokalitetima.

Tabela 6.16. Fizi¢ko-hemijski parameti morske vode na ispitivanim lokalitetima tokom obje godine istrazivanja

Temperatura ("C) Salinitet (%o) 02 (%) NO2 (nmol/l)
Lokaliteti | I | I | 1 | I
Stoliv 14.3 19.1 29.1 10.3 82.3 109 0.198 0.158
Dobrota 145 155 23.1 9.0 83.0 102 0.121 0.178
Bijela 13.6 19.9 34.1 27.9 83.5 108 0.138 0.217

U drugoj godini istrazivanja znatno vece vrijednosti saliniteta su izmjerene u Bijeloj
(27.9 %o) u poredenju sa preostala dva lokaliteta. Vrijednosti ostalih mjerenih parametara su
bile prili€no ujednacene na sva tri lokaliteta.

Brojnost ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija na odabranim lokalitetima u dvije
sukcesivne godine pokazuje isti obrazac. U Stolivu i Bijeloj, ukupne koliformne bakterije su
imale brojnost manju od 100 ¢elija/100 ml vode, dok su fekalne koliformne bakterije imale

brojnost manju od 300 c¢elija/100 ml vode. Za razliku od ova dva lokaliteta, u Dobroti je
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tokom obje godine istrazivanja brojnost ovih grupa bakterija bila znacajno vecéa, ukupne
koliformne bakterije su imale brojnost od 2000 ¢elija/100 ml, a fekalne 500 celija/100 ml
vode.

Fizicko-hemijski parametri morske vode na svim ispitivanim lokalitetima, tokom obje
godine istrazivanja ukazuju na dobar kvalitet vode. Svi ispitivani parametri, salinitet, Og, I
NO;" su bili u dozvoljenim granicama (salinitet < 40 %o, O2 > 70 %, NO2™ < 0.652 umol/l) na
osnovu Uredbe o klasifikaciji 1 kategorizaciji povrSinskih 1 podzemnih voda (Sl. List CG,
2007). Na osnovu vrijednosti osnovnih fizicko-hemijskih parametara kvaliteta vode, nijedan
od odabranih lokaliteta se ne izdvaja kao referalni lokalitet, ali ni kao lokalitet pod izrazenim
antropogenim pritiskom.

Brojnost ukupnih 1 fekalnih koliformnih bakterija u Stolivu i1 Bijeloj je takode bila u
dozvoljenim granicama tokom obje godine istrazivanja. Za razliku od ova dva lokaliteta, u
Dobroti je tokom obje godine istrazivanja brojnost ukupnih i fekalnih koliformnih bakterija
bila mnogo veca od maksimalno dozvoljene brojnosti koja je propisana Uredbom (SI. List CG,
2007). Brojnost ukupnih koliformnih bakterija je bila cak 20 puta veca, dok je brojnost
fekalnih koliformnih bakterija bila dvostruko veta od maksimalno dozvoljene brojnosti.
Dobijeni rezultati se mogu objasniti slabim strujama koje su karakteristicne za ovaj dio zaliva
(Kotorski zaliv), konstantnim rastom broja stanovnika kao i neregulisanim kanalizacionim
vodama (Stjepcevi¢, 1974; Joksimovi¢ i sar., 2001; Drakulovi¢, 2012). Iako mikrobioloski
rezultati ukazuju na lo§ kvalitet vode u oblasti Dobrote sa mikrobioloSkog aspekta, prema
WHO (2010) fekalne koliformne bakterije nijesu sveobuhvatan pokazatelj zdravstvenog
rizika, jer njihovo prisustvo u vodi nije direktno pozitivno korelirano sa bakterijskim i
virusnim patogenima. Dagnje nijesu indikator mikrobioloskog kvaliteta vode s obzirom na to
da fekalne koliformne bakterije predstavljaju i izvor hrane dagnjama. Soli¢ i sar. (1999)
ukazuju na to da brojnost fekalnih koliformnih bakterija u vodi nema uticaja na brojnost istih u
mesu samih dagnji. Dagnje su takode poznate i po tome da su selektivni filtratori, tj. da imaju
mogucnost odbacivanja odredenih partikula iz vode u vidu pseudofecesa (Jgrgensen, 1966).

Dagnje sa lokaliteta Bijela su pokazale najvecu varijabilnost sr¢anog ritma i najduze
srednje vrijeme oporavka Trec, Nakon izlaganja kratkotrajnom ekstremnom stresu u vidu

smanjenog saliniteta. Na osnovu ovako procijenjenog fizioloskog stanja jedinki, lokalitet
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Bijela se moze izdvojiti kao lokalitet loSijeg ekoloSkog statusa u poredenju sa Dobrotom i
Stolivom (Kholodkevich i sar., 2019b; Nikoli¢ i sar, 2019).

Niske srednje vrijednosti Tre kod dagnji sa lokaliteta Stoliv ukazuju na dobro
fiziolosko stanje jedinki sa ovog lokaliteta, kao i na ¢injenicu da je voda na ovom lokalitetu
dobrog kvaliteta. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima Martinovi¢ i sar. (2013a) za lokalitet
Stoliv. Za ovu oblast su karakteristicne jake morske struje (Stjepcevi¢, 1974) koje mogu da
utiCu na disperziju potencijalno prisutnih zagadujuc¢ih materija ¢ime se onemogucuje njihovo
zadrzavanje na lokalitetu. Takode, ova oblast nije pod direktnim pritiskom industrijskog
zagadenja i manje je naseljena u poredenju sa lokalitetima Dobrota i Bijela, pa se Stoliv moze
uslovno smatrati referentnim lokalitetom u ovoj studiji slucaja.

Statisticki znacajno vece srednje vrijednosti Trec kod jedinki sa lokaliteta Bijela u
poredenju sa vrijednostima kod jedinki sa lokaliteta Stoliv upucuju na prisustvo stresa kod
jedinki sa lokaliteta Bijela. Prema Kholodkevich i sar. (2011) nize srednje vrijednosti Trec (50
— 60 min) i nize vrijednosti CVur ukazuju na bolje fiziolosko stanje ispitivanih jedinki, kao i
na dobar kvalitet zivotne sredine (morskog ekosistema). Takode, nize srednje vrijednosti Trec
ukazuju na bolji adaptivni kapacitet ispitivanih organizama (Kholodkevich i sar., 2009a;
Kuznetsova i sar., 2010; 2016). Turja i sar. (2014) su u slicnom ispitivanju takode zabiljezili
vece srednje vrijednosti Trec kod dagnji sa kontaminiranih lokaliteta u oblasti Baltickog mora.
U oblasti Bokokotorskog zaliva je do sada sprovedeno samo jedno sli¢no istraZivanje.
Martinovi¢ i sar. (2013a) su na osnovu testa saliniteta i Trec Vrijednosti identifikovali Stoliv
kao referentni lokalitet sa Trec Vrijednostima manjim od 60 min.

U oblasti lokaliteta Bijela decenijama je radilo brodogradiliste, a industrijske aktivnosti
U regionu su predstavljale znacajan pritisak na morski ekosistem. OpSte je poznato da
brodogradiliSte 1 prate¢a industrija produkuju velike koli¢ine otpadnog grita. U Bijeloj,
otpadni grit predstavlja izvor teskih metala (AS, Ba, Cu, Zn, Cr, Sn, Co, Ni, Pb, Hg), TBT-a i
PAH-ova (EPA, 2016). Svi navedeni polutanti su Stetni za mekuSce 1 uopSte sve akvati¢ne
bentosne zajednice (Gallo i sar., 2018; Kahlon i sar., 2018). Prema EPA (2016) tokom 2010. i
2011. godine koncentracije TBT-a u tkivu dagnji sa lokaliteta Bijela su bile 20 — 30 puta vece
od MDK.
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Rezultati testova saliniteta, odnosno, znacajno duzi oporavak od kratkotrajnog stresa
dagnji sa ovog lokaliteta u odnosu na jedinke sa druga dva odabrana lokaliteta, mogli bi se
tumaciti istorijskim zagadenjem na lokalitetu Bijela i ukupno losijim ekoloskim uslovima na
ovom lokalitetu. Ve¢ i samo prisustvo, ali i zadovoljavaju¢a brojnost populacija dagnji na
lokalitetu Bijela ukazuju da istorijsko zagadenje ne onemogucéuje njihov opstanak na
lokalitetu, ali bi se na osnovu losije kondicije jedinki u odnosu na jedinke sa druga dva
lokaliteta, lokalitet Bijela mogao oznaciti kao zagaden lokalitet.

Medutim, treba ista¢i da je salinitet, iako u dozvoljenim vrijednostima tokom obje
godine istrazivanja na sve tri odabrane lokacije, evidentno ve¢i na lokalitetu Bijela, u odnosu
na druga dva odabrana lokaliteta (Stoliv 1 Dobrota), naro€ito u drugoj godini istraZivanja.
Poznato je da salinitet vode u Bokokotorskom zalivu varira tokom godine i da je u velikoj
zavisnosti od koli¢ine padavina, kao i1 upliva slatkih voda sa kopna i podzemnih izvora
(Mandi¢ S. i sar., 2016). Dobrota i Stoliv su oblasti zaliva za koje je karakteristicna fluktuacija
saliniteta, naroCito tokom zimskog i prolje¢nog perioda (Drakulovi¢, 2012; Mandi¢ S. i sar.,
2016). Populacije autohtonih vrsta se adaptiraju na uslove nestabilnog saliniteta, a vrste iz
roda dagnji su poznate po tome da su izuzetno tolerantne na varijacije fizickih i hemijskih
parametara vode (Mainwaring i sar., 2014). Na lokalitetu Bijela promjene saliniteta nijesu
ucestale kao u Stolivu 1 Dobroti. Populacije dagnji sa lokaliteta Bijela su adaptirane na viSe
vrijednosti saliniteta i manja variranja saliniteta tokom godine. 1z tog razloga nagle promjene
saliniteta kod njih dovode do veceg stresa u odnosu na dagnje sa lokalitata Stoliv i Dobrota, pa
se ne moze sa sigurnos$cu tvrditi da je spor oporavak, odnosno veca srednja vrijednost Trec kod
dagni sa lokaliteta Bijela u testu saliniteta isklju¢ivo posledica njihovog loseg opsteg stanja
uslovljenog losijim ekoloskim uslovima u ovoj oblasti. Bakhmet i sar. (2005) ukazuju da u
uslovima Cestih promjena abioti¢kih faktora jedinke vrste Mytilus edulis pokazuju manju
osjetljivost na promjene saliniteta u odnosu na jedinke koje se nalaze u stabilnijim uslovima
staniSta, $to su ranije uocili (DeFur i Mangum, 1979) kod vrste Spisula solidissima. Takode,
Nicholson (2002) isti¢e da kod vrste Perna viridis prirodni stresori mogu uticati na promjene
HR 1 ti efekti mogu maskirati reakcije/odgovore organizma na zagadenje.

Prikazani rezultati ukazuju da se metodologija zasnovana na fiziolo§kim biomarkerima

Trec | CVHrR moZe koristiti za identifikaciju kontaminiranih i referentnih lokaliteta, §to je u
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saglasnosti sa rezultatima prethodnih istrazivanja sa razliitim vrstama beski¢menjaka.
Medutim, u slucaju pracenja stanja jedinki sa lokaliteta koje karakteriSu medusobno znacajno
razli¢iti ekoloski uslovi, rezultati dobijeni ovom metodologijom moraju se uzeti uslovno.
Abioticki faktori staniSta koji odreduju prisustvo i stabilnost lokalnih populacija moraju se
uzeti u obzir kada se Skoljke koriste kao bioindikatori za procjenu ekoloskog stanja vodnih
podrucja u kojima zive.

Zbog evidentnog uticaja promjenljivih abioti¢kih faktora, a na prvom mjestu saliniteta,
na reakciju jedinki iz razli¢itih populacija na stres uzrokovan naglom promjenom saliniteta, pri
planiranju i sprovodenju pasivnog biomonitoringa zasnovanog na fizioloskim odgovorima
dagnje, bilo bi uputno umjesto testa saliniteta odabrati drugi tip stresora kome bi se jedinke sa
referentnog i odabranih lokaliteta izlozile na slican nacin kao smanjenom salinitetu. Da bi
rezultati dobijeni pradenjem promjena sr¢anog ritma nakon izlaganja kratkotrajnom stresu
jednozna¢no ukazali na problem zagadenja na odabranim lokalitetima, stresor ne bi smio biti
iz grupe abiotiCkih faktora na koje se razlicite populacije odabrane vrste lako adaptiraju. Na
osnovu niza laboratorijskih istrazivanja (detaljno dato u Uvodu) moguce je odabrati neki od
sintetskih organskih polutanata na koji su dagnje dovoljno osjetljive, a nijesu adaptirane. Pri
tome, trebalo bi odrediti subletalne koncentracije koje ¢e izazvati Zeljeni reverzibilni, a
mjerljiv efekat na sr€ani ritam. Ovim se otvara prostor za neka dalja istrazivanja koja bi imala
za cilj odabir adekvatnog ksenobiotika u optimalnoj koncentraciji u cilju vece pouzdanosti 1
relevantnosti rezultata dobijenih pasivnim biomonitoringom zasnovanom na fizioloskim

odgovorima odabranog test organizma na stres.

6.3. Tehnicki sistem
6.3.1. Problemi u odrZavanju sistema za monitoring

Tehnicki sistem se sastojao od: akvarijuma, sistema cijevi kojima se dopremala voda u
akvarijume, elektricne proto¢ne pumpe za morsku vodu sa predfilterom, manuelnog
generatora (agregata) za snabdjevanje elektricnom energijom 1 uredaja za neprekidno
napajanje (UPS) na koje su bili prikljuceni ra¢unari i oprema za mjerenje HR 1 VG.

Tokom jednogodisnjeg monitoringa deSavali su se razli¢iti tehnicki problemi u

funkcionisanju sistema. Otvoreni sistem se zasnivao na konstantnom protoku vode. Razliciti
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morski organizmi su tokom vremena nastanjivali unutrasnjost cijevi, kao i filter pumpe i filter
koji je postavljen na samom ulazu u sistem. Takode, dolazilo je i do taloZenja mulja, pa je
usled svega toga protok moske vode kroz sistem cijevi tokom trajanja monitoringa bio slabijeg
inteziteta, a u pojedinim situacijama je bio i prekinut. Zbog toga je bilo potrebno periodi¢no
cistiti filtere i cijevi kojima se dopremala voda iz mora, kako bi se obezbijedio konstantan
dotok vode u akvarijume (Slika 6.33). Utvrdeno je da filtere i cijevi treba Cistiti u vremenskom

periodu od 3 do 6 mjeseci kako bi dotok vode u akvarijume bio konstantan i nesmetan.

Slika 6.33. Periodi¢no ¢iscenje filtera i cijevi za dopremanje morske vode u akvarijume

Kod opreme za pracenje VG, Skoljke su jednom stranom ljuSture pricvrSéene
(zalijepljene) za perforirane ploce potapajuc¢eg modula. Dagnje su se dodatno pomocu bisusnih
niti prévrscivale za ploce, ali 1 za magnetne senzore koji su pratili otvorenost ljustura, pa je
usled toga dolazilo do promjene polozaja pojedinih Skoljki u odnosu na prvobitan polozaj
(Slika 6.34). U tim situacijama oprema za pracenje VG je biljezila odredenu otvorenost
ljustura Skoljki, a one zapravo nijesu bile otvorene ili ukoliko su bile otvorene, dobijeni podaci

nijesu bili tacni, jer su magnetni senzori kalibrisani za pracenje VG u odnosu na prvobitni
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polozaj pri¢vrséenih Skoljki za ploCe potapaju¢eg modula. Zbog toga je bilo potrebno
periodi¢no skracivati bisusne niti (svakih 7 — 10 dana). Rezultati dobijeni u takvim situacijama

nijesu analizirani.

Slika 6.34. Pri¢vrs¢ivanje dagnji pomocu bisusnih niti za ploCe potapaju¢eg modula i magnetne senzore

Laboratorija izgradena na wuzgajaliStu u Orahovcu, prikljuena je na staru
elektrodistributivnu mrezu, pa je usled kvarova na elektrodistributivnoj mrezi, kao i usled
elektriénih praznjenja iz atmosfere dolazilo do ucestalih prekida napajanja laboratorije
elektricnom energijom. Racunari, kao 1 oprema za pracenje HR i VG su vrlo osjetljivi na
anomalije koje se mogu javiti u naponskoj mrezi, kao $to su nagli skokovi napona (prenapon),
varijacije vrijednosti napona, pad napona ili iznenadni nestanak napona, pa je usled ovih
anomalija dolazilo do Cestih prekida rada racunara i opreme za pracenje HR i VG, a takode 1
do kvarova odredenih elektronskih komponenti racunara (napojna jedinica i mrezna kartica) 1
opreme za pracenje HR (LFOP) i VG (mikroprocesorski modul). Prevazilazenje ovih
problema je moguée instalacijom automatskog generatora (agregata) za snabdjevanje
elektri¢cnom energijom.

Svi navedeni problemi kao i intervencije u cilju njihovog prevazilazenja tokom trajanja
jednogodisnjeg monitoringa sigurno su dijelom doprinijele da rezultati monitoringa fizioloskih

parametara ne budu konzistentni u mjeri u kojoj se to ocekivalo.
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6.3.2. Unapredenje opreme u dijelu prenosa podataka

U cilju unapredenja sistema za pra¢enje HR realizovano je novo rjeSenje u domenu
prenosa podataka sa mjerne opreme na racunar. Prije realizacije ovog rjeSenja mjerna oprema i
centralni radunar bili su Zi¢ano povezani. Zi¢ano povezivanje otezava instaliranje mjerne
opreme izvan laboratorije, na vecoj udaljenosti od centralnog racunara. U cilju realizacije
bezicne Wi-Fi veze, dizajnirana su dva mikrokontroleska uredaja: uredaj za odabiranje signala
i uredaj za rekonstrukciju signala. Uredaj za odabiranje signala se postavlja na stranu mjerne
opreme (LFOP). On uzima odbirke signala sa izlaza fotopletizmografa i Wi-Fi bezi¢énom
vezom $alje prema uredaju za rekonstrukciju. Uredaj za odabiranje moze uzimati odbirke sa
najvise 8 fotopletizmografa. Rekonstrukcioni uredaj bezicnom Wi-Fi vezom prihvata poslate
podatke 1 na svojim izlazima rekonstruiSe polazne signale. Uredaj moZe rekonstruisati do 8
signala. Rekonstrukcioni uredaj se postavlja na stranu centralnog ra¢unara, neposredno ispred
ADC-a. Izlazni signali uredaja vode se na ulaze ADC-a. Na ovakav nacin napravljen je prelaz
sa ziane na WiFi konekciju izmedu mjerne opreme i centralnog racunara, bez ikakvih
izmjena u ve¢ realizovanim komponentama postojeceg sistema (Slika 6.35).

Osnovni sastavni djelovi uredaja za odabiranje i rekonstrukciju su Arduino Uno
razvojna ploca i Maker Studio WiFi $ild. Osim toga, uredaj za odabiranje sadrzi i elektronski
inerfejs za prihvat signala sa izlaza fotopletizmografa i njihovo odabiranje. Rekonstrukcioni
uredaj sadrZi elektronski interfejs koji doprinosi da se iz primljenih odbiraka rekonstruiSu
polazni signali. Maker Studio WiFi sild je kompatibilan sa Arduino Uno razvojnom plocom i
omogucuje njeno povezivanje na WiFi mrezu.

Testiranje ovog rjeSenja je uspjeSno obavljeno. Pokazalo se da realizovana bezi¢na

razmjena podataka ni na koji na¢in ne degradira performanse cjelokupnog sistema.
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Slika 6.35. Unapredenje opreme u dijelu prenosa podataka — realizovana WiFi konekcija izmedu mjerne opreme i

centralnog racunara
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7. ZAKLJUCAK

Kontinuirani monitoring stanja zivotne sredine u realnom vremenu, u ex Situ uslovima,
pomocu automatizovanog sistema za pracenje fizioloskih odgovora dagnji je prvi put
sproveden kako u Bokokotroskom zalivu, tako i u Jadranskom moru. Takode, na ovom
podrucju su prvi put u realnom vremenu paralelno praceni fizioloski biomarkeri mediteranske
dagnje Mytilus galloprovincialis (HR i VG) u trajanju od jedne godine.

Rezultati pra¢enja bazalnog srCanog ritma 1 pokreta ljustura dagnji u kontrolnim
uslovima, bez prisustva stresora, su pokazali kako individualnu, tako i grupnu varijabilnost
ovih biomarkera kod jedinki u monitoring sistemu u funkciji vremena. Uoceno je medutim, da
sve Skoljke, bez obzira na individualne varijacije, daju isti trend ponaSanja, pa se mogu
posmatrati kao grupa. Varijabilnost odgovora nema izrazen cirkadijalni ni sezonski karakter.
Rezultati multivarijantne analize su pokazali da sréani ritam, kao jedan od dva pracena
biomarkera u sistemu, ne zavisi od variranja ekoloskih faktora u rangu uobicajenih vrijednosti
karakteristi¢nih za odabrani lokalitet.

U cilju povecanja pouzdanosti automatizovanog biomonitoring sistema potrebno je
dagnjama periodi¢no skracivati bisusne niti (svakih 7 — 10 dana), ¢ime se smanjuje moguénost
da Skoljke prikazu laznu reakciju/odgovor. Takode, tokom kontinuiranog monitoringa u €x situ
uslovima je potrebno Cistiti filtere i cijevi u vremenskom periodu od 3 do 6 mjeseci kako bi
dotok vode u akvarijume bio konstantan i nesmetan. Svi ovi tehnicki problemi vezani za
odrZavanje sistema, zajedno sa povremenim problemima sa napajanjem elektricnom
energijom, doprinijeli su varijabilnosti i nekonzistentnosti odgovora jedinki u testu tokom
dugog vremenskog perioda. U cilju unapredenja postojeeg automatizovanog sistema za
pracenje HR realizovano je novo rjeSenje u domenu prenosa podataka sa mjerne opreme na
racunar. BeZi¢na razmjena podataka ni na koji nacin ne degradira performanse cjelokupnog
sistema.

Ukupno kondiciono stanje jedinki u sistemu za monitoring prac¢eno je odgovorom na
stres. Odabrani bomarkeri — pokreti ljusture, vrijeme potrebno za oporavak sr¢anog ritma
nakon kratkotrajnog izlaganja medijumu drasticno smanjenog saliniteta i varijabilnost sréanog
ritma pokazali su se kao dobri indikatori kondicionog statusa jedinki. Rezultati testova

saliniteta su pokazali da su pokreti ljusture robusniji biomarker od sréanog ritma, jer je
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odgovor na stres bio konzistentan u svim testovima saliniteta tokom jednogodisnjeg
monitoringa. Konstantno produzavanje perioda potrebnog za oporavak src¢anog ritma nakon
prestanka dejstva stresora ve¢ od drugog mjeseca monitoringa, a posebno potpuni izostanak
reakcije u smislu promjena sréanog ritma usled djelovanja stresora tokom poslednja Cetiri
mjeseca monitoringa ukazuju da jedinke u monitoring sistemu imaju ograni¢eni optimalni
vijek. Ve¢ nakon tri do Cetiri mjeseca kontinuiranog monitoringa dolazi do “zamora” sistema.
Osim toga, od inicijalno postavljenih 16 jedinki, do kraja monitoring perioda je prezivjelo
samo 12 jedinki. Ovako visok mortalitet ukazuje da sistem ne pruza optimalne uslove za Zivot
u duzem periodu. Na osnovu pogorSanja kondicionog stanja jedinki u sistemu tokom vremena
1 visokog mortaliteta u kasnim fazama monitoringa, nameée se potreba za redovnijom
analizom rezultata frekventih mjerenja srcanog ritma i zaklju¢ak da optimalno vrijeme
koris¢enja odabranog bioindikatora iznosi tri mjeseca. Jedinke u sistemu je potrebno
zamijeniti na svakih tri mjeseca i na taj nacin povecati pouzdanost sistema za rano upozorenje.

Primjer primjene fizioloskih biomarkera na odabranoj studiji slu¢aja pokazao je da se
metodologija zasnovana na koeficijentu varijacije i vremenu oporavka sréanog ritma nakon
kratkotrajnog stresa u principu moze Koristiti u faznom pasivnom biomonitoringu na
lokalitetima u gradijentu zagadenja. Medutim, bilo bi uputno umjesto testa saliniteta odabrati
drugi tip stresora kome bi se jedinke sa referentnog i odabranih lokaliteta izlozile na sli¢an
nacin kao smanjenom salinitetu. Da bi rezultati dobijeni pracenjem promjena sréanog ritma
nakon izlaganja kratkotrajnom stresu jednoznacno ukazali na problem zagadenja na odabranim
lokalitetima, stresor ne bi smio biti iz grupe abiotickih faktora na koje se razli¢ite populacije
odabrane vrste lako adaptiraju. Ovim se otvara prostor za dalja istraZivanja koja bi imala za
cilj odabir adekvatnog ksenobiotika u optimalnoj koncentraciji u cilju vece pouzdanosti i
relevantnosti rezultata dobijenih pasivnim biomonitoringom zasnovanom na fizioloskim

odgovorima odabranog test organizma na stres.
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U okviru ove disertacije optimizovan je sistem za kontinuirano pracenje statusa voda

obalnog mora zasnovan na fizioloskim biomarkerima mediteranske dagnje — sréanog ritma

1 pokreta ljusture. Ispitana je pouzdanost sistema za rano upozorenje, varijabilnost




fizioloskih biomarkera kod dagnje, optimalno vrijeme koriS¢enja odabranog bioindikatora
u procesu kontinuiranog biomonitoringa, kao i nedostaci postoje¢eg biomonitoring sistema
u cilju njegovog daljeg usavrSavanja 1 implementacije, ukljucuju¢i 1 unapredenja
postojeéeg automatizovanog sistema za pracenje sréane aktivnosti u dijelu vezanom za
transfer i obradu signala. Rezultati pra¢enja bazalnog sr€anog ritma i pokreta ljustura
dagnji u kontrolnim uslovima, bez prisustva stresora, su pokazali kako individualnu, tako i
grupnu varijabilnost ovih biomarkera kod jedinki u monitoring sistemu u funkciji vremena.
Medutim, bez obzira na individualne varijacije, eksponirane jedinke su pokazale isti trend
ponasanja, pa se mogu posmatrati kao grupa. Nije pokazan izrazen cirkadijalni ni sezonski
karakter odabranih fizioloskih biomarkera. Ispitana je osjetljivost odabrane vrste i
automatizovanog ex situ sistema na prirodna variranja ekoloSkih faktora pracenih
mjeseCnom dinamikom. Pokazalo se da srcani ritam ne zavisi od variranja ekoloskih
faktora u rangu uobicajenih vrijednosti karakteristicnih za odabrani lokalitet. Ukupna
kondicija jedinki, a time i performanse monitoring sistema provjerene su periodi¢nim
izlaganjem sistema kratkotrajnom ekstremnom stresu — naglom smanjenju saliniteta. Zbirni
odgovor grupe jedinki u monitoring sistemu na stres pracen je mjesecnom dinamikom.
Odabrani bomarkeri — pokreti ljusture, varijabilnost sr¢anog ritma i vrijeme potrebno za
oporavak sréanog ritma nakon kratkotrajnog izlaganja stresu su se pokazali kao dobri
indikatori kondicionog statusa jedinki. Rezultati testova saliniteta su pokazali da su pokreti
ljusture robusniji biomarker od sréanog ritma, jer je konzistentan odgovor grupe biljezen u
svim testovima saliniteta tokom jednogodiSnjeg monitoringa. Konstantno produzavanje
perioda potrebnog za oporavak sréanog ritma nakon prestanka dejstva stresora ve¢ od
drugog mjeseca monitoringa, kao i potpuni izostanak reakcije u smislu promjena sréanog
ritma usled djelovanja stresora tokom poslednja Cetiri mjeseca monitoringa su pokazali da
jedinke u monitoring sistemu imaju ograni¢eni optimalni vijek. Utvrdeno je da ve¢ nakon

<

tri do Cetiri mjeseca kontinuiranog monitoringa dolazi do “zamora” sistema. Optimalno
vrijeme kori§¢enja odabranog bioindikatora iznosi tri mjeseca. Jedinke u sistemu je
potrebno zamijeniti na svakih tri mjeseca, kako bi se povecala pouzdanost sistema za rano
upozorenje. U cilju unapredenja postojeCeg automatizovanog sistema za pracenje sréanog

ritma realizovano je novo rjeSenje u domenu prenosa podataka sa mjerne opreme na




raCunar. Bezi¢na razmjena podataka ne degradira performanse cjelokupnog sistema.
Primjenjivost odabranih fizioloskih biomarkera u pasivhom biomonitoringu na nativnim
jedinkama mediteranske dagnje sa odabranih lokaliteta u gradijentu zagadenja ispitana je
na odabranoj studiji sluaja u Bokokotorskom =zalivu. Rezultati su pokazali da se
metodologija zasnovana na koeficijentu varijacije i vriemenu oporavka sréanog ritma nakon
kratkotrajnog stresa u principu moze koristiti u faznom pasivnom biomonitoringu na
lokalitetima u gradijentu zagadenja. Da bi rezultati dobijeni pra¢enjem promjena sréanog
ritma nakon izlaganja kratkotrajnom stresu jednoznacno ukazali na problem zagadenja na
odabranim lokalitetima, stresor ne bi smio biti iz grupe abiotickih faktora na koje se

razlicite populacije odabrane vrste lako adaptiraju.
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Abstract

The focus of this thesis was the optimization of ex situ costal waters biomonitoring system

based on two physiological biomarkers of Mediterranean mussel, namely heart rate and

valve gape. Experimental set-up provided not only insight into reliability of the early

warning system and variability of physiological biomarkers over a year-long continuous

operation, but enabled defining the optimal shelf life of bioindicator organism in the

continuous biomonitoring. Some shortcomings of the existing automated system for




monitoring cardiac activity as well as steps for further improvement and implementation
were identified, including improvements related to signal transfer and processing. Basal
heart rate and valve gape dynamics in control conditions, with no significant stress,
demonstrated considerable time — dependant individual and group variability. Still, the
responses of all tested specimens, regardless of their individual variability, followed a
similar behavioural trend, which implies that the test individuals can be clearly regarded as
a group. The responses of selected physiological biomarkers did not follow circadian or
seasonal pattern. The sensitivity of automated ex situ system and selected species to natural
variation of a number of environmental variables has also been investigated. The results
indicate that the mussels’ heart rate does not depend on key environmental factors
provided they remain within the usual variation range typical for the selected site. The
overall physiological condition of test individuals and performances of monitoring system
have been tested on monthly basis by group response to short-term exposure to extreme
stress conditions (a sharp salinity decrease). Selected biomarkers, valve gape, coefficient of
variation and recovery time of heart rate after the exposure to stress, proved to be good
indicators of condition of individuals in monitoring system. Valve gape turned out as a
more robust biomarker compared to the heart rate, as consistent group response was
recorded in all salinity tests throughout the experiment. Successive increase of the heart
rate recovery time was recorded since the second month of monitoring till the end of the
monitoring, while the complete absence of an expected reaction to stress — change of the
heart rhythm — was apparent during the last four months of monitoring. These results
indicate that the individuals in the monitoring system have limited optimal shelf life and
that after three to four months of continuous monitoring, the system is subject to "fatigue".
It can be concluded that the optimal shelf life of the individual mussels in biomonitoring
system is three months. To maintain the reliability of the early warning system it is
advisable to replace individuals in the system every three months. In order to improve the
existing automated system for heart rate monitoring, a new solution for data transfer from
the sensor to the computer was implemented. Wireless data exchange did not degrade the
performance of the entire system. A case study in Boka Kotorska Bay was used to assess

the applicability of selected physiological biomarkers in passive biomonitoring using




native Mediterranean mussel specimens from selected locations in pollution gradient. The

results showed that the methodology based on the coefficient of variation and heart rate

recovery time after short-term exposure to extreme stress can, in general, be used in

periodical passive biomonitoring of sites in the pollution gradient. However, to diminish

the impact of confounding factors, to increase the credibility of the environmental

assessment of selected polluted sites based on hart rate changes after exposure to short-

term stress, the stressor should not be chosen from the group of abiotic factors to which

different populations of the selected species easily adapt.
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Osaj Obpazay uyunu cacmasHu 0eo0 OOKMOpPCcKe oucepmayuje, OOHOCHO
O00KMOPCKO2 YMemHUYKo2 npojekma Koju ce opanu Ha YHnuseepszumemy y Hoeom
Caoy. llonywen Obpasay ykopuuumu uza mexcma O0OKmMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmad.

[Lman TpeTMana nojaraka

Ha3uB npojexta/mcrpaxnBama

KonTrHYyHpanun MOHUTOPHHT CTama KUBOTHE cpeauHe: OnTuMusaimja CucTeMa 3aCHOBAaHOT Ha

dbusmrosnomkum oaropopuma narie (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819)

Ha3uB nHCTHTYIHje/MHCTUTYIHja y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAU HCTPAKUBAHE

a) Uucruryt 3a 6uonorujy mopa, Yuusepauter Lipae ['ope
0) Hay4yHo-ucTpaXMBauKu IIEHTAp 3a €KOJIOIIKY 0e30jeanoct, Pycka akanemuja Hayka, CaHKT
[TetepOypr, Pycuja

B) Enexrporexuunuku daxynrer, Yuusepsutet Lpue ['ope

Ha3uB nporpama y oKBHPY KOT ce peajiu3yje HCTPaKHBaH€

JlokTopcke akajgeMcke cryadje ekosoruje Ha [IpupomHo-mareMaTHykoM — (axyiTery,
Yuusepsutera y Hosom Cany.
HcTpaxuBama cy peaqn3oBaHa y OoKBUPY nIpojekTta “LleHTap m3BpcHOCTH y OHOMH(DOpPMATUIIH

(BIO-ICT)*, yrosop 6p. 01-1001. ITouerak: 01.01.2014. roaune; Kpaj: 31.12.2018. roguse.

1. Onuc nmogaraka

1.1 Bpcra crynuje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxynasajy

JloKTOpCcKa Iuceprarmja

1.2 Bpcre nonaraka

@ KBaHTUTAaTHUBHU




@ KBaJIUTaTUBHU

1.3. Hauun npukyrbama rnojaraka
a) aHKeTe, YIUTHUIU, TECTOBU
0) KIMHUYKE IPOLIEHEe, MEIUIIMHCKH 3aMUCH, €JICKTPOHCKH 3/IPAaBCTBEHH 3aITUCH

B) T€HOTHUIIOBU: HABECTH BPCTY

F) AIMHUHUCTPATUBHU IMOJalM: HABCCTU BPCTY

@ y30puM TKHUBA: Y30pHMU TKHBA JAlrtbM 34 KBAHTUTATHBHY W KBAJIWTATUBHY dHAJIU3Y

OMOTOKCHMHA M MCTaJIa Y TKUBY Aarmby, Ka0 M aHAJIM3Y KOHAUIIMOHOI' CTalkha ieZ[I/IHKPI

@ CHUMIIU, (I)OTOl"pa(bI/IjCZ CHUMIIM CpYaHC AaKTHMBHOCTH M IIOKPECTA JbYHITYpPA CKCIIOHHMPAHHX

jeanHkd U dororpaduje cucreMa TOKOM IIpOoIeca MOHUTOPHUHTA

(©) TekcT: mpernes muTepaType

K) Maria, HaBECTHU BPCTY

@ OCTaJIO: KOHTUHVUPAHU EX situ MOHHMTOPHUHI', TACMBHHU MOHHWTOPHUMHI" HATUBHUX ieHHHKH ca

O,I[a6DaHI/IX JJOKAJIMTETA Y FDa,I[I/IiCHTV 3araheH>a, dHaJIM3a CTaHJapJAHHX IMapaMeTapa KBAJIMUTCTA

BOJIE
1.3 ®opmar nogaraka, ynorpedsbeHe ckaje, KOJIMIMHA MoJjaTaka

1.3.1 Ynorpebsbenu copTBep u popMar JaTOTEKE:
@ Excel ¢ajn, naroreka .xIsx

b) SPSS ¢ajn, natoreka
(© PDF ¢ajn, natoreka .pdf

@ Tekct ¢ajn, natoreka .docx

@ JPG ¢ajn, naroteka .jpd, .png,.wmf
@OCTano, maroreka .bin, .txt, .bmp, .exe, ini, .qrd, .byt

1.3.2. bpoj 3anuca (ko1 KBAHTUTATUBHUX O/IaTaKa)

a) 6poj Bapujadiu 20




0) Opoj Mepema (MCTIMTaHuKa, IPOIEHA, CHUMaKa U CJI.) BEJIMKHU Opoj

1.3.3. IToHOBJbEHA MEpPEHA

@ 1a

0) He

YKOJIHMKO je 0ATOBOP J1a, OJrOBOPUTH Ha cieieha nutama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y MoHOBJbeHUX Mepa je 10 CeKyHIM, jeaH ¥ TP Mjecena.

0) BapHjabiie Koje ce BHIIE IyTa MEpe OJHOCE Ce Ha CPYaHY AKTHBHOCT M TIOKpPETE

JBYIITYPA €KCHOHUPAHUX JeAMHKU, HU3NUYKO-XEMU]CKE U OHMOJIOLIKE ITapaMeTpe MOPCKE BOJIE,

OpucCyCTBO OMOTOKCHHA M MeTajia Y TKHUBY Jarkbu, KOHAWIIMOHNW MHACKC Aartkhbu.

B) HOBE Bep3MWje (ajmoBa KoOju caapKe MOHOBBEHA Mepema Cy HMEHOBaHE Kao H

OpeTxXoaHe BCDSHiC Ca A0JaTKOM BPEMCHCKE OJPCAHUIIC KOia O3HadaBa Kaja ie IIOHOBJHECHO

Mjepemne.

Hamomene: AyToMaTH30BaHH CHCTEM 34 npaheH,e Cp4YaHC aKTHMBHOCTH M IOKPCTA JbYHITYpa

IIKOJbKH CHHMMaA INOAATKC CBAKUX JCCTCT CCKYH/IH. @H3H‘IKO-XGMH1CKH 1 OMOJIOIIKH nmapamMeTpu

MOPCKE BOAEC, MPUCYCTBO OMOTOKCHHA U KOHIAMIIMOHHW HMHJACKC Aarmbu CYy MiGDGHI/I MieceqHOM

AUMHAMHMKOM, JOK ie aKVMVJIaHI/Iia 11 MeTajia y TKUBY Jarkbu npaheHa CC30HCKH.

Ja nu hopmamu u cogpmeep omoeyhasajy demerve u 0y2opouHy 8aruoOHOCm nooamaxa?
a) Ha
@ He

Ako je 002o60p ne, obpaznoncumu Codreepcku mporpam VarPulse ckiaguinTy mogaTke

Ha pauyHapy vy dopmary OGuHapHux paroreka (*.bin) m v dopmary TekcTyamHMX AaToTeka

(*.tXt). Ilomary Be3aHM 3a MOKPETE JbYIITYPA ITKOJHKU €€ CKIAJIWINTE Ha PAYYHAPCKOM JINCKY Y

dbopmary kogHuX OmHapHUX naroreka (*.byt) w/wmm y dopmary tekcryamaux maroreka (*.dat/*

Axt). M3 Tor pasznora je HEeONXOIHO JIa KOPUCHHK mocienyje codTBepcke mporpame VarPulse u

Biomonitor.

2. [Ipukymbame nogaTaka




2.1 Metozo70r1ja 3a NPUKYIUbabe/TeHEPUCALE TT01aTaKa

2.1.1. Y oxkBUpY KOT UCTPAKUBAYKOT HALIPTA CYy MOJAIU MPUKYTITHEHU?

@ CKCIICpMMCHT, HABCCTH THII. KOHTMHYHMpPAHW MOHMTOPHUHI Yy €EX situ CHUCTCEMY, ITaCHMBHHU

MOHUTODUHI HATMBHUX JEAMHKHA ca 01a0paHuX JIOKAJIUTETA V TrpaaujeHTy 3arahema,

MOHHUTOPHHI' KBAJIMTETA BOAC

@ KOpeEJIallMOHO UCTPAKMBAkhEC, HABECTHU THIIL: MVJITHBaDI/IiaHI/IOHa dHaJIKM34a I10JaTaKa

1) aHaJIi3a TeKCTa, HABECTH THIL:

1) OCTajo0, HABECTH IITa

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCIPYMEHAMa uiu Cmanoapoe no0amarka CReyuuuHux 3a
oopeheny HayuHy OUCYUnIuHy (aKo nocmoje).

AVTOMaTI/I3OBaHI/I CHCTCM 3a HDaheH)G CpYaHC aKTHUBHOCTH JarmkbH, ayTOMAaTU30BaHU CUCTEM 34

npaheH,e INOKpPETAa JbYIITYpA INKOJbKH, CHGKTDOd)OTOMeTaD, HMHBCPTHM MHMKPOCKOII, TCYHA

xpomarorpabuja Bucokux nepdhopmancu (HPLC) ca DAD u dbayopecleHTHHM JIETEKTOPOM,

MHIVKOBAHM KYIUIOBAaHM InIazMa-onTHYku emucuoHu crnekrpoMmerap (ICP-OES), nncrpymenTa

3a aHAJIN3Y CTaHJapJAHUX IMapaMeTrapa KBAJIMTETA BOJC

2.2 KBanureT nojaTaka u CTaHIapau

2.2.1. Tperman HegocTajyhux mojgataka

a) [la nu maTpuna caapxu Hegoctajyhe monarke? I[a@

AKo je oroBOp /Aa, OJrOBOPHUTHU Ha ciefeha nurama:

a) Komuku je 6poj HenocTajyhux nmomaraka?

0) Jla 1 ce KOpUCHUKY MaTpHIle TIpenopydyje 3aMmeHa Hepoctajyhux mogataka? /la  He

B) AKO je 0JIrOBOp J1a, HABECTU CYTeCTHje 3a TpETMaH 3aMeHe HeJocTajyhux mogaTaka




2.2.2. Ha Koju HauuH je KOHTPOJMCAH KBAJIUTET nmojaaraka? OnucaTu

Kopumhenu codTBepr KOHTPOJMINY CUTHAJIE KOJM CTHIKY M3 €X Situ cucrema 3a mpaheme

CpYaHC AaKTHBHOCTH W TIOKPETA JbVIITYpa INKOJbKH. (DH3PI‘IKO-XGMHiCKI/I U OMOJIOUIKHU

napaMeTpu Cy KOHTPOJUMCAHU CTaHAAPAHHUM ITOCTYIIKOM aKAPCEAUTOBAHC MCTO/JC.

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je u3BpIIeHa KOHTPOJa YHOCa Mo/1aTaka y MaTpHILy?

CodTBepckr 1porpaM BpIIM _KOHTPOJY VHOca Iojaraka y wMarpuny. KoHTpoda yHoca

CTAHJAPAHUX HapaMeTapa KBAJIMTETA j€ U3BPILIEHA VHYTAPIa00paATOPU]CKOM IIPOB]EPOM.

3. TpermaH nogaTaka u npateha fokymMeHramnuja

3.1. TpermaH u uyBame IojaTaka

3.1.1. Ilooayu he bumu denoHosanu y peno3umopujymy 0OKmopcKux oucepmayuja
Yuusepzumema y Hoeom Caoy.

3.1.2. URL aodpeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla au he nooayu bumu y omeopenom npucmyny?

@

0) Jla, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002060p He, Hasecmu pasnoz

3.1.5. Ilooayu nehe bumu oenonosanu y penosumopujym, aiu e oumu yysauu.
Obpasznoocerve

JIOKTOpCKa I[I/ICCDTaHI/Iia he Outu JACTIOHOBAHA Y DCHOSI/ITODI/IiVMV JOKTOPCKHUX ,[[I/ICCDTaHI/Iia

Yuusepsurera v HoBoMm Capay. Ilomarnm moOmjeHn 1momohly ayroMaTWM30BaHOI CHCTEMA 3a

npalielbe cpyaHOT pUTMA M HOKPETA JHVIITYPA IIKOJEKHA he OMTH YyBaHW HA JEIMHUIN CHOJHLHE




MGMODI/Iie padyHapa 300r OpaBHUX OI'paHHUYCH:A KW YIOBOPHC obasese. Hapenenu momanu

[IPEJICTaB/ba]y BIacHUINTBO mpojexkra “Llenrap m3spcuoctu v omomHdopmaruuu (BIO-ICT)

yrosop Op. 01-1001. a Taxohe je 3a oOpamy W kopuinheme MOOMjEeHHMX MoJaTaka HOTpeOHO

nocjenoBaru cobrBepcke nporpame VarPulse u Biomonitor.

3.2 Meranonanu U T0KyMeHTalllja MoiaTaka

3.2.1. Koju crangapn 3a meranoaatke he Outu npuMereH?

3.2.1. HaBectu MeTano1aTke Ha OCHOBY KOJUX CY MOJAIU JICTIOHOBAHU Y PEMO3UTOPH]YM.

Axo je nompebHo, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npeyumaroe no0amaxd, AHaiumuyke u

npoyeodypante ungopmayuje, HUXo80 KoOupare, oemasmshe onuce 8apujadiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHAap/au 3a 4yBame nojgaTaka

3.3.1. 1o xor nepuoza he momanu OWTH dyBaHU y perno3utopujymy? HeorpanmaeHo

3.3.2. Jla nmu he mogany OUTH IETTOHOBAHU IO/ IHH(l)pOM?@ He
3.3.3. Jla 1 he mmdpa 6utu noctynna onpehenom kpyry uctpakusaua?ly He
3.3.4. la 1 ce mojany MOpajy yKIOHUTH U3 OTBOPEHOT NMPHUCTYIA OCIe U3BECHOT BpeMeHa?

Ta @©

OO6pa3znoxutu

4. be30eqHOCT MoOAATAKA U 3aIITUTA MOBEP/LUBUX MHpopManuja




OBgaj ogesbak MOPA OuTH MOMyHEH aKo BalllH MOJAIM YKJbYUY)y JHMUYHE IOIaTKE KOjH ce
OJTHOCE Ha YYECHHUKE Y HCTPAXUBamY. 3a Apyra UCTpaXuBama Tpeba Takohe pa3sMoTpuTH
3aIITUTY U CUTYPHOCT ITOJIaTaKa.

4.1 ®opmaliHU CTaHAAP/AH 32 CUTYPHOCT MH(pOpMaIMja/moiaTaka

HcTpakuBaun Koju CIpOBOJIEC UCTIMTHBAA C JbyJUMa MOPajy Ja ce MPUApKaBajy 3aKoHa O
3aIITUTH T0/IaTaKa O JUYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u oarosapajyher

HHCTUTYIUOHAJIHOT KOJACKCA O aKaICMCKOM UHTCTPUTCTY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxxupame og00peHo o] cTpaHe eTuuke komucuje? Jla He

Ako je onrosop /la, HaBeCTH JaTyM M Ha3UB €TMUYKE KOMUCH]E KOja je 0100pHi1a HCTPAKUBAE

4.1.2. Jla m1 nojany ykJbyuyjy JIMYHE NOJaTKe yuyecHHUKa y uctpaxusamwy? [la He
AKO je 0IroBOp /13, HABETUTE HA KOjU HAUYWH CTE OCUTYPAJI TIOBEPJHHBOCT U CUTYPHOCT

uHpOpMaIrja Be3aHUX 32 HCIIUTAaHUKE:

a) [Moganum HKUCY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0) [Tonanu cy aHOHUMU3HUPAHU
1) Ocrano, HaBeCTH ITa

5. JlocTynmHOCT moxaTaka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jasHo docmynuu
@ 00CMYNHU CAMO YCKOM Kpyey ucmpaxcugéada y oopehenoj Hayunoj obracmu

y) 3ameopeHu



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Axo cy nooayu 00CmynHu camo YCKOM Kpy2y UCMPaicusaid, Hagecmu noo Kojum yclosuma

MO2y 0a ux Kopucme:

V3 nperxoany KOMVHI/IKaHI/IiV U IMMMCMCHO OIIO6DCH)e BJIaCHHUKA 1moJaTaKa.

Axo cy noaauu ()ocmynﬂu CamMo YyCKoOM Kpyey ucmpasicueaudd, Haeecmu Ha KOju HAYUH MO2)y

npucmynumu nodauwwa:

ITo 3axTieBy he 3aMHTEpPECOBAHUM HKCTPAXKUBAYMMA MATEpU]al OUTHU IIOCIAT EJIEKTPOHCKUM

IIyTEM.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu oOumu apxusupanu.

AVyTOPCTBO — HEKOMEDPLIM]AJIHO — O€e3 mpepaje

6. Yiore u 0IrOBOPHOCT

6.1. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy 61acHuka (aymopa) nooamaxa

Mapko Huxonuh, e-mail: markornikolic@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mej aopecy ocobe Koja o0picasa Mampuyy ¢ nooayuma

Mapko Huxonuh, e-mail: markornikolic@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma opyaum

ucmpasicueaduma

Mapko Huxonuh, e-mail: markornikolic@gmail.com
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