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Sazetak

Volak Hexaplex trunculus se Gesto koristi za pracenje oneciS¢enja morskog okoliSa organokositrovim
spojevima, u prvom redu tributilkositrom (TBT). Radi se o vrsti koja razvija imposeks ve¢ pri niskim
razinama onecis$¢enja TBT-om. U ovoj disertaciji predstavljeni su rezultati istrazivanja povezanosti
imposeksa kod volka H. trunculus i oneé¢is¢enja TBT-om provedenih na podruéju srednjeg dijela hrvatskog
Jadrana na 7 postaja tijekom 2014. godine i 12 postaja tijekom 2015. godine. Kod svih istrazivanih
populacija zabiljeZena je pojava imposeksa, a mjerenjem masenog udjela TBT-a u tkivu volka H. trunculus
i sedimentu potvrdena je i prisutnost onec¢is¢enja TBT-om. Istrazivanjem provedenim 2014. godine nije
potvrdena povezanost onecis¢enja TBT-om s aktivno$¢u odabranih biomarkera (katalaza, glutation S-
transferaza, glutation reduktaza, malondialdehidi, karbonili, acetilkolinesteraza), iako je uoena poveéana
aktivnost glutation reduktaze i glutation S-transferaze kod volaka s jace oneciséenih postaja. Istrazivanje
ucinkovitosti zabrane koristenja TBT-a, koja je u Republici Hrvatskoj na snazi od 2006. godine, provedeno
je 2015. godine na istim postajama na kojima je istrazivanje imposeksa provedeno i 2005. godine,
kategoriziranim prema razini brodske aktivnosti (nauticke marine, lucice, uvale koje se koriste samo
sezonski, referentne postaje koje se rijetko Kkoriste). Rezultati istrazivanja sugeriraju da je u
desetogodisnjem razdoblju doslo do smanjenja razine onecisé¢enja TBT-om. Ipak, smanjenje nije rezultiralo
oporavkom istrazivanih populacija buduéi da je kod svih utvrden visoki udio imposeksa kao i povecanje
udjela sterilnih zenki. U svrhu potencijalnog koriStenja vrste H. trunculus kao bioindikatora u ocjeni
ekoloskog stanja priobalnih voda u okviru Direktive o vodama, a s obzirom na one¢i§¢enje voda TBT-om
i posljedi¢nim razvojem imposeksa, predlozene su grani¢ne vrijednosti omjera ekoloske kakvoce (OEK) .
Istrazivanjem stabilnih izotopa dusika (8"°Nair) i ugljika (8**Cvepv) U tkivu volka H. trunculus nije potvrdena
povezanost sadrzaja stabilnih izotopa sa stupnjem oneci$¢enosti istrazivanih postaja TBT-om.
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1. UvOD

Pracenje stanja morskog okoliSa danas osim konvencionalnih mjerenja fizikalnih i
kemijskih parametara treba ukljucivati i prac¢enje u¢inaka oneciS¢enja (Sanchez i sur., 2012).
Naime, pojedine vrste predvidljivo reagiraju na antropogeno uvjetovane poremecaje u okolisu i to
ih ¢ini pogodnim za biomonitoring. Takve vrste koje putem specifi¢nih biomarkera ili procesom
bioakumulacije toksi¢nih tvari reagiraju na stres u okoliSu nazivaju se bioindikatori onecisenja
(Gerhard, 2002). Stani¢ni biomarkeri predstavljaju rane znakove upozorenja na pojedina
onecis¢ivala budué¢i da se prve promjene dogadaju ve¢ nakon kratkog vremena djelovanja
onecis¢ivala na stani¢noj razini (Domouhtsidou & Dimitriadis, 2001). S ciljem o¢uvanja morskog
okoli$a usvojeno je niz konvencija, direktiva i nacionalnih regulativa. I premda su suvremena
istrazivanja usmjerena na ucinak novijih komercijalnih kemijskih spojeva na okoli$ (Scott i sur.,
2012; Hutchinson i sur., 2013), prisutnost "starih” onecis¢ivala poput organokositrovih spojeva i
dalje se biljezi (Kim i sur., 2014; Suzdalev i sur., 2015; Primost i sur., 2016).

Organokositrovi spojevi, posebno tributilkositar (TBT), u morski okoli§ dospijevaju putem
protuobrastajnih premaza. TBT moZze uzrokovati razlicite bioloske uc¢inke na neciljane organizme,
a jedan od najbolje istrazenih toksi¢nih uc¢inka je pojava imposeksa kod prednjoskrznih puzeva
(Bryan i sur., 1987; Omae, 2003). Imposeks je razvoj muskih spolnih organa u Zenki puZeva
(Smith, 1971). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da neke vrste puzeva razvijaju imposeks vec¢
pri masenoj koncentraciji TBT-a u vodi od 1 ng Sn L (Gibbs i sur., 1988) i da se intenzitet
imposeksa povecava s porastom TBT-a u vodi i povecanjem bioakumuliranog TBT-a (Bryan i
sur., 1987; Oehlmann i sur., 1998a). Pri ve¢im koncentracijama TBT-a javljaju se visi stadiji
imposeksa, $to ozbiljno ugrozava reproduktivnu sposobnost Zenki te obnovu i strukturu populacija
(Gibbs i sur., 1988).

Volak Hexaplex trunculus (Linnaeus, 1758) je vrsta puza (Gastropoda) koja je Siroko
rasprostranjena u Sredozemnom moru. Ova vrsta naseljava litoral, ima ograni¢enu pokretljivost,
nema planktonsku larvalnu fazu i razvija imposeks ve¢ pri masenom udjelu bioakumuliranog TBT-
anizoj od 1 ng Sn g* suhe tvari (s.t.) (Axiak i sur., 1995). Sve ove znadajke ¢ine vrstu H. trunculus
imposeks kod volka H. trunculus ¢esto je istrazivan u vezi s onecis¢enjem TBT-om u mnogim
zemljama na Sredozemnom moru, ukljucujuéi Maltu (Axiak i sur., 1995, 2003), Italiju (Terlizzi i
sur., 1998, 1999; Chiavarini i sur., 2003; Terlizzi i sur., 2004; Pelizzato i sur., 2004; Garaventa i
sur., 2006a, 2007), lzrael (Rilov i sur., 2000), Portugal (Vasconcelos i sur., 2006a), Hrvatsku
(Prime i sur., 2006; Garaventa i sur., 2006a, 2007; Stagli¢i¢ i sur., 2008) i Tunis (Lahbib i sur.,
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2007, 2009a, 2010a). Vecina ovih istrazivanja bavila se rasprostranjeno$c¢u pojave imposeksa kao
posljedice onecis¢enja morskog okolisa TBT-om.

Budu¢i da organokositrovi spojevi imaju negativan utjecaj na neciljane organizme,
prvenstveno puzeve i Skoljkase, njihovo koriStenje u protuobraStajnim premazima danas je
zabranjeno u mnogim drzavama svijeta ukljuc¢ivo cijelu Europu (Champ, 2000; Furdek i sur.,
2012). Medunarodnom Konvencijom 0 nadzoru Stetnih sustava protiv obrastanja brodova od 2008.
godine zabranjeni su svi protuobrastajni premazi koji sadrze organokositrove spojeve. Republika
Hrvatska je ratificirala Konvenciju u 2006. godini i iste godine TBT je ukljucen na Listu opashih
kemikalija €iji je promet zabranjen odnosno ograni¢en (Narodne novine 17/2006). U skladu s
Konvencijom, od 2008. godine u hrvatske luke zabranjen je ulazak brodova ¢iji protuobrastajni
premazi sadrze organokositrove spojeve kroz Pravilnik o uvjetima i nacinu odrzavanja reda u
lukama i na ostalim dijelovima unutarnjih morskih voda i teritorijalnog mora Republike Hrvatske
(Narodne novine 90/2005, 10/2008, 155/2008, 127/2010, 80/2012, 7/2017). Europska unija
zabranila je koriStenje organokositrovih spojeva kroz Direktivu 2002/62/EZ i Zakon EZ/782/2003.
U Aneksu VIII Direktive o vodama 2000/60/EC organokositrovi spojevi su proglaseni jednim od
glavnih onecis¢ivala, a TBT jednom od prioritetnih tvari u podru¢ju vodnog gospodarstva
(2455/2001/EZ) koju treba pratiti kako bi se ocijenilo kemijsko stanje vodnih tijela. Prisutnost
TBT-a u vodama u Republici Hrvatskoj regulirana je propisivanjem standarda kakvoce okolisa
(SKVO) za ocjenu kemijskog stanja voda u vidu prosje¢ne godisnje koncentracije (PGK) i najvece
godisnje koncentracije (MGK) tributilkositrovih spojeva kroz Uredbu o standardu kakvoce voda
(Narodne novine 73/2013, 151/2014, 78/2015, 61/2016). Imajuéi u vidu da je definirana prosjec¢na
godignja masena koncentracija TBT-a vrlo niska i za priobalne vode iznosi 0,2 ng TBT L* za
cijelu Europu, kemijske analize organokositrovih spojeva pri takvim koncentracijama obi¢no je
kao bioloski odgovor na TBT kod puZeva vrijedan alat u procjeni stupnja onecis¢enja i utjecaja
TBT-a na morski okolis te je kao takav postao obvezni kriterij unutar OSPAR programa pracenja
stanja morskog okolisa atlantske i balticke obale (OSPAR, 2004). Nadalje, imposeks je predlozen
kao jedan od bioloskih elemenata kvalitete koji bi se mogao koristiti za vrednovanje i klasifikaciju
ekoloskog stanja priobalnih voda u programima pracenja stanja voda koje nalaze Direktiva o
vodama (WFD-UKTAG, 2014).

Znacajne masene koncentracije TBT-a joS uvijek se biljeze na mnogim lokacijama ¢ak i
godinama nakon zabrane njegova koristenja u protuobrastajnim premazima (Kim i sur., 2014;
Pougnet i sur., 2014), sto je Cesto povezano s resuspenzijom oneciséenog sedimenta i/ili moguéim

novim unosima (Furdek i sur., 2012; Langston i sur., 2015; Suzdalev i sur., 2015). Ipak, zakonska
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ogranicenja rezultirala su oporavkom mnogih populacija puzeva duz europske atlantske obale,
ukljucujuéi vrste Nucella lapillus (Linnaeus, 1758), Tritia reticulata (Linnaeus, 1758), Nassarius
nitidus (Jeffreys, 1867) i Stramonita haemastoma (Linnaeus, 1767), koje su sve ranije bile
znacajno pogodene imposeksom (Evans i sur., 1996; Birchenough i sur., 2002; Huet i sur., 2004;
Bray i sur., 2011; Cuevas i sur., 2014; Langston i sur., 2015; Laranjeiro i sur., 2015; Nicolaus &
Barry, 2015). Suprotno tome, Gudmundsdoéttir i suradnici (2011) predstavili su podatke o
povecanju razina imposeksa u blizini nekoliko manjih luka na Islandu nakon uvodenja zakonskih
ogranicenja. lako je nekoliko nedavnih istrazivanja izvijestilo o rasprostranjenoj pojavi imposeksa
kod populacija puzeva u Sredozemnom moru, npr. u Tunisu i Sardiniji (Abidli i sur., 2013;
Anastasiou i sur., 2015; Boulajfene i sur., 2015), podataka o vremenskim trendovima statusa
imposeksa u Sredozemnom moru koji ukazuju na ucinke zabrane koristenja TBT-a je vrlo malo.
Lahbib i suradnici (2009a) usporedbom pojave imposeksa u 2004. i 2007. godini na nekoliko
lokacija uz tunisku obalu uocavaju oporavak kod vecine populacija. Vremenski trendovi koji
ukazuju na promjenu intenziteta pojave imposeksa u Jadranu nakon zabrane takoder nisu dostupni.
Podatci o izmjerenim masenim koncentracijama i udjelima TBT-a u moru i dagnjama u razdoblju
2009-2010. godine, tj., nakon uvedenih zabrana, pokazuju da je isto¢ni Jadran jo§ uvijek oneciséen

organokositrovim spojevima (Furdek i sur., 2012).

1.1. Svrhai cilj rada

Glavni cilj doktorskog rada je istraziti u¢inkovitost zabrane koristenja tributilkositra (TBT)
u protuobrastajnim premazima za brodove koja je u Republici Hrvatskoj na snazi od 2006. godine
koristenjem volka Hexaplex trunculus kao bioindikatorske vrste. Usporedbom udjela imposeksa
zabiljezenog u istraZivanju provedenom 2005. godine (Prime i sur., 2006) na 12 postaja na
podru¢ju srednjeg dijela hrvatskog Jadrana s rezultatima istrazivanja provedenog 10 godina
kasnije na istim istrazivackim postajama, utvrden je vremenski trend pojavljivanja imposeksa. Sve
postaje su kategorizirane s obzirom na razinu intenziteta brodskog prometa. Budu¢i da je poznato
da vrsta H. trunculus imposeksom reagira na niske razine TBT-a u morskom okoli$u, istrazena je
korelacija imposeksa s masenim udjelom butilkositara u tkivu volka i sedimentu s istrazivanih
postaja. Predmetno istrazivanje je prvo istrazivanje udjela organokositrovih spojeva u tkivu vrste
H. trunculus u hrvatskom dijelu srednjeg Jadrana.

Sljedeci cilj je istrazivanje povezanosti aktivnosti odabranih stani¢nih biomarkera volka H.
trunculus i imposeksa odnosno stupnja oneciséenja TBT-om. Ovim istrazivanjem analizirana je

povezanost imposeksa s aktivnosti enzimatskog sustava vrste H. trunculus. Istrazena je aktivnost

3



biomarkera oksidacijskog stresa koji se javlja uslijed izloZenosti organizma ksenobioticima:
glutation (GSH), glutation S-tranferaza (GST), glutation reduktaza (GR), katalaza (CAT),
karbonili, malondialdehidi (MDA) i acetilkolinesteraza (AChE).

Konacno, istrazivanje ukljucuje i analizu povezanosti ishrane volka i kategorije postaje
uzorkovanja s obzirom na stupanj onecis¢enja TBT-om, odnosno pojavnosti imposeksa. Cilj je i
istraziti moguce razlike u sastavu stabilnih izotopa ugljika i dusika u misSi¢énom tkivu, §to ukazuje

na razli¢ite izvore hrane te moguéu povezanost razlicite ishrane i pojave imposeksa.



2. DOSADASNJE SPOZNAJE

2.1. Opéenito o imposeksu

Fenomen imposeksa prvi spominje Smith (1971). Proucavaju¢i jedinke vrste
prednjoskrznog puza Tritia obsoleta (Say, 1822) sakupljene u Southportu i Westportu, Conneticut,
SAD, otkrio je kod zenki pojavu strukture koja nalikuje penisu. Ovu pojavu naziva imposeks jer
se "javlja kao superimpozicija muskih znacajki na Zenkama napadnutim i nenapadnutim
parazitima". Opcenito, s aspekta spolnosti prednjoskrzni puzevi ovisno 0 vrsti imaju jedan od dva
oblika spolnosti: 1) ambispolnost ili hermafrodizam i 2) razdvojenu spolnost ili gonohorizam (Coe,
1944). Coe (1944) hermafrodizam dijeli u cetiri kategorije: funkcionalni hermafrodizam,
uzastopna spolnost, ritmicka uzastopna spolnost i alternativna spolnost. Vecina puzeva posjeduje
penis, ili zato $to je muskog spola ili zato Sto je hermafrodit. Kod funkcionalnog hermafrodizma
svaka jedinka posjeduje potpuni set organa oba spola. Kod uzastopne spolnosti dogada se jedna
promjena spola tijekom zivota jedinke, normalno je da je po¢etna faza muska, a odrasla zenska ili
hermafrodi¢na. Kod ritmicke uzastopne spolnosti jedinka je morfoloSki hermafrodit s visokim
stupnjem razdvojenosti reproduktivnih organa oba spola, i spolne stanice se stvaraju sukcesivno,
a ne simultano, u svakom razdoblju mrijestenja sperma se otpusta prije Nnego jajne stanice postanu
potpuno zrele. Kod alternativne spolnosti mlade jedinke su ve¢inom funkcionalno muske, dok su
starije veéinom u Zenskoj fazi. Pojava imposeksa mogucéa je kod vrsta koje karakterizira
razdvojena spolnost. Imposeks predstavlja rast muskih spolnih organa (penis, sjemenovod ili vas
deferens) na zenkama te rezultira zakrivljenjem jajovoda kao posljedici rasta muskih spolnih
organa (Smith, 1981b). Kad u kasnim stadijima imposeksa kod nekih vrsta, npr. Nucella lapillus
(Spence i sur., 1990), sjemenovod preraste vaginalni otvor i zatvori ga, onemogucen je izlazak
jajne kapsule sto dovodi do sterilnosti, a ponekad i uginuca zenki, te izumiranja populacije. Ovisno
0 mehanizmu nastanka, tri su osnovna tipa steriliteta uzrokovanog imposeksom (Shi i sur., 2005):
1) zamjena vulve Zlijezdom prostatom, 2) blokada vaginalnog otvora sjemenovodom, 3) rascjep
kapsularne zlijezde; te je za svaki od njih definiran dodatni podtip koji ukljuc¢uje blokadu
palijalnog jajovoda unutrasnjom promjenom ili proksimalnim sjemenovodom, pri ¢emu jedna
vrsta moZe imati viSe mehanizama nastanka steriliteta.

Reproduktivne anomalije kod prednjoskrznih puzeva u istrazivanjima nakon otkri¢a
imposeksa povezuje se s oneciS¢enjem iz luka (Smith, 1981a, 1981b, 1981c). Uocena je veza
izmedu intenziteta pojave imposeksa 1 udaljenosti jedinki od luka §to je dovelo do zakljucka da

neke tvari iz protuobrastajnih boja koje su se koristile za premaze plovila i opreme u marikulturi
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potencijalno uzrokuju imposeks (Smith, 1981b). Laboratorijskim pokusima utvrdeno je da se radi
o tributilkositru (TBT), (Smith, 1981c). Nadalje, potvrdeno je da premjestanjem imposeksom
"zarazenih" puzeva iz luka u nezagadeno morsko podrucje dolazi do manjeg smanjenja penisa, ali
ne 1 potpunog povlacenja imposeksa, na temelju ¢ega je donesen zakljuak da imposeks predstavlja
ireverzibilnu pojavu (Smith, 1981b).

Do danas imposeks je zabiljezen kod oko 250 vrsta puzeva i smatra se globalnim
fenomenom (Titley-O'Neal i sur., 2011). Ho i Leung (2012) su istrazivali povezanost imposeksa
kod vrste Reishia clavigera (Kiister, 1860) sa Sest organokositrovih spojeva, TBT-om,
dibutilkositrom (DBT), monobutilkositrom (MBT), trifenilkositrom (TPT), difenilkositrom (DPT)
i monofenilkositrom (MPT), te zakljucili da TBT i TPT imaju snazan ucinak na razvijanje
imposeksa. Ipak, kod tumacenja uzroka imposeksa treba biti oprezan buduci da organokositrovi
spojevi nisu njegovi jedini uzro¢nici. Evans i suradnici (1995) daju pregled istraZivanja u kojima
nije pronadena korelacija izmedu stadija imposeksa i masene koncentracije organokositrovih
spojeva u tkivu puzeva. Pokazalo se da imposeks, osim TBT-a, mogu uzrokovati i bakar i okoli$ni
stres (Nias i sur., 1993). Nadalje, na stadij imposeksa vrste N. lapillus moze utjecati i postojanje
parazita u jedinkama zahvacenim imposeksom (Schulte-Oehlmann i sur., 1997; Evans i sur.,
2000). Garaventa i suradnici (2006b) su na nekoliko muzejskih primjeraka vrste Hexaplex
trunculus prikupljenim na podrucju Sredozemnog mora u razdoblju od 1845. do 1930. godine
ustanovili znakove imposeksa premda u tom razdoblju TBT joS nije bio u primjeni.

Pri istrazivanju imposeksa kod vrste N. lapillus na podrucju jugoistocne obale Engleske,
Gibbs (1993) nailazi na populaciju pogodenu tzv. Dumpton sindromom (DS). Radi se o sindromu
nerazvijenosti muskih spolnih organa, bilo kod muZjaka, bilo kod imposeksom pogodenih Zenki,
koji se ocituje u nedovoljno razvijenom Ssjemenovodu, prostati s podijeljenom strukturom i u
najekstremnijim slucajevima nedostatku penisa. Dumpton sindromom je genetski poremecaj koji
zbog slabijeg razvoja muskih spolnih organa ublazava pojavu sterilnosti kao zadnjeg stadija
imposeksa 1 time omogucava prezivljavanje populacija u podrucjima s izrazenim onecis¢enjem
TBT-om. Populacije s DS-om pronadene su na engleskoj i francuskoj obali Engleskog kanala te u
Galiciji (Gibbs, 1993; Huet i sur., 1996; Barreiro i sur., 1999). Naknadna laboratorijska
istrazivanja jedinki vrste N. lapillus s DS-om pokazala su da su muzjaci s DS-om impotentni te da
se odrzanje populacije pogodene DS-om odrzava krizanjem zenki koje imaju DS 1 muzjaka koji
nemaju DS (Gibbs, 2005). Zasad nema objasnjenja zasto neke zenke s DS-om ostanu nepogodene
imposeksom, a neke druge u istoj populaciji dosegnu stadij sterilnosti uslijed imposeksa (Barreiro
I sur., 1999). Zanimljivo je i da je kod vrste slatkovodnog puza Heleobia hatcheri zabiljezen

prirodni imposeks (Martin, 2002).



Svakako treba spomenuti i pojavu interseksa koja je vrlo bliska pojavi imposeksa. Naime,
kod vrste Littorina littorea (Linnaeus, 1758) pod utjecajem TBT-a ne razvija se imposeks vec
interseks (Bauer 1 sur., 1995). Radi se o pojavi koja se o€ituje u preobrazbi palijalnog jajovoda
prema muskoj morfoloskoj strukturi. OlakSavajuca okolnost za oCuvanje populacija vrste L.
littorea je $to se ova vrsta razmnoZzava putem planktonske jajne kapsule pa se bez obzira na udio
sterilnih zenki populacija moze obnoviti dolaskom jajnih kapsula iz susjednih populacija
(Oehlmann i sur., 1998b).

U prvim radovima u kojima je istrazivan imposeks kod vrste Tritia obsoleta, imposeks se
ocjenjivao ucestalosc¢u pojave imposeksa u uzorku i prosjecnim intenzitetom muskih znacajki kod
zenki svrstavanjem u jednu od deset kategorija prema kriteriju prisutnosti i veli¢ine pojedinih
anatomskih znacajki penisa (Smith, 1981b). Nakon toga u istrazivanjima za ocjenu imposeksa
uobicajeno se koriste indeksi relativne veli¢ine penisa (RPSI, eng. Relative Penis Size Index) i vas
deferensa (VDSI, eng. Vas Deferens Sequence Index) koje su postavili Gibbs i suradnici (1987) za
vrstu Nucella lapillus. Indeks RPSI usporeduje kubnu duljinu Zenskog i muskog penisa u
istrazivanom uzorku:

RPSI = ((prosje¢na duljina Zenskog penisa)®/ (prosje¢na duljina muskog penisa)®) x 100
Indeks VDSI se izraCunava na temelju stadija kojima se opisuje razvijenost sjemenovoda. Za
razlicite vrste puzeva u literaturi su definirane razli¢ite klasifikacije stadija imposeksa, a najcesce
se radi 0 6 do 7 stadija (npr. indeksi 0-6). Nizi stadiji predstavljaju po¢etnu pojavu Sjemenovoda,
dok visi predstavljaju sjemenovod Kkoji je prerastao vaginalni otvor i ponekad doveo do
razdjeljivanja kapsularne Zlijezde Sto rezultira sterilitetom zenke. Pocetne klasifikacije stadija
Cesto se s vremenom dopunjavaju buduci da se uoc¢avaju podtipovi pojedinih stadija. Indeks VDSI
po definiciji predstavlja srednju vrijednost svih stadija imposeksa u uzorku:

VDSI = (suma vrijednosti stadija imposeksa svih Zenki)/(broj Zenki u istraZivanoj populaciji)
Nesto kasnije uveden je i indeks relativne duljine penisa (RPLI, eng. Relative Penis Lenght Index)
koji predstavlja omjer prosjec¢ne duljine Zenskog penisa i prosje¢ne duljine muskog penisa izrazen
kao postotak (Stroben i sur., 1992):

RPLI = (prosje¢na duljina Zenskog penisa)/(prosje¢na duljina muskog penisa) x 100
Barreiro 1 suradnici (2001) koriste se i indeksom pod nazivom prosjecni stadij jajovoda (AOS,
engl. Average Oviduct Stage) koji predstavlja srednju vrijednost stadija maskulinizacije jajovoda
1 autori ga smatraju pogodnim za koristenje u vrlo oneciS¢enim podruc¢jima nakon $to RPLI1 VDSI
dosegnu svoju gornju granicu.

Kod tumacenja indeksa koji se primjenjuju za ocjenu imposeksa treba voditi raCuna o vise

¢imbenika. Indeks VDSI se ponekad favorizira pred indeksima RPSI i RPLI jer nije ovisan o
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sezoni uzorkovanja (sjemenovod se ne mijenja sezonski za razliku od penisa) i omogucava dobru
procjenu ugrozenosti razmnozavanja zenki s imposeksom (Oehlmann i sur., 1998a, b). Indeksi
vezani uz duljinu penisa kod vrste N. lapillus nisu podloZzni samo sezonskim promjenama ve¢ i
promjenama koje su posljedica male udaljenosti izmedu neke jedinke i klastera jajnih kapsula —
naime muzjaci koji se nalaze blizu klastera imaju duze penise (Galante-Oliveira i sur., 2010). Ipak,
Pellizzato i suradnici (2004) preferiraju RPSI kad usporeduju onecis¢ene lokacije zato $to RPSI
ima veci raspon varijacije od VDSI, budu¢i da se VDSI nakon postizanja krajnjeg stadija
imposeksa ne moze povecati bez obzira na daljnje povecanje oneciS¢enja. Kod postojanja
Dumpton sindroma, pri izracunu indeksa RPSI jedinke s DS-om treba zanemariti, dok se iste ne
smije zanemariti u slu¢aju ocjene ucinka imposeksa na neku populaciju (Barreiro i sur., 1999).
Nadalje, jedinke napadnute parazitima treba iskljuciti pri izracunu indeksa VDSI jer parazitizam
povecava vrijednost indeksa (Schulte-Oehlmann i sur., 1997). Za ocjenu interseksa koristi se
interseks indeks ISI koji predstavlja srednji interseks stadij u uzorku (X interseks stadija u

uzorku/broj zenki), (Bauer i sur., 1995).

2.2. Povezanost imposeksa i tributilkositra

2.2.1. Tributilkositar

Metali pripadaju grupi konzervativnih oneciséivala $to znaci da nisu podlozni razgradnji.
lako su metali prirodno prisutni u okolisu, poviSene koncentracije ekotoksi¢nih metala mogu biti
toksic¢ne za zive organizme u kojima se akumuliraju (Carballeira i sur., 2000). Anorganski kositar
nije toksican, §to nije slucaj s organokositrovim spojevima medu koje spada i tributilkostar (TBT)
(Hoch, 2001). lako je kositar vazan za ¢ovjecanstvo jo§ od bron¢anog doba, za organokositrove
spojeve se zna tek zadnjih 150 godina. Hoch (2001) u preglednom radu o organokositrovim
spojevima navodi da je do danas poznato vise od 800 organokositrovih spojeva, od kojih se najveci
dio primjenjuje u proizvodnji polivinil Kklorida (PVC). Obzirom da organokositrovi spojevi

posjeduju biocidna svojstva, osim u protuobrastajnim premazima za brodove, koriste se za zastitu

.....

medu organokositrovim spojevima, varira ovisno o strukturi i duljini lanca alkilnih grupa.
Organokositrovi spojevi se sastoje od jedne do Cetiri organske grupe vezane na atom Kositra

(Sn*") ugljik-kositar kovalentnim vezama. Broj Sn-C veza i duljina alkilnih lanaca odreduju
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kemijske i fizikalne znacajke organoskoritrovih spojeva (Hoch, 2001). Organokositrovi spojevi
imaju sljedece opc¢e formule: RSnXs, R2SnXz, RsSnX i1 R4S, gdje je R bilo koja alkilna (ili arilna)
grupa, a X je anion kao npr. acetat, karbonat, klorid, fluorid, hidroksid, oksid ili sulfid.
Tributilkositar ima visok toksi¢ni u¢inak na vodene organizme, a formula njegovog kationa je
(C4Ho)3Sn™. Veza Sn-C je stabilna u prisutnosti vode, atmosferskog kisika i topline (Hoch, 2001).
Topivost organokositrovih spojeva u vodi je vrlo niska i ovisi 0 oksido-redukcijskom potencijalu,
pH, temperaturi, ionskoj jakosti, koncentraciji te sastavu otopljene organske tvari u vodi (USEPA,
2003). Razgradnjom organokositrovi spojevi gube organske grupe s kationa kositra. Tako se
tributilkositar u morskom okolisu u odgovaraju¢im uvjetima raspada na manje toksicne Spojeve,
dibutilkositar (DBT) i monobutilkositar (MBT) (Alzieu, 1998; Antizar-Ladislao, 2008) i kona¢no
na anorganski kositar. Organokositrovi spojevi se u vodi razgraduju procesom fotolize koja se
dogada djelovanjem sunceve svjetlosti i mikroorganizama (Alzieu, 1998; Antizar-Ladislao, 2008;
Hoch, 2001). Poluvijek razgradnje TBT-a u vodnom stupcu je od nekoliko dana do nekoliko
tjedana (Stewart & De Mora, 1990), dok je u sedimentu nekoliko godina (De Mora i sur., 1995), a
prema nekim autorima ¢ak i nekoliko desetljeca (Omae, 2003), pa u sedimentu dolazi do aktivacije
moguéeg ponovnog onecis¢enja vodnog stupca (Langston i sur., 1990). Koeficijent raspodjele
TBT-a sediment-voda (Kg) ovisi najvise o tipu sedimenta, vec¢a adsorpcija se dogada u sitnijim
organski bogatijim sedimentima (Furdek, 2015; Furdek i sur., 2016), iako utjecaj imaju i pH te
salinitet (Pope, 1998). Onecis¢eni sediment zbog moguce remobilizacije onecis¢ivala predstavlja
stalni rizik za ponovno oneci$éenje vodnog stupca. Brosillon i suradnici (2014) navode da se
organokositrovi spojevi adsorbirani na morski sediment mogu razgraditi fotokatalizom! uz
dodatak hidroksilnih radikala. Razgradnja butilkositrovih spojeva u sedimentu odvija se prije
svega u pornoj vodi (Furdek, 2015; Furdek i sur, 2016).

Tributilkositar se od sedamdesetih godina proslog stolje¢a zbog svojih biocidnih svojstava
koristio u protuobrastajnim premazima brodova. Kako bi se sprijecio obrastaj, brodovi se
premazuju bojama koje imaju stalni prag otpustanja biocida i koje su uc¢inkovite nekoliko godina.
Samoobnavljajuc¢e boje koje u sebi sadrze TBT omogucile su trajnost premaza i do 5 godina
(Terlizzi 1 sur., 2001) ¢ime su smanjeni troskovi odrZzavanja brodova. Radi se o visoko toksicnom
biocidu ¢ija toksi¢nost u morskom okoliSu osim ciljnih organizama pogada i druge organizme, u
prvom redu puzeve i Skoljkase. Kod kamenica Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) TBT uzrokuje
anomalije u rastu (Alzieu & Heral, 1984), dok se kod mnogih vrsta puzeva javlja imposeks.

! Fotokataliza, odnosno heterogena fotokataliticka razgradnja tvari adsorbiranih na katalizatoru pod
utjecajem solarnog zracenja (UV/katalizator) sa ili bez dodataka oksidacijskih sredstava.



Otpustanje TBT-a iz protuobrastajnih boja iznosi 1-10 ug TBT cm™ trupa broda dnevno, §to je
0,2-2 g dnevno za male brodove, i 50-500 g dnevno za velike brodove (Alzieu, 1998).
Bioakumulacija organokositrovih spojeva posljedica je njihovog lipofilnog karaktera.
Istrazivanja su pokazala da neke morske bakterije imaju visoku sposobnost akumuliranja TBT-a.
Skoljkasi akumuliraju preko 5 pg g TBT-a za razliku od rakova i riba koji akumuliraju manje
koli¢ine zahvaljujuéi svojoj sposobnosti razgradnje TBT-a na DBT i MBT (Alzieu, 1998; Hoch,
2001). Hoch (2001) navodi da se TBT u vodene organizme uglavnom iz vode unosi kroz
membranu i sluznicu, a kod organizama vise trofi¢ke razine i putem hrane. Organokositrovi
spojevi se adsorbiraju na otopljene ¢estice u vodi i na fine Cestice sedimenta te su tako raspolozivi
pelagickim i bentoskim organizmima koji TBT akumuliraju i iz sedimenta i iz vode, no
prvenstveno iz vode i to putem respiratornih povrsina (Pope, 1998). Zbog visokih masenih udjela
TBT-a akumuliranog u sedimentu organizami koji zive na ili blizu sedimenta izloZzeni su
povecanoj kontaminaciji kako su pokazali Strand & Jacobsen (2005) na primjeru trifenilkositra.
Kod vrste T. reticulata vazan put akumuliranja TBT-a iz sedimenta je kroz glavu i stopalo, a
znac¢ajno manje preko hrane odnosno ingestijom sedimenta (Pope, 1998). Opcenito, neki
organizmi unose TBT znacajnije preko povrsine tijela nego preko hrane (Riidel, 2003), dok je kod
nekih drugih vrsta morskih organizama, kao na primjer kod raka Rhithropanopeus harrisii (Gould,
1841), utvdeno da se TBT akumulira uglavnom putem hrane (Riidel, 2003). Maseni udio TBT-a u
tkivu puzeva obi¢no raste s masenom koncentracijom TBT-a u moru, kao $to je slucaj kod vrste
Tritia incrassata (Strem, 1768) (Oehlmann i sur., 1998a). Bioakumulacija ovisi o tri glavna
¢imbenika (Viglino 1 sur.,, 2006): 1) stupnju oneciS¢enosti staniSta, 2) nacinu UNOSa
(voda/sediment/prehrana), 3) moguénosti metabolizma da razgradi TBT. Oehlmann i suradnici
(1998a) ukazuju na veéi faktor biokoncentracije kod predatorskih vrsta u odnosu na biljojede Sto
pojasnjavaju trofickom razinom hrane koja se uzima. Ipak, prema Viglino i suradnici (2006) ne
radi se o znacajnoj biomagnifikaciji organokositrovih spojeva kroz troficke razine. Rakovi i ribe
sposobniji su enzimima transformirati TBT u DBT 1 MBT nego Skoljkasi koji viSe bioakumuliraju
TBT jer nemaju ucinkovit sustav razgradnje (Alzieu, 1998). Relativno najveée bioakumulirane
koncentracije MBT-a, nesto manje DBT-a i najmanje TBT-a biljeze se i kod puzeva S§to je

vjerojatno posljedica metabolickih procesa (Ide i sur., 1997).

2.2.2. Tributilkositar kao uzro¢nik imposeksa

Alzieu (2000; originalni rad Alzieu, 1989) navodi masene koncentracije TBT-a u moru

koje uzrokuju razli¢ite toksi¢ne ucinke kod morskih organizama: 1) TBT < 1 ng L - imposeks
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kod puzeva, 2) TBT = 1 ng L™ — utjecaj na rast fito i zooplanktona, 3) TBT <2 ng L™ - anomalije
kalcifikacije kod kamenice Crassostrea gigas, 4) TBT = 20 ng L™ — ometanje razmnozavanja
kamenice C. gigas, 5) TBT = 1-10 pg L™ — ometanje razmnoZavanja riba, 6) TBT = 1-100 pg L*
— ometanje ponasanja riba. Nadalje navodi da je TBT vrlo toksi¢an za rakove te da larve jastoga
skoro potpuno prestaju rasti kod masene koncentracije TBT-a od 1 ug L*. Tributilkositar je
nesumnjivo glavni uzro¢nik imposeksa kod neogastropoda (Evans i sur., 2000). Imposeks se kod
nekih vrsta javlja ve¢ kod masenih koncentracija TBT-a u moru nizih od 1 ng Sn L™ (Bryan i sur.,
1987; Gibbs i sur., 1988), dok kod nekih vrsta pri masenoj koncentraciji od 2 ng Sn L™ imposeks
doseze stadij steriliteta Zenki (Gibbs i sur., 1988; Gibbs, 1996). S rastom masene koncentracije
TBT-a u moru, povecava se intenzitet imposeksa (Bryan 1 sur., 1987; Oehlmann i sur., 1998a;
Barroso i sur., 2002). Istrazivanja mehanizma pojave imposeksa uslijed djelovanja TBT-a
pokazala su da TBT ima svojstvo endokrinog disruptora, dok o samom mehanizmu djelovanja na
endokrini sustav postoji nekoliko hipoteza i jo§ uvijek se istrazuje (Horiguchi, 2012).

Primjer neogastropoda vrlo osjetljivih na TBT su vrste Nucella lapillus (Bryan i sur., 1987;
Gibbs i sur., 1988; Oehlmann i sur., 1998a; Barroso i sur., 2000) i Hexaplex trunculus (Axiak i
sur., 2003; Chiavarini i sur., 2003; Lahbib i sur., 2010a) pa su te vrste pogodne za monitoring
TBT-a u manje one¢iséenom moru (TBT < 2 ng Sn L?). Vrsta T. reticulata je pogodna za
monitoring TBT-a u jace onec¢is¢enom moru (Barroso i sur., 2000; Barreiro i sur., 2001). Medu
vrstama manje osjetljivim na TBT su vrste Peringia ulvae (Pennant, 1777) (Schulte-Oehlmann i
sur., 1997), Littorina littorea (Bauer i sur., 1995; Oehlmann i sur., 1998a) i Tritia incrassata
(Oehlmann i sur., 1998a, b). Za razliku od prethodno spomenutih, kod vrste Neptunea antiqua
(Linneaus, 1758) zabiljezeno je da bez obzira na izmjerene visoke masene udjele TBT-a u tkivu,
vrsta nije pogodena imposeksom (Ide i sur., 1997). Niske razine organokositrovih spojeva u prirodi
tesko je odredivati kemijskim standardnim tehnikama. Pokazalo se da puZevi predstavljaju odli¢ne
bioindikatore oneciS¢enja morskog okoliSa tvarima koje uzrokuju imposeks buduci da na njih
reagiraju ve¢ pri vrlo niskim masenim koncentracijama. S obzirom da je granica otkrivanja TBT-
a u moru uobi¢ajenim analiti¢ckim metodama oko 1 ng TBT L (Oehlmann i sur., 1998a) i da neke
vrste puZeva imposeksom reagiraju i pri masenim koncentracijama manjim od 1 ng TBT L*
(Alzieu, 2000), monitoring imposeksa kod puzeva predstavlja manje skupu i ucinkovitu metodu
procjene koncentracije TBT-a u morskom okolisu. Ujedno monitoringom se dobija neposredan
uvid u toksiéni u¢inak TBT-a na istraZivanu populaciju.

Stewart i1 suradnici (1992) navode da su prikladne bioindikatorske vrste one koje se
pojavljuju u zoni litorala, imaju veliku rasprostranjenost, brojne su, direktno se razvijaju i imaju

ogranicenu pokretljivost. Boening (1999) je dao sazet pregled znacajki koje bi trebale odlikovati
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bioindikatorske organizme za pracenje opterec¢enosti okolisa ekotoksicnim metalima: tolerancija
na Siroki raspon izlozenosti metalima, sposobnost bioakumuliranja metala bez posljedi¢nog
ugibanja, ograniceno i sporo kretanje, zivot dulji od godine dana, rasprostranjenost u podrucju
istrazivanja, veliCina koja omogucava kemijske analize tkiva, otpornost u smislu prezivljavanja
uzorkovanja i laboratorijske inkubacije, lako¢a uzorkovanja i identifikacije, te reagiranje na
promjene izlozenosti metalu. Ward (1987) navodi da bi idealna vrsta za biomonitoring
onecis¢ivala u okoli$u bila ona koja pokazuje zna¢ajnu korelaciju izmedu sadrZzaja onecis¢ivala u
organizmu i onoga u neposrednom okolisu 1 ta korelacija trebala bi vrijediti na raznim lokacijama
I pod razli¢itim drugim okoli$nim uvjetima. Zanimljivo je da je kod vrsta H. trunculus i Stramonita
haemastoma ustanovljena ,,in situ“ pozitivna korelacija izmedu razine organokositrovih spojeva u
tkivu jedinki i1 srednje veliCine jedinki $to se mozda moze pojasniti ve¢im somatskim rastom kao
posljedicom niZe sposobnosti razmnozavanja uslijed uznapredovalog imposeksa (Rilov i sur.,
2000).

Starost jedinki koje se uzorkuju takoder predstavlja znacajan ¢imbenik pri izboru jedinki i
tumacenju rezultata istrazivanja. Mlade jedinke su osjetljivije na TBT i brze razvijaju imposeks
(Smith, 1981c; Gibbs i sur., 1987, 1988; Oehlmann i sur., 1998b) pa predstavljaju bolji indikator
kad je predmet istrazivanja relativno nedavna oneciS¢enost TBT-om. Zbog ireverzibilnosti
imposeksa i interseksa za procjenu trenutnog stanja onecis¢enosti TBT-om trebale bi se analizirati
samo mlade jedinke koje su tek dosegle seksualnu zrelost. Kod odraslih jedinki vrste L. littorea
intenzitet interseksa nije se povecavao s pove¢anjem ambijentalnog TBT-a nakon neke vrijednosti,
Sto ukazuje na smanjenu osjetljivost odraslih jedinki (Oehlmann i sur., 1998b). Sli¢no je 1 s vrstom

Buccinum undatum Linneaus 1758 (Mensink i sur., 2002).

2.2.3. Zakonska ogranifenja KoriStenja organokositrovih spojeva u protuobrastajnim

bojama

Zbog znaCajnog negativnog utjecaja TBT-a na uzgajanje kamenice Crassostrea gigas
(Alzieu & Heral, 1984) u Francuskoj je jo§ 1982. godine ograni¢eno koriStenje boja s
organokositrovim spojevima. Nakon toga, slicne zabrane uvele su Velika Britanija 1987. godine,
SAD 1988. godine, Australija i Kanada 1989. godine te Novi Zeland 1993. godine (Alzieu, 1998).
Japan je od 1990. godine zabranio koristenje boja s TBT-om kod odredenih kategorija brodova
(Champ, 2000).

Marine Environmental Protection Committee (MEPC) osnovan od strane International

Maritime Organization (IMO) izdao je 1990. godine rezoluciju 0 mjerama za kontrolu Stetnih
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utjecaja koje TBT u protuobrastajnim bojama moze imati na morski okoli§. Najvaznije mjere su:
1) zabrana korisStenja protuobrastajnih boja na bazi TBT-a na plovilima kra¢im od 25 m, 2) zabrana
kori$tenja protuobrastajnih boja koje imaju stopu otpustanja TBT-a veéu od 4 pug cm™ dan 3)
uspostava prakse odrzavanja brodova koja ¢e onemoguciti unoSenje TBT-a u morski okolis
prilikom bojanja, ¢is¢enja i sl., 4) stimuliranje razvoja alternativnih protuobrastajnih boja, i 5)
monitoring ucinkovitosti uvedenih mjera (Champ, 2000). Europska komisija je 1989. godine
usvojila amandman 89/677/EZ na Direktivu o ograni¢enjima na prodaju i koristenje odredenih
opasnih tvari i pripravaka 76/769/EZ. Medu opasnim tvarima koje se navode u amandmanu su i
organokositrovi spojevi koji se koriste kao biocidi u protuobrastajnim bojama i ¢ije je koristenje
zabranjeno za brodove kraée od 25 m te opremu koja se koristi u marikulturi. Osim toga prodaja
protuobrastajnih boja s opasnim tvarima ograni¢ena je na profesionalne korisnike i pakiranja od
najmanje 20 |. Direktiva 1999/51/EZ poziva se na IMO rezoluciju o ograni¢enju koristenja TBT-
a. Direktiva o vodama 2000/60/EZ u aneksu VIII prilaze listu glavnih onecis¢ivala medu kojima
su i organokositrovi spojevi. Amandmanom 2455/2001/EZ definirana je lista prioritetnih tvari na
kojoj se TBT spojevi navode kao prioritetne opasne tvari.

Godine 2001. pod okriljem IMO-a usvojena je medunarodna Konvencija 0 nadzoru $tetnih
sustava protiv obraStanja brodova (engl. International Convention on the Control of Harmful Anti-
fouling Systems on Ships, tzv. AFS konvencija) kojom se zabranjuje koriStenje protuobrastajnih
boja koje u sebi sadrze organokositrove spojeve od 1.1.2003., s tim da je 1.1.2008. zadan kao
krajnji rok do kojeg brodovi na sebi smiju imati protuobrastajne boje s organokositrovim
spojevima. Konvencija je za podru¢je EU ozvani¢ena kroz direktivu 2002/62/EZ i zakon
EZ/782/2003. Environmental Protection Agency (EPA, 2003) preporucuje maksimalnu dopusStenu
masenu koncentraciju za TBT u moru do 0,0074 pug L™t @ kako bi se Zivi svijet u moru zastitio od
kroni¢nih posljedica. Grani¢na masena koncentracija TBT-a za zastitu morskih organizama od
akutnih toksi¢nih posljedica iznosi 0,42 ug Lt ®.

Zakonom o potvrdivanju Medunarodne konvencije o nadzoru Stetnih sustava protiv
obrastanja brodova iz 2001. godine (Narodne novine — Medunarodni ugovori 10/2006) AFS
konvencija je potvrdena i u Republici Hrvatskoj. Na Listi opasnih kemikalija ¢iji je promet
zabranjen odnosno ogranicen (sada izvan snage verzija iz Narodnih novina 17/2006, na snazi je

verzija iz Narodnih novina 39/2010, 20/2011) navode se i organokositrovi spojevi ¢ije se koriStenje

2 Radi se o &etverodnevnoj srednjoj vrijednosti koja se ne smije prekoraciti vise od jednom u svake tri
godine u prosjeku.

8 Radi se o jednosatnoj srednjoj vrijednosti koja se ne smije prekoraciti vise od jednom u svake tri godine
u prosjeku.
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u svojstvu biocida za sprje¢avanje rasta mikroorganizama, biljaka i zivotinja zabranjuje za plovila
bez obzira na njihovu duzinu i za opremu koja se koristi u marikulturi. Pravilnikom o uvjetima i
nacinu odrzavanja reda u lukama i na ostalim dijelovima unutarnjih morskih voda i teritorijalnog
mora RH (Narodne novine 90/2005, 10/2008, 155/2008, 127/2010, 80/2012, 7/2017) zabranjuje
se uplovljavanje stranih brodova koji koriste organokositrove spojeve protiv obrastanja u luke
Republike Hrvatske. Uredbom o standardu kakvoée voda (Narodne novine 73/2013, 151/2014,
78/2015, 61/2016) najveca dopustena masena koncentracija tributilkositrovih spojeva kao
prioritetnih opasnih tvari ograni¢ena je u kopnenim i1 drugim povrsinskim vodama na 0,0015 pg

TBT L. Prosje¢na godisnja masena koncentracija ograni¢ena je na 0,0002 ug TBT L™,

2.3. Stani¢ni biomarkeri oneciS¢enja okoliSa

Biomonitoring omogucava pracenje ucinka onecis¢ivala na zivi svijet putem
bioindikatorskih vrsta. Vrlo je prakti¢an kod onecis¢ivala koja se u niskim koncentracijama zbog
ograniCenosti postoje¢ih metoda i/ili mjernih instrumenata ne mogu otkriti u morskoj vodi i
sedimentu, a uz to omogucava i dobivanje informacija o bioraspolozivosti one¢is¢ivala i bioloskoj
toleranciji na njih (Carballeira i sur., 2000). Budué¢i da je uz sve prethodno navedeno
biomonitoring ¢esto financijski povoljniji od klasi¢nih kemijskih analiza, sve ¢esce je standardni
dio programa pracenja stanja okolisa. Cairns (1979) bioloski monitoring definira kao “redovno
sustavno koriStenje organizama za odredivanje kvalitete okolisa”. Carballeira i suradnici (2000)
daju nesSto Siru definiciju i biomonitoringom nazivaju “svaku tehniku koja omogucava
identifikaciju 1 kvantifikaciju promjena u okoliSu bile one prirodne ili uzrokovane djelovanjem
¢ovjeka kroz analizu nekih znacajki zivog svijeta”. Biomonitoring osigurava direktne dokaze
promjena koje se dogadaju u ekosustavu uslijed oneciséenja okolisa (Zhou i sur., 2008), ali i uslijed
drugih okolisnih stresova kao §to su acidifikacija i eutrofikacija (Markert i sur., 2003). Zhou i
suradnici (2008) navode uobicajene tehnike biomonitoringa: bioakumulacija, biokemijske
promjene (biokemijski biomarkeri), morfoloSka prac¢enja (npr. imposeks), praéenja ponasanja
(npr. biotestovi), analize na razini populacije (gustoca, raspodjela veli¢ine) i zajednice (bogatstvo
vrsta, sastav zajednice), modeliranje (npr. razvoj modela akumuliranja i otpustanja teskih metala
ili predvidanja moguc¢eg mehanizma metabolizma i toksi¢nosti onecis¢ivala).

Biomarkerima se istrazuju stani¢ne, biokemijske, molekularne ili fizioloske promjene koje
se mjere u stanicama, tjelesnim tekuéinama, tkivima ili organima i indikativne su u smislu
izloZenosti ksenobioticima 1/ili u€inku ksenobiotika (Lam & Gray, 2003). U uZem smislu pojam

biomarkera odnosi se na promjene na molekularnoj i stani¢noj razini, a njihova je prednost sto
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predstavljaju vrlo osjetljivo rano upozorenje o integriranom utjecaju onecis¢ivala na okolis
(Domouhtsidou & Dimitriadis, 2001) budu¢i da se prve promjene na stani¢noj razini dogadaju i
otkrivaju ve¢ nakon kratkog vremena djelovanja onecisc¢ivala. Promjene na substani¢noj razini
mogu konvergirati u oSte¢enja ne samo organizma, ve¢ i populacije i Sire zajednice kad je vec¢ teze
duljinu izloZenosti ili kroz dozu izloZenosti ili oboje (Lam & Gray, 2003). Na tragu prethodno
iznesenog, biomarkeri mogu biti biomarkeri izlozenosti ili biomarkeri u¢inka. Lam i Gray (2001)
navode da bi se biomarkeri izloZenosti trebali koristiti u po¢etnim fazama otkrivanja potencijalnih
okolisnih problema buduci da je izlozenost neophodna, ali ne i dovoljna za u¢inak. Isti autori (Lam
& Gray, 2003) smatraju da bi tzv. biomarkeri opéeg stresa uz biotestove trebali biti dio prve faze
monitoringa, zajedno sa standardnim kemijskim i fizikalno-kemijskim analizama morskog okolisa
te analizom bentoskih zajednica. U slu¢aju da multivarijantna analiza bentoske zajednice ukaze na
postojanje uzro¢nika izmijenjenog stanja, u drugoj fazi monitoringa trebalo bi primijeniti
biomarkere izlozenosti. Nadalje, kod rezultata kemijskih analiza ve¢ih od referentnih, u drugoj
fazi monitoringa trebalo bi primijeniti i biomarkere u¢inka. Pozitivni rezultati biotestova trebali bi
biti povod za provedbu dodatnih analiza specifi¢nih onecis¢ivala, a u slu¢aju poveéanih razina
trebalo bi koristiti specificne biomarkere (npr. za genotoksi¢nost/mutagenost, endokrini
poremecaj). U nastavku se daje kratak pregled biomarkera opceg stresa koji su od interesa za
predmetno istrazivanje.

Uslijed izlozenosti organizma stresnim situacijama kao §t0 su promjena temperature,
promjena koncentracije kisika u okolisu, ali i izloZzenosti mnogim ksenobioticima, u stanicama
dolazi do oksidacijskog stresa koji je rezultat prekomjernog stvaranja reaktivnih oksidativnih vrsta
(engl. reactive oxigen species, ROS) (Stambuk, 2011). Atom kisika, vodikov peroskid, hidroksilni
radikal 1 superoskidni radikal ¢ine najznacajnije ROS-¢e. Prije nego Sto se pojave vidljivi simptomi
oksidacijskog stresa, u stanicama prorade sustavi za zastitu od poviSene koli¢ine ROS-a. Radi se
0 neenzimskim antioksidansima 1 antioksidacijskim enzimima koji se mogu izmjeriti
spektrofotometrijski u proteinskim ekstraktima tkiva (Stambuk, 2011). Prema Halliwell &
Gutteridge (1999) antioksidansi su ,,tvari koje prisutne u malim koncentracijama u odnosu na
supstrat koji se oksidira, znacajno usporavaju ili sprjeCavaju oksidaciju tog supstrata“. Dijele se
na preventivne, koji sprjeavaju stvaranje novih radikala, ,,éistace”, koji neutraliziraju ve¢ stvorene
radikale, te ,,reparacijske®, koji obnavljaju biomolekule oStec¢ene u uvjetima oksidativnog stresa
(Stambuk, 2011).

Biomarkere koji pripadaju skupini neenzimskih antioksidansa ¢ine: 1) glutation (GSH) koji

je tripeptid i djeluje kao disulfidni reducens za zaStitu tiolnih grupa enzima i regenerira
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antioksidans askorbat u askorbat - glutationskom ciklusu, 2) glutation S-tranferaza (GST) koja je

najzastupljeniji enzim faze Il biotransformacije, i 3) glutation reduktaza (GR) koja regenerira

glutation.

1)

2)

3)

GSH moze detoksicirati toksikante konjugacijom bilo spontano, bilo aktivnos¢u GST.
GSH oksidira s atomnim kisikom i hidroksilnim radikalima u glutation disulfid, GSSG koji
je prili¢no toksic¢an za stanice. Omjer reduciranog glutationa GSH i oksidiranog glutationa
GSSG obi¢no se odrzava vrlo visokim kao rezultat aktivnosti enzima GR (Young &
Woodside, 2001):

GSSG + NADPH + H"—— 2GSH + NADP*

GST katalizira pocetni korak sinteze merkapturne kiseline i konjugaciju glutationa s
elektrofilnim ksenobioticima te njihovim metabolitima (George, 1994; Fitzpatrick i sur.,
1995).

GR Katalizira redukciju GSSG u GSH. Glutation reduktaza ima esencijalnu ulogu u
sprjecavanju oksidacijskih oStec¢enja unutar stanice iako tek na indirektan nacin sudjeluje
u odrzavanju razine unutarstani¢nog glutationa (GSH).

Biomarkeri koji pripadaju skupini antioksidacijskih enzima koji razgraduju manje aktivne

oblike kisikovih radikala u neaktivne molekule su: 4) superoksid dismutaza (SOD), 5) katalaza

(CAT), 6) nespecifi¢ne peroksidaze, i 7) glutation peroksidaza (GPx).

4)

5)

6)

SOD je metaloenzim koji katalizira dismutaciju superoksida ¢ime umjesto vrlo toksi¢nog
radikala HO- nastaju vodikov peroksid i Kisik (Young & Woodside, 2001):

207"+ 2H" —— H20, + 02

H20:2 se nakon toga detoksificira pomoéu CAT i GPx. Smatra se da SOD ima sredi$nju
antioksidacijsku ulogu.

CAT je hematin — sadrzavajuci enzim koji katalizira dvostupanjsku konverziju vodikovog
peroksida u vodu i kisik $titeci tako stanicu od vodikovog peroksida (Young & Woodside,
2001):

2H,02, —— 2H,0 + O

GPx je enzim koji u svojoj strukturi sadrzi selen i koji katalizira oksidaciju glutationa GSH
naustrb hidroperoksida koji moZze biti vodikov peroksid ili npr. lipidni hidroperoksid
(Young & Woodside, 2001):

ROOH + 2GSH —— GSSG + H20 + ROH

GSSG (glutation disulfid) se zatim reducira nazad do GSH pomocu glutation reduktaze uz

utroSak NADPH.
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Nakon S§to nastupi stanje oksidativhog stresa moze do¢i do oStecenja stani¢nih

makromolekula $to se moze istraziti sljede¢im biomarkerima: 7) karbonili koji ukazuju na

ostecenje proteina, i 8) malondialdehidi (MDA) koji ukazuju na lipidnu peroksidaciju odnosno

promjene u fizi¢kim zna¢ajkama stani¢ne membrane i njezinim funkcijama (Stambuk, 2011).

7)

8)

9

Karbonilne (CO) grupe (aldehidi i ketoni) nastaju na bo¢nim lancima proteina kada se oni
oksidiraju (Dalle-Donne i sur., 2003). PoviSene razine karbonilnih grupa znak su ne samo
oksidativnog stresa ve¢ 1 disfunkcije proteina zbog nastalih trajnih modifikacija proteina
uslijed karbonilacije. S obzirom da karbonilne grupe nastaju prilicno rano u odnosu na
oksidativni stres i da su oksidirani proteini relativno stabilni, CO predstavljaju vrlo
pogodan biomarker u odnosu na neke druge (Dalle-Donne i sur., 2003).

MDA je glavni produkt lipidne peroksidacije (Del Rio i sur., 2005). Lipidna peroksidacija
rezultira promjenom ili oSteCenjem lipidne molekulske strukture, a posljedica je
oksidativnog stresa. Lipidnu peroksidaciju najcesce zapocinje hidroksilni radikal sposoban
da izdvoji atom vodika iz metilenske skupine polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) i
zapo¢ne peroksidacijski niz u lipidnim sustavima (Dora i sur., 2012). MDA moze imati
daljnje Stetne ucinke na stanice i tkiva stvarajuci oSteenja DNA i stani¢nih proteina
(Laureatti i sur., 1998).

Enzim acetilkolinesteraza (AChE) predstavlja specifi¢ni biomarker izlozenosti specifi¢nim
onecis¢ivalima. AChE je enzim bitan za ispravan prijenos ziv¢anih impulsa. Inhibicija
ovog enzima smatra se biomarkerom izloZenosti organifosfatima i karbamatima (Bocquené
& Galgani, 1991), ali i drugim onecis¢ivalima ukljucivo teskim metalima (Payne i sur.,

1996; Elumalai i sur., 2002).

U sklopu dosadasnjih istraZivanja imposeksa na podrucju Jadrana nisu istraZivani stani¢ni

biomarkeri. OneciS¢enje Jadrana istrazivano je koriStenjem biomarkera na stani¢noj razini

najéeSée koriStenjem dagnje Mytilus galloprovincialis kao bioindikatorske vrste (npr. Batel &
Zvonari¢, 2002; Jaksi¢, 2002; Petrovi¢ i sur., 2004; Stambuk, 2011; Stambuk i sur., 2013).

Pokazalo se da biokemijski odgovori vrste Hexaplex trunculus predstavljeni acetilkolinesterazom,

katalazom i glutation S-transferazom mogu posluziti kao biomarkeri izlozenosti na onecis¢enje

kadmijem, bakrom, karbofuranom i lindanom (Roméo 1 sur., 2006). Mahmoud i suradnici (2012)

potvrdili su da biokemijski odgovori na onecis¢enje kadmijem i permetrinom predstavljeni

katalazom mogu posluZiti kao biomarkeri izloZenosti.
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2.4. Volak Hexaplex trunculus

Volak Hexaplex trunculus predstavlja jednu od najrasprostranjenijih vrsta puzeva na
podru¢ju Sredozemlja (Gofas i sur., 2001). Rasprostranjenosti ove vrste pogoduje ¢injenica da
naseljava raznolika morska dna, kako stjenovita tako i pjeskovita te muljevita, do 100 m dubine
(Terlizzi i sur., 1998). Izbjegava podruc¢ja koja su izlozena valovima pa naseljava ili plitka
zaklonjena podrucja ili dublje more (Rilov i sur., 2004). Ipak, najbrojnije populacije nalaze se u
blizini uzgajalista $koljkasa (Zavodnik & Simunovié, 1997), buduéi da se radi o predatorskoj vrsti
(Peharda & Morton, 2006). VVolak se od davnih vremena lovi kao sirovina za proizvodnju purpurne
boje, kao mamac za ribu, ali i kao hrana za covjeka. Volak je predator, strvinar i kanibal (Rilov i
sur., 2004; Peharda & Morton, 2006; Lahbib i sur., 2010b). Peharda i Morton (2006) navode da je
ovaj oportunisti¢ki predator sposoban napasti gotovo sve beskraljeznjacke vrste u potrazi za
hranom. Tijekom godine volak prosjecne veli¢ine 55 mm moze konzumirati oko 18 $koljkasa vrste
Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 (Peharda & Morton, 2006).

Volak H. trunculus smatra se vrstom kratkog do srednjeg Zivotnog vijeka. VVasconcelos i
suradnici (2006b) navode da je zivotni vijek volka oko 10 godina te da je u dobi od 3 godine duljina
kucice volka oko 60 mm. Istrazivanje koje su proveli na jedinkama volka iz podruc¢ja juznog
Portugala pokazuje da je brzina rasta volka 1,0 mm mjese¢no duljina kucice, 2,0 mm mjese¢no
opseg kucice 1 ukupna masa 0,7 g mjesecno, pri emu starije jedinke rastu sporije od mladih.
Maksimalna duljina koju dosegnu je 80 do 90 mm, a zabiljeZzena je i duljina od 108 mm
(Vasconcelos i sur., 2007). MrijeStenje volaka u juznom Portugalu odvija se uglavnom u razdoblju
svibanj-lipanj §to je vjerojatno posljedica rasta temperature mora tijekom prolje¢a, no potom se
javlja jo§ jedno mrijestenje u razdoblju listopad-studeni (Vasconcelos i sur., 2008). Sli¢no
istrazivanje su proveli 1 Lahbib i suradnici (2010b) te zabiljezili prosjecnu duljinu jedinki u
vrijednosti 36,30+6,21 mm nakon 31 mjeseca odrastanja u laboratorijski kontroliranim uvjetima
te spolnu zrelost samo kod jednog muzjaka duljine 47,30 mm. Opcenito, muzjaci volka uglavnom
dominiraju medu manjim jedinkama, a Zenke medu ve¢im (Tirado i sur., 2002; Vasconcelos 1 sur.,
2008).

Ova vrsta se od 1995. godine Koristi kao bioindikatorska vrsta u istrazivanjima onecis¢enja
morskog okolisa organokositrovim spojevima, u prvom redu TBT-om (Axiak i sur., 1995; Terlizzi
i sur., 1998, 1999; Axiak i sur., 2000; Rilov i sur., 2000; Axiak i sur., 2003; Chiavarini i sur., 2003;
Pelizzato i sur., 2004; Terlizzi i sur., 2004; Prime i sur., 2006; Vasconcelos i sur., 2006a; Garaventa
i sur., 2007; Stagli¢i¢ i sur., 2008; Lahbib i sur., 2009a, 2010a; Noventa, 2010; Anastasiou i sur.,
2015; Cari¢ i sur., 2016). S obzirom da je H. trunculus vrsta koja nema planktonsku larvalnu fazu,
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ogranicenog je radijusa kretanja i nizom istrazivanja je utvrdena korelacija izmedu sadrzaja TBT-
a u tkivu volka i u morskom okolisu, na temelju kriterija koje bi trebale zadovoljiti bioindikatorske
vrste (Ward, 1987; Boening, 1999) moze se zakljuciti da se radi o vrsti koja je pogodan
bioindikator one¢is¢enja morskog okolisa TBT-om.

Tributilkositar u vodene organizme kod organizama vise troficke razine moze dospjeti i
putem prehrane (Hoch, 2001). U istrazivanju prehrambenih lanaca u novije vrijeme uobicajene su
analize stabilnih izotopa. Tumacenje stabilnih izotopa zasniva se na "zapisu" izotopnog sastava
razli¢itih pljenova iz predatorove prehrane u predatorovom tkivu (Boecklen i sur., 2011). Izotopi
ugljika 3C/*?C pruzaju informacije o izvoru i povijesti prehrane odnosno o znacajkama povijesti
(Michener & Kaufman, 2007). Stabilni izotopi dusika i ugljika kod vrste Hexaplex trunculus
istrazivani su u sklopu istrazivanja hranidbenih lanaca kojima pripada ova vrsta (Marin-Guirao i
sur., 2008; Deudero i sur. 2011). Eventualna povezanost stabilnih izotopa kod vrste H. trunculus i
onecis¢enosti morskog okolisa na podruc¢ju Jadrana, odnosno povezanosti stabilnih izotopa i

imposeksa do sada nisu istrazivani.

2.5. Rasprostranjenost imposeksa i oneciSéenost mora organokositrovim spojevima

Nakon uvodenja ograni¢enja u koriStenju TBT-a u protuobrasStajnim premazima tijekom
osamdesetih i devedesetih godina dvadesetog stolje¢a problem imposeksa na podru¢ju Europske
unije uglavnom se zadrzao u lukama (Evans, 1995; Evans i sur., 1996; Rees i sur., 2001) i na
stalnim rutama komercijalnih i velikih ribarskih brodova (Ruiz, 1998). Takoder doslo je do
znatnog poboljsanja stanja u zaljevu Arcachon u Francuskoj u kojem se uzgajaju kamenice
(Alzieu, 1998). Totalnom zabranom koriStenja TBT-a doslo je do oporavka mnogih populacija
puzeva ukljucujuc¢i vrste Nucella lapillus, Tritia reticulata, Nassarius nitidus i Stramonita
haemastoma koje su u prethodnim istrazivanjima bile ozbiljno pogodene imposeksom na
lokacijama Sjevernog mora, obalama Engleske, atlantskim obalama Francuske i Spanjolske i
sjeverozapadnoj obali Portugala (Evans i sur., 1996; Birchenough i sur., 2002; Huet i sur., 2004;
Bray i sur., 2011; Cuevas i sur., 2014; Langston i sur., 2015; Laranjeiro i sur., 2015; Nicolaus &
Barry, 2015).

Medutim, zabiljeZena su 1 istrazivanja prema kojima su koristi od uvedenih zabrana
minimalne. Jedno od takvih je i istrazivanje imposeksa i TBT-a provedeno za vrstu N. lapillus uz
portugalsku obalu prema kojem nije doslo do zna¢ajnog oporavka populacija (Barroso & Moreira,

2002). Prisutan, ali ne$to manje izraZzen nego u Sredozemlju, imposeks je zabiljezen kod vrste
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Hexaplex trunculus u juznom Portugalu (Vasconcelos i sur., 2006a). Rato i suradnici (2008)
nailaze u Portugalu na Zenke vrste T. reticulata ozbiljno pogodene imposeksom ne samo u
estuarijima gdje su smjeStena brodogradilista, ve¢ i u podrucju susjednog kontinentalnog Selfa.
Galante-Oliveira i suradnici (2009) iako uoc¢avaju pad pojave imposeksa kod vrste N. lapillus u
podrucju sjeverozapadnog Portugala u razdoblju 1997-2007. godine, jos uvijek biljeze unos TBT-
a u morski okoli$ §to je vidljivo iz masenog udjela organokositrovih spojeva u tkivu puzeva.
GudOmundsdottir i suradnici (201 1) takoder biljeZe rast pojave imposeksa u blizini nekoliko manjih
luka na Islandu. Znacajne masene koncentracije TBT-a u moru, koje su vjerojatno povezane s
resuspenzijom onecis¢enog sedimenta, biljeze se i u Engleskom kanalu (Langston i sur., 2015) i
Baltickom moru (Suzdalev i sur., 2015).

U ostatku svijeta tijekom zadnjih desetak godina mnoga istraZivanja imposeksa povezanog
s TBT-om ipak i dalje pokazuju prisutnost imposeksa. Shi i suradnici (2005) su utvrdili imposeks
kod 30 vrsta puzeva u vodama Kine. Camillo i suradnici (2004) su zabiljezili prisutnost imposeksa
kod vrste Thais rustica (Lamark, 1822) u Brazilu, Marshall i Rajkumar (2003) kod vrste Nassarius
kraussanius (Dunker, 1846) u Juznoj Africi, a Castro i suradnici (2007) kod vrste S. haemastoma
u juznom Brazilu. Swennen i suradnici (2009) su uocili znatno poveéanje imposeksa kod puzeva
u Tajlandskom zaljevu u razdoblju 1996-2006. godine, gdje jos uvijek nije bila uvedena zabrana
koristenja organokositrovih spojeva. Kim i suradnici (2014) tijekom 2009. 1 2010. godine u Juznoj
Koreji biljeze znac¢ajne masene koncentracije TBT-a u moru. Treba ipak naglasiti da se i u ostatku
svijeta biljeze slucajevi oporavka populacija puzeva koje su ranije bile ozbiljno pogodene
imposeksom kao npr. na juznim obalama Brazila (Castro i sur., 2012).

Istrazivanja imposeksa u Sredozemlju pocela su s Axiakom i suradnicima (1995) koji su
imposeks kod vrste Hexaplex trunculus istrazivali u podruc¢ju Malte. U isto¢nom Sredozemlju
(Izrael) potvrdena je povezanost imposeksa i TBT-a na vrstama Stramonita haemastoma i H.
trunculus (Rilov i sur., 2000). Znacajna korelacija izmedu stadija imposeksa i masenog udjela
TBT-a u tkivu kod vrste H. trunculus potvrdena je i u podrucju Sicilije (Chiavarini i sur., 2003).
Imposeks kod vrste H. trunculus biljezi se na svim istrazivanim lokacijama u vodama Malte pa
¢ak i na onima kojima se brodovi krecu vrlo rijetko (Axiak i sur., 2003). Sli¢no je i sa zastiCenim
morskim podrucjima Italije gdje je imposeks zabiljezen kod svih istrazivanih jedinki vrste H.
trunculus (Terlizzi i sur., 2004). Istrazivanja provedena u Tunisu na vrsti H. trunculus tijekom
2004. i 2007. godine pokazuju blago smanjenje pojave imposeksa u trogodisnjem razdoblju, a na
nekim lokacijama zabiljeZene su populacije koje nisu zahvacene imposeksom (Lahbib i sur.,

2009a). Svakako imposeks se i dalje biljezi kod sredozemnih populacija §to pokazuju novija
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istrazivanja provedena na Sardiniji i u Tunisu (Abidli i sur., 2013; Anastasiou i sur., 2015;
Boulajfene i sur., 2015).

Vrste puzeva na kojima je istrazivan imposeks u Sredozemlju i koje su se pokazale kao
dobri bioindikatori one¢is¢enja TBT-om su H. trunculus, S. haemastoma te Bolinus brandaris
(Linnaeus, 1758) (Axiak i sur., 1995, 2000, 2003; Sol¢ i sur., 1998; Terlizzi i sur., 1998, 1999,
2004; Rilov i sur., 2000; Ramon i Amor, 2001; Chiavarini i sur., 2003; Prime i sur., 2006;
Garaventa i sur., 2006a, 2007; Lahbib i sur., 2009a; 2010a; Abidli i sur., 2011, 2013; Elhasni i
sur., 2013). Novija istrazivanja provodila su se i na vrstama Tritia mutabilis (Linnaeus, 1758),
Conus ventricosus Gmelin, 1791 i Tritia neritea (Linnaeus, 1758) (Lahbib i sur., 2010a, 2013).

Prvo istrazivanje imposeksa u Jadranskom moru obavljeno je u razdoblju 1995-1996.
godine uz talijansku obalu, podru¢je Brindisi, na vrsti H. trunculus (Terlizzi i sur., 1998). U
podruc¢ju Brindisija sve istraZivane zenke bile su zahvacena imposeksom, a 26% Zenki je bilo
sterilno. Pelizzato i suradnici (2004) i Garaventa i suradnici (2006a, 2007) istrazivali su imposeks
kod vrste H. trunculus u podruéju Venecije u razdoblju 2002-2003. godine pri ¢emu je zadnje
istrazivanje ukljucivalo i obalno podruc¢je zapadne Istre. Prime i suradnici (2006) predstavljaju
prvo istrazivanje imposeksa provedeno tijekom 2005. godine u hrvatskom srednjem dijelu Jadrana
na vrsti H. trunculus. IstraZzeno je 12 postaja kategoriziranih u jednu od Cetiri kategorije ovisno o
brodskim aktivnostima: nauti¢ke marine, lucice, uvale koje se sezonski koriste i referentna
podru¢ja. 1 ovo je istrazivanje ukazalo na prisutnost imposeksa u populacijama na svim
istrazivanim postajama, kako u marinama, tako i u referentnim podru¢jima. Istrazivanje provedeno
u podrucju Kastelanskog zaljeva tijekom 2004. 1 2006. godine pokazalo je da su sve zenke bile
zahvacéene imposeksom (Stagli¢i¢ i sur., 2008). Vrsta H. trunculus zahvacena je imposeksom i na
podrucju Venecije (Pelizzato i sur., 2004; Garaventa i sur., 2007; Noventa, 2010) i zapadne Istre
(Garaventa i sur., 2007). Prema rezultatima istrazivanja koje su proveli Cari¢ i suradnici (2016)
imposeks je tijekom 2006. godine bio prisutan i kod svih istrazivanih populacija volaka
sakupljenih u dubrovackom podrucju.

Dio prethodno spomenutih istrazivanja ukljucuje i istraZivanje prisutnosti organokositrovih
spojeva, najc¢es¢e u tkivu bioindikatorske vrste, a rjede i u sedimentu istrazivanih lokacija.
DosadaSnja istrazivanja imposeksa provedena u hrvatskom dijelu Jadrana nisu ukljucivala
istrazivanja prisutnosti organokositrovih spojeva. Onecis¢enje morskog okolisa organokositrovim
spojevima u hrvatskom dijelu Jadrana istrazivali su Furdek i suradnici (2012, 2016) i Furdek
(2015). Istrazivanja su provedena tijekom 2009.,2010.,2011. 1 2013. godine u hrvatskom Jadranu,
od zapadne Istre do dubrovackog podrucja, na ukupno 72 postaje i to na uzorcima sedimenta,

morske vode i tkiva dagnje Mytilus galloprovincialis. Onecis¢enje butilkositrovim spojevima
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zabiljezeno je na svim istrazivanim lokacijama pri ¢emu su najveca onecis¢enja zabiljezena u

podruc¢jima intenzivnog brodskog prometa.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Podrudje i dinamika istrazivanja

Terensko istrazivanje je vremenski i prostorno bilo podijeljeno u dva dijela. Prvi dio
istrazivanja proveden tijekom travnja i svibnja 2014. godine i tom prilikom prikupljene su jedinke
volka Hexaplex trunculus u svrhu istrazivanja prisutnosti imposeksa, povezanosti imposeksa s
butilkositrovim spojevima u tkivu volka, te povezanosti imposeksa s drugim biomarkerima.
Jedinke su uzorkovane na 7 odabranih postaja na Sirem splitskom podrucju i na lokaciji Mali Ston.
Postaje uzorkovanja su kategorizirane u dvije skupine, ovisno o intenzitetu brodskog prometa koji
se na njima odvija (Slika 3.1.1):

1) postaje s intenzivnijim brodskim aktivnostima (A; onecis¢ene): Split-trajektna luka (Al),

Vranjic (A2), Trogir-marina (A3), Split-marina Spinut (A4);

2) postaje sa slabijim intenzitetom brodskih aktivnosti (N; referentne): Mali Ston (N1),

Marina-uzgajaliste (N2), Ciovo (N3).

Drugi dio istrazivanja za cilj je imao usporediti ucestalost i razvoj pojave imposeksa u
jedinkama vrste H. trunculus u 2005. i 2015. godini te utvrditi ovisnost razvoja imposeksa o
masenom udjelu butilkositrovih spojeva u tkivu volka i sedimentu, kao i utvrditi razine stabilnih
izotopa ugljika i dusika u miSi¢nom tkivu volka. U tu svrhu jedinke vrste H. trunculus i povrsinski
sediment prikupljeni su tijekom svibnja i lipnja 2015. godine na 12 postaja od Zadra do
Dubrovnika koje su bile istovjetne onima iz istrazivanja koje su 2005. godine proveli Prime i
suradnici (2006). Postaje uzorkovanja su, ovisno o intenzitetu brodskog prometa, kategorizirane u
Cetiri skupine (Slika 3.1.2):

1) nauticke marine (M): Marina (M1), Milna (M2), Biograd (M3);

2) lucice (H): Baska Voda (H1), Roga¢ (H2), Vis (H3);

3) uvale koje se koriste samo sezonski (B): Zaton (B1), Lastovo (B2), Crvena Luka (B3);

4) referentne postaje koje se koriste vrlo rijetko (P): Brse¢ine (P1), Drage (P2), Mali Ston

(P3).

Jedinke volaka i uzorci sedimenta prikupljeni su ronjenjem na dah i upotrebom
autonomnog ronilackog aparata na dubini 1-10 m. Na svakoj od postaja uzorkovano je oko 60
odraslih jedinki ¢ija je veli¢ina kucice bila veca od 40 mm. Budu¢i da je Zivotni vijek volka oko
10 godina, a u dobi od 3 godine ku¢ica volka naraste na 60 mm (Vasconcelos i sur., 2006b), jedinke

vec¢e od 40 mm smatraju se pogodnim za ocjenu stanja oneciS¢enja morskog okolisa tijekom
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razdoblja duljeg od jedne godine. Sa svake postaje prikupljen je po jedan uzorak povrsinskog
sedimenta.

Uzorkovane jedinke i sediment su neposredno nakon uzorkovanja prevezeni u Laboratorij
za ribarstvenu biologiju, gospodarenje pridnenim i pelagickim naseljima Instituta za oceanografiju
I ribarstvo u Splitu. Jedinke su do mjerenja morfometrijskih obiljezja i odredivanja stadija
imposeksa ¢uvane u posudama s morskom vodom uz ozracivanje najduze 48 h. Sediment je do

daljnje obrade spremljen na temperaturu -20°C.
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Slika 3.1.1. Postaje uzorkovanja jedinki Hexaplex trunculus u razdoblju travanj-svibanj 2014. godine (Al
= Split-trajektna luka, A2 =eranjic, A3 = Trogir-marina, A4 = Split-marina Spinut, N1 = Mali Ston, N2
= Marina-uzgajaliste, N3 = Ciovo)
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Slika 3.1.2. Postaje uzorkovanja jedinki Hexaplex trunculus i sedimenta u razdoblju svibanj-lipanj 2015.
godine (M1 = Marina, M2 = Milna, M3 = Biograd, H1 = Baska Voda, H2 = Roga¢, H3 = Vis, B1 = Zaton,
B2 = Lastovo, B3 = Crvena Luka, P1 = Brsecine, P2 = Drage, P3 = Mali Ston).

3.2. Bioloske analize

3.2.1. Morfometrijska obiljezja, gonadosomatski i indeks kondicije

U Laboratoriju za ribarstvenu biologiju, gospodarenje pridnenim i pelagi¢kim naseljima
Instituta za oceanografiju i ribarstvo u Splitu, izmjerena su morfometrijska obiljezja kucice volka
koriStenjem pomicne mjerke preciznosti 0,1 mm: duljina ku¢ice (TL), Sirine kucice (TB 1 TB'),
Sirina otvora kucice (AW), visine otvora kucice (AL1 i AL2). Graficki prikaz izmjerenih
morfometrijskih obiljezja prikazan je na Slici 3.2.1. Na digitalnoj vagi izvagana je masa svake
jedinke s kuc¢icom (TM). Nakon pazljivog razbijanja kucice ¢ekicem izvagana je ukupna masa
mekog tkiva (WM), masa kucice (SM), masa gonada i hepatopankreasa (GHM) i masa ostatka
mekog tkiva (OM). Masa je mjerena precizno$¢u od 0,1 g. Nakon vaganja, uklonjen je operkulum
I napravljen longitudinalni rez volka duz hipobranhijalne Zlijezde kako bi se odredio spol i stadij
imposeksa kod zenki. MuZjaci su prepoznati po penisu smjeStenom iza desnog o¢nog tentakula,

sjemenovodu te odsutnosti kapsularne Zlijezde i vaginalnog otvora. Zenke su prepoznate po
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prisutnosti vaginalnog otvora i kapsularne Zlijezde (Slika 3.2.2.), (Axiak i sur., 1995; Chiavarini i
sur., 2003). Raspoznavanju spolova doprinijela je i boja gonada volka buduéi da je boja gonada

muzjaka smeda do siva, najceSce boje senfa, a kod Zenki je svjetlija, Zuta do narancasta (Jelic,

2007).

LIV
Il

a0

Slika 3.2.1. Prikaz morfometrijskih obiljezja mjerenih na volku Hexaplex trunculus (TB i TB' — Sirine
kuéice, AW — §irina otvora kucice, TL — duljina kucice, AL1 i AL2 — visine otvora kucice)

Slika 3.2.2. Prepoznavanje Zenke volka Hexaplex trunculus zbog prisutnosti kapsularne zlijezde (kz) i
vaginalnog otvora (vo) uz analni otvor (a0)

Formule za izratun indeksa kondicije i gonadosomatskog indeksa za logaritamski

standardizirane podatke su:
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Cl 1 = log (ukupna masa mekog tkiva)/log (duljina kucice)
Cl 2 = log (masa ostatka mekog tkiva)/log (duljina kuéice)
Cl 3 = log (masa kucice)/log (duljina kucice)

GSI = log (masa gonada i hepatopankreasa)/log (duljina kucice)

3.2.2. Imposeks

Svakoj jedinki izmjerena je duljina penisa od njegovog vrha do mjesta spajanja s tijelom
koriStenjem pomi¢ne mjerke s preciznos¢u od 0,1 mm. Buduéi da je penis najcesce uvijen, za
potrebe mjerenja je izravnat i izmjerene su ukupna duljina (PTL), duljina bez tanjeg dijela (PPL)

i Sirina penisa (PMW), sve kako je prikazano na Slici 3.2.3.

PMW

PPL.

| 24 W i
I1mm

Slika 3.2.3. Prikaz dimenzija penisa (PTL — ukupna duljina penisa, PPL — duljina penisa bez tanjeg dijela,
PMW — 8irina penisa) mjerenih na volku Hexaplex trunculus (prema Vasconcelos i sur., 2006c)

Za svaku od istrazivanih populacija izraunata su tri indeksa imposeksa: indeks relativne

veli¢ine penisa, indeks relativne duljine penisa i vas deferens indeks. Izrazi za izra¢un ovih indeksa

su dani u nastavku.

Indeks relativne velic¢ine penisa (RPSI, eng. Relative Penis Size Index):

RPSI = ((prosje¢na duljina Zenskog penisa)®/(prosje¢na duljina muskog penisa®)) x 100, prema
Gibbs i suradnici (1987);

Indeks relativne duljine penisa (RPLI, eng. Relative Penis Lenght Index):

RPLI = ((prosjecna duljina zenskog penisa)/(prosjecna duljina muskog penisa)) X 100, prema
Stroben i suradnici (1992);

Indeks vas deferensa (VDSI, eng. Vas Deferens Sequence Index):
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VDSI = (suma vrijednosti stadija imposeksa svih Zenki)/(broj Zenki u istrazivanoj populaciji),
prema pristupu opisanom u radovima Gibbs i suradnika (1987) i Stroben i suradnika (1992),
te dopunjenom za vrstu H. trunculus od strane Axiak i suradnika (1995) i Terlizzi i suradnika
(1999).

Stadiji imposeksa koji se koriste za izratun indeksa VDSI medusobno se razlikuju ovisno

0 prisutnosti penisa i duljini sjemenovoda (Tablica 3.2.1).

Tablica 3.2.1. Stadiji imposeksa kod vrste Hexaplex trunculus prema Axiak i suradnici (1995), dopunjeno
s Terlizzi i suradnici (1999)

Oznaka stadija  Opis stadija imposeksa

imposeksa
0 zenke bez muskih spolnih obiljezja
1 javljaju se prvi znakovi imposeksa u vidu ispupenja iza desne ocne
tentakule koje predstavlja pocetni penis
2 prisutan mali penis, pocetak razvoja sjemenovoda (vas deferensa)
3 penis je veci nego u stadiju 2, sjemenovod je duzi nego u stadiju 2
4 sjemenovod doseze vaginalni otvor, veli¢ina penisa je usporediva s
veli¢inom penisa kod muzjaka istog razreda velic¢ine
4,3 sjemenovod prolazi vaginalni otvor, veli¢ina penisa je usporediva s
veli¢inom penisa kod muzjaka istog razreda veli¢ine
4,7 sjemenovod zadire u kapsularnu zlijezdu, vaginalni otvor je
nepromijenjen, kopulacija je i dalje moguca, veli€ina penisa je usporediva
s veli¢inom penisa kod muzjaka istog razreda veli€ine
5 sjemenovod je uzrokovao razdjeljivanje kapsularne Zlijezde, vulve vise

nema, veli¢ina penisa je usporediva s veli¢inom penisa kod muZzjaka istog

razreda veliCine, jedinke su sterilne (Slika 3.2.4.)
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Slika 3.2.4. Zenka volka Hexaplex trunculus u stadiju 5 imposeksa s oznakama kapsularne Zlijezde

(kz) 1 sjemenovoda (s). Mjerna traka duljine 5 mm.

3.2.3. Stani¢ni biomarkeri

Bioloske analize opisane u nastavku obavljene su u Laboratoriju za ekotoksikologiju
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Biomarkeri su analizirani na 6-10
jedinki volka iz svake od populacija koje su istrazivane tijekom 2014. godine. Provedene su analize
aktivnosti antioksidacijskih i biotransformacijskih enzima: katalaze (CAT), glutation S-transferaze
(GST), glutation reduktaze (GR), sadrzaj malondialdehida (MDA), sadrzaj karbonila i aktivnost
enzima acetilkolinesteraze (AChE).

Priprema ekstrakata

Tkivo je izvagano i homogenizirano (uredaj Qiagen Retsch MM300 TissueLyser) sa
¢eli¢nim kuglicama (7 mm) 1 minutu na frekvenciji 30 kHz. Uzorku je potom dodano 1,2 mL kalij
— fosfatnog pufera (50 mM, pH=7 + 10 mM etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA)) te je
homogenizacija ponovljena u istim uvjetima. Homogenat je centrifugiran (uredaj Sigma 3-18K)

12 minuta pri 10000 x g i 4°C. Supernatant je odvojen i pohranjen na -80°C.
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Odredivanje aktivnosti katalaze

Protokol za odredivanje aktivnosti enzima katalaze preuzet je i prilagoden iz Aebi (1984).
Reakcijska smjesa sastojala se od 50 mL KP pufera (50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA) i 50 ul H20>
(10 mM). U kvarcnu kivetu je dodano 950 ul reakcijske smjese te 50 pl 5 puta razrijedenog
ekstrakta (u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA). Pad apsorbancije mjeren je
spektrofotometrijski (uredaj Specord 40) svakih 10 sekundi tokom 100 sekundi na 240 nm (e = 40
mM-tcm). Za slijepu probu koristen je KP pufer (50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA).

Aktivnost enzima odredena je prema formuli:

(AA * Viivete * razrjedenje uzorka) / (Vuzorka * € * proteini * promjer kivete * t)
Aktivnost katalaze izrazena je u jedinicama po mg proteina, pri cemu jedna jedinica predstavlja

hidrolizu 1 pmol H202 po minuti pri 25°C.

Odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze

Protokol za odredivanje aktivnosti glutation S-transferaza preuzet je i prilagoden iz Habig
i suradnika (1974). Reakcijska smjesa sastojala se od 840 ul KP pufera (100 mM, pH 6,5 + 10 mM
EDTA), 10 uL 100 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) (otopljenog u vru¢em 95%tnom
etanolu), 100 uL 10 mM GSH (otopljen u KP puferu, 100 mM, pH 6,5 + 10 mM EDTA) i 50 pL
uzorka (pet puta razrijeden u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA). Apsorbancija je mjerena
spektrofotometrijski svake 3 sekunde tokom 1 minute na 340 nm (e = 9,6 mMtcm?). Slijepa proba
je bila reakcijska smjesa bez uzorka.

Aktivnost enzima odredena je prema formuli:
(AA * Viivete * razrjedenje uzorka) / (Vuzorka * € * proteini * promjer kivete * t)

GST akivnost je izraZzena kao pmol konjugiranog glutationa po minuti i mg proteina pri 25°C.

Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Protokol za odredivanje aktivnosti enzima glutation reduktaze preuzet je 1 prilagoden iz
Ramos-Martinez i suradnika (1983). Reakcijska smjesa sastojala se od 500 uL 2 mM GSSG i 50
uL 2 mM NADPH (otopljeni u KP puferu, 100 mM, pH 7,4 + 10 mM EDTA), 350 uL KP pufera
(100 mM, pH 7,4+ 10 mM EDTA) i 100 pL 5 puta razrijedenog uzorka (u KP puferu, 50 mM, pH
7 + 10 mM EDTA). Apsorbancija je mjerena spektrofotometrijski svakih 5 sekundi tokom 1,5
minute pri valnoj duljini 340 nm (e = 6,22 mM™ cm™). Za slijepu probu koristen je KP pufer (100
mM, pH 7,4 + 10 MM EDTA).

Aktivnost enzima odredena je prema formuli:

(AA * Viivete * razrjedenje uzorka) / (Vuzorka * € * proteini * promjer Kivete * t)
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Aktivnost glutation reduktaze izrazena je u jedinicama po mg proteina, gdje jedna jedinica

predstavlja oksidaciju 1 nmol NADPH po minuti pri 25°C.

Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Stupanj lipidne peroksidacije odreden je mjerenjem sadrzaja malondialdehida po protokolu
preuzetom i prilagodenom iz Buege i Aust (1978). Ukupno 150 uL nerazrijedenog uzorka
stavljeno je u Eppendorf epruvete sa 450 uL 10% TCA i centrifugirano 15 minuta pri 10000 g i
4°C. U male staklene epruvete dvojeno je 550 uL supernatanta i dodano 550 uL 0,7% tiobarbiturne
kiseline (TBA) (otopljene u 10% TCA) te je smjesa stavljena u suSionik (uredaj Bari, serija “est”)
na 15 minuta pri 90°C do pojave crvenog obojenja. Nakon zagrijavanja smjesa je ohladena na ledu.
Apsorbancija supernatanta odredena je spektrofotometrijski na 532 nm (¢ = 155 mM*cm?), a
korekcija za nespecifi¢ni turbitet napravljena oduzimanjem apsorbancije izmjerene na 600 nm. Za
slijepu probu koristen je KP pufer (50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA).

Koncentracija malondialdehida odredena je po formuli:

(A32) — Aeoo)) / (¢ * proteini * promjer kivete)

Sadrzaj MDA izrazen je kao pmol po mg proteina.

Odredivanje sadrzaja karbonila

Sadrzaj karbonila odreden je po protokolu preuzetom i prilagodenom iz Levine i suradnika
(1994). Ukupno 200 pL ekstrakta (razrijedenog u omjeru 1:1 s KP puferom, 50 mM, pH 7 + 10
mM EDTA) stavljeno je u Eppendorf epruvete sa 300 pL 10 mM 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (otopljenog u 2 M HCI) te je smjesa inkubirana 1 sat u tami, na sobnoj temperaturi uz
mijeSanje svakih 15 minuta. Nakon inkubacije, smjesi je dodano 500 pL 10% trikloroctene kiseline
(TCA) te je ohladena 5 minuta na -20°C. Smjesa je centrifugirana 10 minuta pri 12000 g i 4°C.
Dobiveni talog ispran je tri puta s 500 uL otopine etanola i etilacetata (1:1). Talog je otopljen u 1
mL 6 M uree u KP puferu (20 mM, pH 2,4). Sadrzaj karbonila odreden je spektrofotometrijski na
370 nm (e = 22 mM*cm™?), a sadrzaj proteina procijenjen mjerenjem apsorbancije uzorka na 280
nm. Slijepa proba bila je 200 pL ekstrakta (razrijedenog u omjeru 1:1 s KP puferom, 50 mM, pH
7+ 10 mM EDTA) i 300 ul 2 M HCI.

Koncentracija proteina u svakom uzorku izraCunata je na temelju bazdarne krivulje
dobivene mjerenjem apsorbancije niza razrjedenja (od 0,096 mg mL* do 0,8 mg mL™) otopine
albumina iz govedeg seruma poznatih koncentracija (Sigma-Aldrich Protein Standard 2 mg
proteina mL™?) prema formuli:

(Apsoy— 1) 1k
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Koncentracija karbonila odredena je prema formuli:
(A@70) * proteini) / (¢ * 1000)

Sadrzaj karbonila izrazen je u umol po mg proteina.

Odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze

Protokol za mjerenje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze preuzet je i prilagoden iz Ellman
i suradnika (1961). Reakcijska smjesa sastojala se od 850 uL KP pufera (100 mM, pH 7,4 + 10
mM EDTA), 50 uL 8 mM 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB) i 50 uL 8 mM
acetilkolina (otopljeni u KP puferu, 100 mM, pH 7,4 + 10 mM EDTA) i 50 pL ekstrakta (pet puta
razrijeden u KP puferu, 50 mM, pH 7 + 10 mM EDTA). Apsorbancija je mjerena
spektrofotometrijski na 412 nm svakih 10 sekundi kroz dvije minute (¢ = 0,07 mM™ cm). Slijepa
proba je reakcijska smjesa bez uzorka.

Aktivnost enzima odredena je prema formuli:
(AA * Viivete * razrjedenje uzorka) / (Vuzorka * € * proteini * promjer kivete * t)

Aktivnost AChE je izraZena kao nmol nastalog tiokolina po minuti i mg proteina pri 25°C.

3.3. Kemijske analize

3.3.1. Analiza butilkositrovih spojeva u tkivu volka i sedimentu

Analiza butilkositrovih  spojeva tributilkositra (TBT), dibutilkositra (DBT) i
monobutilkositra (MBT) u sedimentu i mekom tkivu volka provedena je u Laboratoriju za
anorgansku geokemiju okoliSa i kemodinamiku nanocestica Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.
Nakon obavljenih mjerenja vezanih uz bioloske znacajke volka pripremljeni su uzorci za
odredivanje masenog udjela butilkositrovih spojeva u tkivu volka. U istrazivanju provedenom
2014. godine nasumi¢no je odabrano 10 Zenki iz svake populacije te je odvojeno tkivo visceralne
zavojnice (hepatopankreas i gonade) od ostatka mekog tkiva. Pripremljena su po 2 uzorka po
jedinci razli¢ita po vrsti tkiva. U istrazivanjima provedenim 2015. godine, nasumic¢no je odabrano
15 zenki i 15 muzjaka iz svake populacije te je odvojeno tkivo visceralne zavojnice od ostatka
mekog tkiva. Zatim su pripremljeni kompozitni uzorci za svaki od spolova, odvojeno za uzorke
tkiva visceralne zavojnice, a odvojeno za ostatak mekog tkiva. Pripremljeno je ukupno 3
kompozitna uzorka po svakoj populaciji za pojedini tip tkiva, pri ¢emu svaki pojedinacni

kompozitni uzorak ¢ini 5 jedinki. Tako pripremljeni uzorci tkiva i uzorci sedimenta su zamrznuti
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na temperaturi od -20°C. Zamrznuti uzorci su suseni liofiliziranjem, usitnjeni pomoc¢u kugli¢nog
mlina te ¢uvani na -20°C do daljnje kemijske analize.

Ekstrakcija builkositrovih spojeva (BuT) iz tkiva provedena je pomoc¢u metode detaljno
opisane u radu Furdek i suradnici (2012). Ukratko, ekstrakcija butilkositrovih spojeva iz
homogeniziranog tkiva (1,0-1,5 g) provedena je otopinom klorovodi¢ne kiseline u metanolu (0,1
molL?, 10 mL) u ultrazvuénoj kupelji u vremenskom intervalu od 30 min. Suspenzija je
centrifugirana 10 min pri 4200 okr min™ i izdvojeni supernatant (ekstrakt) je koristen za daljnje
analize. 1zdvojeni ekstrakt (1 mL) je prenesen u 20 mL acetatnog pufera (pH=4,8; ¢=0,4 mol L)
te je dodana 1%-tna otopina natrij tetraetilborata (1 mL) i heksan (1 mL). Istovremena
derivatizacija i1 ekstrakcija butilkositrovih spojeva u organsku fazu (heksan) provedena je
mehani¢kim mije$anjem na tresilici pri 400 okr. min? kroz 30 minuta. Po zavrsetku ekstrakcije,
odvojena je organska faza s ekstrahiranim butilkositrovim spojevima.

Ekstrakcija butilkositrovih spojeva iz sedimenta provedena je koristenjem metode opisane
u radovima Milivojevi¢ Nemani¢ i suradnici (2009) i Furdek i suradnici (2016). Ukratko,
ekstrakcija iz sedimenta (1-2 g) provedena je u octenoj kiselini (20 mL) primjenom ultrazvuéne
kupelji u vremenskom intervalu od 30 min. Istovremena derivatizacija i ekstrakcija provedena je
na isti nacin kao $to je opisano za ekstrakciju iz tkiva. Maseni udio butilkositrovih spojeva u
ekstraktima tkiva i sedimenta odreden je na plinskom kromatografu (GC, Varian CP3800) s
pulsno-plamenim fotometrijskim detektorom (PFPD, Varian). Kontrola kvalitete mjerenja
provedena je analizom standardnog referentnog materijala certificiranog za butilkositrove spojeve
u morskom sedimentu (PACS 2, Ottawa, Canada) i dagnjama (CE 477, ERM, Geel, Belgium).
Granice detekcije iznosile su 0,9 (TBT), 1,0 (DBT) i 1,9 (MBT) ng Sn g* (s.tv.).

3.3.2. Analiza stabilnih izotopa u tkivu volka

Analiza stabilnih izotopa u miSi¢nom tkivu volka odradena je u laboratoriju Universidade
da Coruna u Spanjolskoj. Analiza je provedena na uzorcima volka prikupljenih iz 12 razligitih
populacija 2015. godine. Sa svake od ukupno 12 postaja nasumi¢no su odabrana tri volka te je
odvojeno misi¢no tkivo. S obzirom da je istrazivanje provedeno jednokratno, za analizu je
odabrano misi¢no tkivo jer ono, zbog svoje nize metabolicke aktivnosti od tkiva probavne zlijezde
i gonada, predstavlja ,,uprosjecene* zapise 0 izvorima prehrane kroz dulje razdoblje (Ezgeta-Bali¢
I sur., 2014). Pripremljeni uzorci misi¢nog tkiva zamrznuti su na temperaturi -20°C te zaledeni
liofilizirani na temperaturi od 60°C (48 h) do konstantne mase, nakon ¢ega su homogenizirani u

tarioniku. Neposredno prije analize sadrzaja stabilnih izotopa ugljika, uzorci su tretirani
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klorovodi¢nom kiselinom kako bi se uklonio anorganski ugljik. Analiza tako pripremljenih
uzoraka provedena je na masenom spektrofotometru (CF-IRMS). Rezultati istrazivanja izrazeni
su kao & vrijednosti §°Nair i 5'*Cvros (Coplen, 2011).

3.4. Statisticke analize

Statisticke analize provedene su u statistiCkom programu Statistica 8.0, osim PCA analize za
koju je koristen program PAST 3.10. Homogenost varijanci testirana je Levenovim testom.
Morfometrijska obiljezja logaritamski su transformirana i standardizirana na duljinu kucice
(normalizirana). Za usporedbu morfometrijskih obiljezja te gonadosomatskog indeksa i indeksa
kondicije medu postajama koristen je Kruskal-Wallis test, osim za usporedbu grupiranih
oneciSc¢enih 1 referentnih postaja iz istrazivanja provedenog 2014. godine kad je koriSten Mann-
Whitney U test. Kruskal-Wallis test koriSten je i za: 1) usporedbu postaja (indeksi imposeksa,
koncentracije butilkositrovih spojeva, morfometrijska obiljezja, gonadosomatski indeks i indeksi
kondicije, aktivnost biomarkera oksidativnog stresa), i 2) usporedbu razli¢itih kategorija postaja
iz istraZivanja provedenog 2015. godine po prethodno nabrojenim parametrima (osim biomarkera
koji nisu istrazivani 2015. godine). Rezultati su prikazani dijagramima na kojima su iznad svake
postaje prikazana slova koja oznacavaju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05). Ukoliko postaja
ima barem jedno isto slovo kao 1 neka druga, znaci da izmedu te dvije postaje nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika. Mann-Whitney U test koriSten je: 1) za usporedbu grupiranih
oneciS¢enih 1 referentnih postaja iz istrazivanja provedenog 2014. godine po razli¢itim
parametrima (indeksi imposeksa, maseni udjeli butilkositrovih spojeva, morfometrijska obiljezja,
gonadosomatski indeks i indeksi kondicije, aktivnost biomarkera oksidativnog stresa), i 2)
usporedbu imposeksa po indeksima zabiljezenim u istrazivanjima 2005. (Prime i sur., 2006) i
2015. godine. Analiza korelacija medu razli¢itim parametrima provedena je kori$tenjem Spearman
rang korelacije. Za uzorke u kojima je maseni udio butilkositrovih spojeva bio ispod granice
detekcije, prilikom statisticke obrade podataka uziman je maseni udio jednak polovici vrijednosti
granice detekcije. Za medusobnu usporedbu aktivnosti biomarkera oksidativnog stresa koristena
je analiza glavnih komponenti (PCA) biomarkera oksidativnog stresa. Za analizu sastava stabilnih
izotopa dusika u miSi¢nom tkivu volka primijenjena je ugnijezdena analiza varijance (ANOVA),
Tukey test je primijenjen za post-hoc analizu. Zbog nehomogenih varijanci, za analizu stabilnih
izotopa ugljika koristeni su Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U test.
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4. REZULTATI

Istrazivanje na vrsti Hexaplex trunculus podijeljeno je u dva dijela: (1) u prvom dijelu
2014. godine na 7 postaja koje su kategorizirane prema intenzitetu brodskog prometa provedeno
Je istrazivanje imposeksa, prisutnosti butilkositrovih spojeva mjerenjem masenih udjela u tkivu
volka, te aktivnosti odabranih biomarkera oksidativnog stresa u tkivu volka, i (2) u drugom dijelu
2015. godine na 12 postaja koje su takoder kategorizirane prema intenzitetu brodskog prometa
provedeno je istrazivanje imposeksa, prisutnosti butilkositrovih spojeva mjerenjem masenih udjela
u tkivu volka i u sedimentu, te stabilnih izotopa ugljika i duSika u tkivu volka. Drugi dio
Istrazivanja proveden je na istim postajama na kojima je imposeks istrazivan i 2005. godine (Prime
i sur., 2006), kako bi se istrazila u¢inkovitost zabrane kori$tenja organokositara u protuobrastajnim

bojama. Sukladno prethodnoj podjeli istrazivanja u nastavku se daje prikaz rezultata po godinama.

4.1. Prvidio istrazivanja: 2014. godina

4.1.1. Morfometrijska obiljezja, gonadosomatski indeks i indeks kondicije

Tijekom 2014. godine ukupno je analizirano 428 jedinki vrste Hexaplex trunculus, 196
zenki i 232 muzjaka. Prosje¢na duljina kucice sakupljenih jedinki bila je 63,2+11,1 mm. Najmanja
jedinka bila je duga 38,3 mm i uzorkovana je na postaji N1, a najve¢a 95,0 mm uzorkovana je na
postaji A4 (Tablica 4.1.1.). Analizirane zenke prosje¢no su bile duge 65,8+10,7 mm, a muzjaci
61,1+11,0 mm (Slika4.1.1.ai Slika 4.1.2.a). Utvrdena je znacajna statisti¢ka razlika u duljini zenki
1 muzjaka (U=17593, p<0,001). Na oneciS¢enim postajama Zenke (U=16728, p<0,001) i muZzjaci
(U=5138, p=0,002) su bili statisti¢ki znac¢ajno dulji nego na referentnim. Duljina Zenki znacajno
se ne razlikuje medu referentnim postajama, za razliku od muzjaka kod kojih je duljina jedinki s
postaje N1 znac¢ajno manja od onih s postaje N2 (p<0,001). Kod one¢isé¢enih postaja duljine jedinki
kod postaje A2 znac¢ajno su manje od onih kod postaja A3 (muzjaci p<0,001, zenke p<0,001) i A4
(muzjaci p=0,015, Zenke p<0,001), i kod muzjaka i kod Zenki. Smatra se da je duljina kucice u
najve¢oj mjeri povezana sa staroS¢u uzorkovanih jedinki i1 sukladno tome sva ostala

morfometrijska obiljezja normirana su na duljinu jedinki (Slika 4.1.1. i Slika 4.1.2.).
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Tablica 4.1.1. Duljina kuc¢ice (TL) prikupljenih jedinki vrste Hexaplex trunculus prema postajama
uzorkovanja (A - oneciscene, N - referentne): broj analiziranih jedinki (N), srednja vrijednost duljine kuéice
(sred.vrijed.), standardna devijacija (st.dev.), minimalna (min), i maksimalna (maks.) vrijednost.

TL (mm) TL(mm) TL(mm) TL (mm)

Postaja N sred.vrijed. st.dev. min. maks.

Al 55 64,4 9,5 447 86,3
A2 75 58,3 7,7 41,7 86,3
A3 50 73,2 7,3 62,0 92,4
Ad 38 73,9 12,2 51,4 95,0
N1 78 56,4 7,8 38,3 76,1
N2 78 65,1 10,8 41,1 87,1
N3 54 59,3 10,1 42,3 84,5
z‘i‘#ﬁ;‘:ged"’r'Jed" 428 63,2 11,1 38,3 95,0

Sirine kuéice (TB') Zenki medusobno se zna¢ajno Statisticki razlikuju medu svim
referentnim postajama (Slika 4.1.1.b). Medu one¢is¢enim postajama znacajno se razlikuju samo
Sirine kuéica zenki na postajama Al i A2 (Slika 4.1.1.b). Kad se medusobno usporede sve postaje,
bez obzira na oneciS¢enost postaje, Sirine kucice Zenki s postaje N3 znacajno se razlikuju od svih
ostalih postaja, $to nije slucaj i s postajama N1 i N2. Slic¢an princip slijede i muzjaci (Slika 4.1.2.b).
Kad se usporede postaje grupirane po onec¢isé¢enosti, zenke s one¢is¢enih postaja imale su znacajno
vecu Sirinu kuéice (U=3806, p=0,015). Kod Sirine otvora kucice uglavnom su znacajne razlike
medu postajama za zenke, kod muZzjaka su razlike nesto slabije izrazene. Visina otvora kucice kod
zenki znacajno je razli¢ita samo medu postajama A3 1 A4, dok su kod muzjaka znaajne razlike
medu postajama snaznije izrazene, neovisno o vrsti postaje. S obzirom na $irinu i visinu otvora
kuéice nije bilo znaajne razlike medu postajama s obzirom na njihovu onecis¢enost, osim §to je
Sirina otvora kucice muZzjaka bila znac¢ajno ve¢a kod muZzjaka s oneciS¢enih postaja (U=5302,
p=0,006).

Usporedbom razli¢itih morfometrijskih obiljeZja ni kod Zenki ni kod muzjaka nije utvrdena
znacajna korelacija, osim izmedu Sirine otvora kucice 1 ostalih dimenzija pri ¢emu je najsnaznija
korelacija sa Sirinom kucice (Zenke: r=0,61, p<0,05; muzjaci: r=0,49, p<0,05), te kod muzjaka

takoder 1 korelacija visine otvora kuéice i ostalih dimenzija (r=0,14-0,44, p<0,05).
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Slika 4.1.1. Morfometrijska obiljezja (srednja vrijednost + standardna devijacija) zenki populacija volka
Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Podatci za Sirinu kuéice, $irinu otvora kuéice i visinu otvora
kucice logaritamski su transformirani i standardizirani na duljinu kucice (normalizirani). Razli¢ita slova (a,
b, ¢, d, e) oznacCavaju statisticki znacajno razli¢ite postaje (p<0,05). A - oneciS¢ene postaje, N - referentne

postaje. Visina otvora kuéice nije mjerena na jedinkama s postaje N3.
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Slika 4.1.2. Morfometrijska obiljeZja (srednja vrijednost + standardna devijacija) muZjaka populacija volka
Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Podatci za Sirinu kuéice, Sirinu otvora kuéice i visinu otvora
kucice logaritamski su transformirani i standardizirani na duljinu kucice (normalizirani). Razli¢ita slova (a,
b, ¢, d, e) oznacCavaju statisticki znacajno razli¢ite postaje (p<0,05). A - oneciS¢ene postaje, N - referentne

postaje. Visina otvora kuéice nije mjerena na jedinkama s postaje N3.

38



Indeks kondicije 1 (CI 1 = ukupna masa mekog tkiva/duljina kucice) i kod zenki i kod
muzjaka bio je najveéi na postaji A3, kao i indeks kondicije 2 (Cl 2 = masa ostatka mekog
tkiva/duljina kucice), (Slika 4.1.3.). Utvrdena je visoka koreliranost izmedu ova dva indeksa i kod
zenki (r=0,98, p<0,001) i kod muZjaka (r=0,97, p<0,001). Indeks kondicije 3 (Cl 3 = masa
kucice/duljina kucice) kod zenki je najveéi na postaji A2 (Slika 4.1.5.), a kod muzjaka na postaji
N2 (Slika 4.1.8.). Najmanji CI 3 i kod zenki i kod muzjaka bio je na postaji Al. Utvrdena je
znacajna statisti¢ka razlika ovog indeksa kod Zenki za postaje A1l i N1 u odnosu na ostale postaje
(Al: p<0,001; N1: p<0,007). Indeks kondicije 3 ne korelira s indeksima kondicije Cl 1 i CI 2 kod
zenki. Kod muzjaka svi indeksi kondicije medusobno koreliraju iako je korelacija znacajno niza
izmedu CI 3 i ostala dva indeksa (r=0,15 — 0,17, p<0,05), nego izmedu CI 1 i CI 2 (r=0,83 — 0,97,
p<0,001). Znacajna razlika medu onecis¢enim i referentnim postajama zabiljeZena je za indekse
kondicije CI 1 1 CI 2 kod muZzjaka (CI 1: U=4917, p<0,001; CI 2: U=5071, p=0,001) i zenki (CI
1: U=3348, p<0,001; CI 2: U=3655, p=0,005).
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Slika 4.1.3. Indeks kondicije Cl 1 = ukupna masa tkiva/duljina kuéice (srednja vrijednost + standardna
devijacija) zenki populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Svi podatci logaritamski
su transformirani. Razli¢ita slova (a, c, €, f) oznacavaju statisticki znacajno razlicite postaje (p<0,05). A -
onecis¢ene postaje, N - referentne postaje.
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Slika 4.1.4. Indeks kondicije CI 2 = masa ostatka mekog tkiva/duljina kuéice (srednja vrijednost +
standardna devijacija) Zenki populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Svi podatci
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logaritamski su transformirani. Razli¢ita slova (a, b, C) oznacavaju statisticki znacajno razli¢ite postaje
(p<0,05). A - oneciséene postaje, N - referentne postaje.
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Slika 4.1.5. Indeks kondicije CI 3 = masa ku¢ice/duljina kucice (srednja vrijednost + standardna devijacija)
Zenki populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Svi podatci logaritamski su
transformirani. Razli¢ita slova (a, b) oznacavaju statisticki znacajno razlicite postaje (p<0,05). A -
onecisc¢ene postaje, N - referentne postaje.
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Slika 4.1.6. Indeks kondicije ClI 1 = ukupna masa mekog tkiva/duljina kucice (srednja vrijednost +
standardna devijacija) muZjaka populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Svi podatci
logaritamski su transformirani. Razli¢ita slova (@, b, ¢, d) oznacavaju statisti¢ki znacajno razli¢ite postaje
(p<0,05). A - oneciscene postaje, N - referentne postaje.

0.88
0,86 |
0,84
0,82 be o
o 0.80 [ [ d
— 0,78 [ a
O 06 | ad . .
0,74 T
0,72
0,70
0,68 : ' ' : : ' !
Al A2 A3 A4 N1 N2 N3
postaje

Slika 4.1.7. Indeks kondicije CI 2 = masa ostatka mekog tkiva/duljina kucice (srednja vrijednost +
standardna devijacija) muZzjaka populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Svi podatci
logaritamski su transformirani. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d) oznacavaju statisti¢ki znacajno razli¢ite postaje
(p<0,05). A - onecisc¢ene postaje, N - referentne postaje.
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Slika 4.1.8. Indeks kondicije CI 3 = masa ku¢ice/duljina kucice (srednja vrijednost + standardna devijacija)
muzjaka populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine. Svi podatci logaritamski su
transformirani. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d, €) oznacavaju statisticki znacajno razliite postaje (p<0,05). A -
onecisc¢ene postaje, N - referentne postaje.

Gonadosomatski indeks (GSI) Zenki bio je najveci na postaji A3, a najmanji na postaji N3,
i kod Zenki i kod muzjaka (Slika 4.1.9., Slika 4.1.10.). Ako se usporede referentne i onecis¢ene
postaje, GSI je znacajno veci na onecis¢enim postajama u odnosu na referentne postaje i kod zenki

(U=2821, p<0,001) i kod muzjaka (U=4469, p<0,001).
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Slika 4.1.9. Gonadosomatski indeks GSI = masa gonada i hepatopankreasa/duljina kuéice (srednja
vrijednost + standardna devijacija) Zenki populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014. godine.
Svi podatci logaritamski su transformirani. Razlicita slova (&, b, ¢, d, e, f) oznacavaju statisti¢ki znacajno
razli¢ite postaje (p<0,05). A - oneéiSéene postaje, N - referentne postaje.

41



0,73
0,71
0,69
0,67
0,65
0,63
0,61

de
0,59
0,57

0.53 1 1 1 L 1 1 J_v

0,55
Al A2 A3 A4 N1 N2 N3
postaje

acd
acd

GSI1

T T T T T T T T T 1
—
—0
[N

Slika 4.1.10. Gonadosomatski indeks GSI = masa gonada i hepatopankreasa/duljina kucice (srednja
vrijednost + standardna devijacija) muzjaka populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014.
godine. Svi podatci logaritamski su transformirani. Razlicita slova (a, b, c, d, €) oznacavaju statisticki
znacajno razlicite postaje (p<0,05). A - oneéiscene postaje, N - referentne postaje.

4.1.2. Imposeks

Na svim postajama istrazivanim 2014. godine kod Zenki vrste Hexaplex trunculus
zabiljezen je imposeks (Tablica 4.1.2). Imposeks je zabiljezen kod vise od 88% Zzenki Cak i na
postajama koje su kategorizirane kao referentne. Najmanje vrijednosti VDSI, RPLI i RPSI
zabiljeZzene su na referentnoj postaji N1 koja se jedina nalazi unutar zasticenog podruéja prirode.
Na ovoj postaji VDSI se kretao izmedu 0 i 4,3. Najvece vrijednosti RPSI (26,94%) i VDSI (>4,3),
odnosno najveéi intenzitet imposeksa, zabiljezeni su kod populacije na postaji A4 (oneciS¢ena
postaja). Visoke vrijednosti RPSI zabiljeZzene su i na one¢i§¢enim postajama Al i A3, ali i na
referentnoj postaji N3. Indeks VDSI ipak je izraZeniji kod svih one¢is¢enih postaja u usporedbi s
vrijednostima referentnih postaja. Sterilne Zenke (VDS=5) zabiljezene su na svim istrazivanim

postajama osim na referentnim postajama N1 i N3.
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Tablica 4.1.2. Pregled rezultata istrazivanja imposeksa iz 2014. godine na vrsti Hexaplex trunculus (duljina
kucéice, postotak zenki s imposeksom, postotak sterilnih Zenki, duljina penisa + standardna devijacija,
indeks relativne duljine penisa (RPLI), indeks relativne veli¢ine penisa (RPSI), vas deferens indeks (VDSI)
+ standardna devijacija). A - onecis¢ene postaje, N - referentne postaje.

Postaja  Spol _Br. ?:121'2: imﬁglslé(lfsf)m S;z:['{ze I?)Le“r{i?; RPLI - RPSI VDSI
Jed- (mm) (%) )  (mm OO )

Al M 24 61,8+9,0 10,6+2,2

F 31 66,5+9,5 100 48 5,5¢1,7 48,48 1140 4,5+0,8
A2 M 46 56,5+7,7 14,5+4,1

F 29 61,0+7,1 100 76 59+24 2151 100 4,7%0,8
A3 M 32 72,646,3 14,8+2,0

F 18 74,3+£9,0 100 67 8,7£2,3 36,51 487 4,704
Ad M 10 70,6+13,2 12,242.8

F 28 75,1+11,9 100 64 49+1,7 6459 2694 4.8+0.3
N1 M 51 53,5+7,5 13,3+2,6

F 27 61,7+£5,0 96 0 6,4+1,5 791 0,05 2,2+1.2
N2 M 46 65,7+10,8 13,6+3,4

= 32 64,2+10,8 88 44 44+19 12,30 0,19 3,7£1.9
N3 M 23 57,2+10,2 12,2427

= 31 60,8+9,9 90 0 0,9+0,3 34,32 4,04 2.6£1.5

Usporedba razli¢itih postaja pokazala je da se indeks imposeksa RPLI statisticki znac¢ajno
ne razlikuje medu onecis¢enim postajama (Slika 4.1.11.a), osim medu A2 i A4 (H=115,0,
p<0,001). Referentna postaja N3 znacajno se razlikuje od druge dvije referentne postaje N1 i N2,
kao i od lokacije A4, ali ne i od ostalih oneéiS¢enih postaja. Statisticki znacajne razlike nema ni
medu postajama N1 i N2, kad se govori o RPLI. Kad se sve uzorkovane jedinke kategoriziraju u
dvije grupe — onecis¢ene i referentne (Slika 4.1.11.b), RPLI je znacajno ve¢i kod jedinki
prikupljenih na onecis¢enim postajama (U=1695, p<0,001). Indeks imposeksa VDSI (Slika
4.1.12.a) ne razlikuje se znacajno statisticki medu onecis¢enim postajama (H=91,2, p<0,001).
Referentna postaja N2 prema indeksu VDSI statisticki se znacajno razlikuje od druge dvije
referentne postaje N1 i N3, ali ne i od oneéis¢enih postaja. Postaje N1 i N3 se znacajno ne
razlikuju. 1 kod indeksa VDSI, kad se sve uzorkovane jedinke kategoriziraju u dvije grupe —
onecicene i referentne (Slika 4.1.12.b), VDSI je znacéajno veci kod oneéis¢enih postaja (U=1620,
p<0,001).
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Slika 4.1.11. Usporedba indeksa relativne duljine penisa (RPLI) jedinki volka Hexaplex trunculus
uzorkovanih 2014. godine po: (a) pojedina¢nim postajama, (b) razli¢itim kategorijama postaja
kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A - onecis¢ene postaje, N — referentne postaje). Slova (a, b, c,
d, e, ) oznacavaju statisticki znacajne razlike medu postajama (p<0,05).
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Slika 4.1.12. Usporedba vas deferens indeksa (VDSI) jedinki volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2014.
godine po: (a) pojedina¢nim postajama, (b) razli¢itim kategorijama postaja ovisno o brodskoj aktivnosti (A
- onecis¢ene postaje, N — referentne postaje). Slova (a,b) oznacavaju statisticki znacajne razlike medu
postajama (p<0,05).
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4.1.3. Butilkositrovi spojevi u tkivima volka Hexaplex trunculus

Maseni udjeli butilkositrovih spojeva (monobutilkostra MBT, dibutilkositra DBT i
tributilkositra TBT) u tkivima Zenki volka Hexaplex trunculus sakupljenih na 7 postaja uz
jadransku obalu tijekom 2014. godine analizirane su posebno za visceralnu zavojnicu (probavna
Zlijezda i gonade) i posebno za ostatak tkiva, osim na postaji N3 za koju tkivo nije razdvajano po
tipu (u statistickim analizama uzeto da su maseni udjeli pojedinih butilkositrovih spojeva isti kod
oba tipa tkiva). Rezultati analiza prikazani su na slikama 4.1.13. i 4.1.14. Srednji maseni udio
YBuT (O BuT=TBT+DBT+MBT) kod Zenki u tkivu visceralne zavojnice na onecis¢enim
postajama (115,4+58,7 ng Sn g s.t.) bio je dva puta veéi od onog na referentnim postajama
(59,8+16,1 ng Sn g! s.t.). U ostatku tkiva zenki srednji maseni udio YBuT na one¢i$éenim
postajama (122,4+108,9 ng Sn g* s.t.) bio je 2,5 puta veéi od onog na referentnim postajama
(48,0+64,3 ng Sn g s.t.). Najvisi maseni udio YBuT izmjeren je u uzorcima ostatka tkiva s
oneciséene postaje A4 (163,9+126,0 ng Sn g s.t.) te u uzorcima tkiva visceralne zavojnice s
onecidéene postaje Al (115,4+97,7 ng Sn gt s.t.). Na referentnim postajama maseni udio DBT i
TBT bio je najcesce ispod granice detekcije. 1zmjereni maseni udjeli TBT-a na oneéis¢enim
postajama variraju, pa i unutar samih postaja, od masenih udjela ispod granice detekcije izmjerenih
u tkivu visceralne zavojnice jedinke uzorkovane na postaji A3, do 267,0 ng Sn g s.t. izmjerenih
u ostatku tkiva jedinke uzorkovane na postaji Al. Udio TBT-a u > BuT je manji od udjela DBT i
MBT na svim postajama, osim na postaji N2 (slike 4.1.15. i 4.1.16.). Uzimajuci u obzir obje vrste
tkiva udio TBT-a u Y BuT je bio 3-35%, osim kod postaje N2 gdje je iznosio 50-58%. MBT na
lokaciji N1 je bio dominantan s udjelom u Y BuT 92-96%, dok se kod ostalih postaja kretao u
vrijednosti 16-46%.

Mann Whitney testom potvrdeno je da su maseni udjeli > BuT bili znacajno veéi (p<0,001)
u populacijama s onecis¢enih postaja u odnosu na one s referentnih postaja i to uzimajuéi u obzir
obje vrste tkiva zenki. Znacajnih razlika u masenom udjelu TBT-a nije bilo unutar oneciséenih
postaja kao ni unutar referentnih postaja. Maseni udjeli >BuT u razli¢itim tkivima nisu bili
znacajno razli¢iti unutar populacija s referentnih postaja. Maseni udjeli DBT-a i TBT-a znac¢ajno
su se razlikovali u razli¢itim tipovima tkiva kod onecis¢enih postaja: maseni udjeli su bili znacajno
manji u tkivu visceralne zavojnice (DBT: U=466, p<0,05; TBT: U=311, p<0,001).
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Slika 4.1.13. Prosje¢ni maseni udjeli butilkositrovih spojeva (monobutilkositra MBT, dibutilkositra DBT,
tributilkositra TBT) u tkivu visceralne zavojnice zenki vrste Hexaplex trunculus sakupljenih u 2014. godini
na: (a) pojedina¢nim postajama, (b) razli¢itim kategorijama postaja ovisno o brodskoj aktivnosti (A -
onecis¢ene postaje, N — referentne postaje). Srednje vrijednosti prikazane su s prate¢om standardnom
devijacijom: srednja vrijednost + standardna devijacija. Razli¢ita slova ozna¢avaju statisticki zna¢ajno
razliCite kategorije postaja (a, b, ¢) s obzirom na ukupne butilkositrove spojeve Y BuT (p<0,05).
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Slika 4.1.14. Prosje¢ni maseni udjeli butilkositrovih spojeva (monobutilkositra MBT, dibutilkositra DBT,
tributilkositra TBT) u ostatku tkiva Zzenki vrste Hexaplex trunculus sakupljenih u 2014. godini na: (a)
pojedina¢nim postajama, (b) razli¢itim kategorijama postaja ovisno o brodskoj aktivnosti (A - onecis¢ene
postaje, N — referentne postaje). Srednje vrijednosti prikazane su s pratecom standardnom devijacijom:
srednja vrijednost + standardna devijacija. Razli¢ita slova oznafavaju statisticki znaGajno razliCite
kategorije postaja (a, b, €) s obzirom na ukupne butilkositrove spojeve Y BuT (p<0,05).

Medusobnom usporedbom masenih udjela butilkositrovih spojeva TBT-a, DBT-a i MBT-
a u razli¢itim tkivima volka (visceralna zavojnica vz, ostatak mekog tkiva ot) bile su utvrdene
sljedece statisticki znacajne korelacije (p<0,05): TBTy; vs DBTy;, =0,72; TBTyv; vS MBTy,,
r=0,35; DBTy; vS§ MBTy;, r=0,62; TBTot vS DBTot, 1=0,84; DBTot VS MBTot, r=0,30). Takoder,
medu svim butilkositrovim spojevima istog tipa, ali iz razli¢itih tkiva, utvrdene su statisticki
znacajne korelacije (p<0,05; TBTv; vs TBTot: r=0,48; DBTy; vs DBTot: 1=0,67; MBT\; VS MBTot:

r=0,36).
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Slika 4.1.15. Prosjeéni udjeli pojedinih butilkositrovih spojeva (monobutilkostra MBT, dibutilkositra DBT,
tributilkositra TBT) u zbroju butilkositrovih spojeva (3 BuT) u tkivu visceralne zavojnice Zenki vrste
Hexaplex trunculus sakupljenih u 2014. godini na: (a) pojedinacnim postajama, (b) razli¢itim kategorijama
postaja ovisno o brodskoj aktivnosti (A - oneciscene postaje, N — referentne postaje).
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Slika 4.1.16. Prosjec¢ni udjeli pojedinih butilkositrovih spojeva (monobutilkostra MBT, dibutilkositra DBT,
tributilkositra TBT) u zbroju butilkositrovih spojeva (>.BuT) u ostatku tkiva Zenki vrste Hexaplex trunculus
sakupljenih u 2014. godini na: (a) pojedina¢nim postajama, (b) razli¢itim kategorijama postaja ovisno o
brodskoj aktivnosti (A - onecis¢ene postaje, N — referentne postaje).

4.1.4. Povezanost imposeksa i masenog udjela butilkositrovih spojeva kod vrste Hexaplex

trunculus

Usporedba masenih udjela TBT-a sa stadijima VDS pokazala je nagli porast VDSI ve¢ na
vrlo niskim razinama TBT-a, pa se najvisi stadiji VDS (VDS>4) javljaju ve¢ na masenim udjelima
TBT-a nizim od 8 ng Sn g (Slika 4.1.17.). Prema istrazivanju provedenom 2014. godine stadij
VDS=5 odgovara srednjoj vrijednosti masenog udjela TBT-a od 24,4 ng Sn g u tkivu visceralne

zavojnice odnosno prosjeénom masenom udjelu Y BuT od 71,8 ng Sn g*.
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Slika 4.1.17. Odnos VDSl i (a) masenog udjela tributilkositra (TBT), i (b) ukupnih butilkositrovih spojeva
(3BuT) u tkivu visceralne zavojnice (vz) i ostatku tkiva (ot) vrste Hexaplex trunculus prema istrazivanjima
provedenim u 2014. godini.

Statisticki znacajne korelacije ostvarene su izmedu indeksa imposeksa (RPLI, RPSI,
VDSI) i masenih udjela TBT-a i > BuT u obje analizirane vrste tkiva (Tablica 4.1.3.). Korelacije
u obje vrste tkiva nesto su jace izmedu razlicitih indeksa imposeksa i masenog udjela TBT-a, nego
izmedu indeksa imposeksa i Y BuT. Znacajne korelacije takoder su uoc¢ene izmedu VDSI i RPLI

odnosno RPSI (r=0,76, p<0,001).

Tablica 4.1.3. Spearman rang korelacija izmedu pojedinih razli¢itih indeksa imposeksa i masenog udjela
butilkositrovih spojeva (TBT, Y BuT) u tkivu visceralne zavojnice i ostatku tkiva volka Hexaplex trunculus
(p<0,001).

VDSI RPLI RPSI VDSI RPLI RPSI
vs > BuT vs Y BuT vs Y BuT vs TBT vs TBT vs TBT
tkivo 0,48 0,55 0,55 0,68 0,60 0,60
VISC. Zavo]j.
ostatak 0,48 0,41 0,41 0,77 0,79 0,79
tkiva

4.1.5. Biomarkeri oksidativnog stresa

Aktivnost antioksidativnih enzima te koli¢ina produkata oksidativnog stresa u jedinkama
uzorkovanim 2014. godine su dosta varirali i izmedu i unutar postaja razliCite kvalitete okolisa.
Najvece aktivnosti enzima katalaze izmjerene su na postajama A3 i N1, a najmanje na postaji Al
koja se jedina znacajno razlikuje od prethodno spomenute dvije postaje (H=19,78, p=0,003, Slika
4.1.18.), ali ne i od preostalih postaja. Nije bilo znacajne razlike u aktivnosti katalaze na

referentnim u odnosu na onecis¢ene postaje (U=484, p=0,934).
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Slika 4.1.18. Aktivnosti enzima katalaze (CAT) mjerene spektrofotometrijski u tkivu volaka Hexaplex
trunculus uzorkovanih na razli¢itim postajama kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A - one¢i§éene
postaje, N — referentne postaje) 2014. godine (medijan, donji/gornji kvartil i min./max. vrijednosti). Slova
(a, b) oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu postajama (p<0,05).

Enzim glutation reduktaza pokazao je povecanu aktivnost na postajama A4 i N1 (Slika
4.1.19.). Najniza aktivnost ovog enzima bila je na postajama N2 i N3. Znacajne razlike aktivnosti
enzima glutation reduktaza upravo su medu prethodno nabrojenim parovima postaja (H=32,0,
p<0,001). Kod ovog enzima zabiljezene su znacajne razlike u aktivnosti enzima na referentnim u

odnosu na onecis¢ene postaje (U=326, p=0,024).
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Slika 4.1.19. Aktivnosti enzima glutation reduktaze (GR) mjerene spektrofotometrijski u tkivu volaka
Hexaplex trunculus uzorkovanih na razli¢itim postajama kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A -
onecis¢ene postaje, N — referentne postaje) 2014. godine (medijan, donji/gornji kvartil i min./max.
vrijednosti). Slova (a, b) oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu postajama (p<0,05).

Najveca aktivnost enzima glutation S-transferaza zabiljezena je na postaji Al, a najmanja
na postaji N2 (Slika 4.1.20.). Postaja N2 se statisticki znacajno razlikuje od svih postaja, osim od
postaje A3 (H=27,2, p<0,001). Medu onecis¢enim i referentnim postajama biljeZi se znacajna

razlika u aktivnosti enzima glutation S-transferaze (U=333, p=0,043).
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Slika 4.1.20. Aktivnosti enzima glutation S-transferaza (GST) mjerene spektrofotometrijski u tkivu volaka
Hexaplex trunculus uzorkovanih na razli¢itim postajama kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A -
onecis¢ene postaje, N — referentne postaje) 2014. godine (medijan, donji/gornji kvartil i min./max.
vrijednosti). Slova (a,b) oznacavaju statisticki znacajne razlike medu postajama (p<0,05).

Aktivnost acetilkolinesteraze, kao i kod glutation reduktaze i glutation S-tranferaze,
najniza je na postaji N2 (Slika 4.1.21.). Najveca aktivnost enzima zabiljezena je na postajama Al,
A3 1 N3, od kojih se postaja N2 znacajno statisticki razlikuje (H=20,5, p=0,002). | kod
acetilkolinesteraze se, kao i kod katalaze, ne biljezi znacajna razlika u aktivnosti kad se usporeduju

sve referentne i sve onecisc¢ene postaje (U=364, p=0,058).
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Slika 4.1.21. Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze (AChE) mjerene spektrofotometrijski u tkivu volaka
Hexaplex trunculus uzorkovanih na razli¢itim postajama kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A -
onecis¢ene postaje, N — referentne postaje) 2014. godine (medijan, donji/gornji kvartil i min./max.
vrijednosti). Slova (a, b) oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike medu postajama (p<0,05).

NajniZe razine karbonila zabiljeZene su na postajama A4 i N1 (Slika 4.1.22.). Postaja A4
statisticki se razlikuje od postaja A2 i N3, dok drugih razlika medu postajama nema (H=19,8,
p=0,003). Ne biljezi se znacajna razlika u razini karbonila kad se usporeduju sve referentne i sve

oneciscene postaje (U=22, p=0,386).
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Slika 4.1.22. Sadrzaj karbonila odreden spektrofotometrijski u tkivu volaka Hexaplex trunculus
uzorkovanih na razli¢itim postajama kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A - one¢i$¢ene postaje, N
— referentne postaje) 2014. godine (medijan, donji/gornji kvartil i min./max. vrijednosti). Slova (a, b)
oznacavaju statisticki znacajne razlike medu postajama (p<0,05).

Najvise koncentracije malondialdehida izmjerene su na postaji N3, najnize na N2, dok su
ostale postaje pokazale sli¢an raspon izmjerenih vrijednosti (Slika 4.1.23.). Postaja N3 statisticki
se znacajno razlikuje od postaja A3, A4 i N2 (H=19,8, p=0,003). Koncentracije malondialdehida

ne razlikuju se medu onecis¢enim i referentnim postajama (U=397, p=0,146).
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Slika 4.1.23. Sadrzaj malondialdehida (MDA) odreden spektrofotometrijski u tkivu volaka Hexaplex
trunculus uzorkovanih na razli¢itim postajama kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (A - one¢i§¢ene
postaje, N — referentne postaje) 2014. godine (medijan, donji/gornji kvartil i min./max. vrijednosti). Slova
(a, b) oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu postajama (p<0,05).

Biomarkeri oksidativnog stresa podvrgnuti su PCA analizi. Prve dvije glavne komponente
u PCA analizi biomarkera iz volaka uzorkovanih 2014. godine objasnile su 54,17% ukupne
varijance, pri ¢emu je prva komponenta objasnila 29,56%, a druga 24,61% varijance (Slika
4.1.24.). Prva glavna komponenta je pokazala visoka faktorska optereéenja za glutation S-
transferazu (0,57), glutation reduktazu (0,52) i acetilkolinesterazu (0,52). Druga glavna

komponenta je pokazala visoka faktorska optere¢enja za malondialdehide (0,58) i katalazu (0,53).
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Slika 4.1.24. Rezultati PCA analize provedene na prikupljenim podatcima o biomarkerima za volke
Hexaplex trunculus uzorkovane 2014. godine (A - oneéiSéene postaje, N — referentne postaje: Al sivo, A2
smede, A3 tamno zeleno, A4 tamno plavo, N1 svjetlo zeleno, N2 svjetlo plavo, N3 svjetlo ruZi¢asto)

Korelacija izmedu biomarkera i masenog udjela TBT-a odnosno VDSI na jedinkama
uzorkovanim 2014. godine analizirana je koriStenjem Spearman rang analize. Analiza je pokazala
slabu negativnu korelaciju sadrzaja malondialdehida s masenim udjelom TBT-a u ostatku mekog
tkiva volka (r=-0,30, p<0,05). Indeks imposeksa VDSI pozitivno korelira s aktivnosti glutation

reduktaze (r=0,26, p<0,05) i negativno korelira sa sadrzajem malondialdehida (r=-0,31, p<0,05).
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4.2. Drugi dio istrazivanja: 2015. godina

4.2.1. Morfometrijska obiljezja, gonadosomatski indeks i indeks kondicije

Tijekom 2015. godine ukupno je analizirano 475 volaka Hexaplex trunculus, 240 zenki i
235 muzjaka, prosje¢ne duljine 65,8+8,0 mm. Najmanja jedinka uzorkovana je na postaji P2 i bila
je duga 44,2 mm (Tablica 4.2.1.). Najveca jedinka uzorkovana je na postaji M2 i bila je duga 94,2
mm. Zenke su bile srednje duljine 67,3+6,7 mm i bile su znagajno duZe od muZjaka ¢&ija srednja
duljina je bila 67,3+6,7 mm (U=21769, p<0,001). Medu nekim od kategorija postaja uocene su
statisticki znacajne razlike u duljini volaka po spolovima. Na intenzivnije onecis¢enim postajama
(nauti¢ke marine i lu¢ice) muzjaci su bili statisti¢ki znac¢ajno dulji nego na manje onecis¢enim
postajama (uvale koje se koriste sezonski: H=38,8, p=0,004; referentne postaje: H=38,8, p<0,001).
Duljina Zenki znaCajno se ne razlikuje medu razliitim kategorijama postaja, osim medu
referentnim postajama i uvalama koje se sezonski koriste gdje je duljina prvih znac¢ajno manja od
duljine drugih (H=9,8, p=0,030). Promatraju¢i postaje pojedinacno, duljina Zenki s nauticke
marine M2 znacajno je veca od duljina zenki s ostalih postaja, osim postaja H2 1 B2 (H=89,4,
p<0,001, Slika 4.2.1.a). Sli¢no je i s muzjacima, duljine muzjaka s postaja M2 i B2 znacajno su
vecée od duljine muzjaka s ostalih postaja, osim postaja H2 i H3 (H=136,9, p<0,001, Slika 4.2.2.a).

| ovdje su sva morfometrijska obiljezja normirana na duljinu jedinki (Slika 4.2.1. i Slika 4.2.2.).

Tablica 4.2.1. Duljina kucice jedinki vrste Hexaplex trunculus prikupljenih u 2015. godini prema
postajama uzorkovanja: broj analiziranih jedinki (N), srednja vrijednost duljine kuéice (sred. vrijed.),
standardna devijacija (st. dev.), minimalna (min), i maksimalna (maks.) vrijednost.

Kategorija Postaja N TL (mm) TL(mm) TL(mm) TL (mm)

sred.vrijed. st.dev. min. maks.
Nautic¢ke M1 40 635 3,7 57,1 70,7
Marine M2 40 79,7 46 72,7 94,2
M3 40 63,0 7,7 55,9 72,3
Lugice H1 40 64,7 6,3 52,2 76,6
H2 40 69,3 5,4 59,7 82,9
H3 40 66,3 59 55,6 75,7
Uvale koje se B1 35 61,1 6,4 50,0 70,7
koriste sezonski B2 40 73,3 7,0 60,2 87,3
B3 40 61,8 7,7 47,5 75,1
Referentne Pl 40 63,1 4.2 52,0 69,9
Postaje P2 40 60,7 7,2 44,2 76,0
P3 40 62,5 6,2 51,3 79,1
%‘f#_?ﬂﬂ‘;ﬁsr_ed'vr'”d'/ 475 65,8 8,0 44,2 94,2
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S obzirom na Sirinu kucice (TB'), Zenke iz nautickih marina se znacajno razlikuju od onih
iz lu¢ica, dok medu ostalim parovima kategorija postaja nema znacajnih razlika (H=7,3, p=0,063).
Sirine kuéice Zenki s postaje M1 zna¢ajno su manje od onih s postaja H1 i B1 (Slika 4.2.1.b), dok
medu ostalim postajama nema znacajnih statistickih razlika (H=32,4, p<0,001). MuzZjaci se, medu
kategorijama postaja prema Sirini kuéica, znaajno ne razlikuju (H=5,1, p=0,163). Sirine kuéice
muzjaka s postaja M1 i H3 znacajno su manje od onih s postaja H1 i P3 (Slika 4.2.2.b), dok medu
ostalim postajama uglavnom nema znaéajnih statisti¢kih razlika (H=43,3, p<0,001). Sirine otvora
kuéice Zenki iz nautickih marina znacajno su vece od ostalih kategorija postaja, a znacajno veci
otvor kuc¢ice imaju i Zenke s referentnih postaja u odnosu na one iz lucica (H=52,4, p<0,001).
Usporedna analiza pojedinacnih postaja pokazuje da su Sirine otvora kucice zenki s postaja M1 i
P3 znacajno veée od onih iz lu¢ica i uvala koje se sezonski koriste, osim uvale B3, dok se kod
ostalih postaja uglavnom znacajno ne razlikuju (H=97,6, p<0,001, Slika 4.2.1.c). Kod muZzjaka su
Sirine otvora kucice medu kategorijama uglavnom znacajno razli¢ite (H=52,4, p<0,001). Kod
visine otvora kod zenki unutar svake od kategorija postaja postoje znaCajne razlike medu
odredenim postajama, a sli¢no je 1 kod muzjaka. Analiza razlika visine otvora medu kategorijama
pokazuje da je znacajna razlika medu nautickim marinama i lu¢icama odnosno uvalama koje se
sezonski koriste pri ¢emu je visina otvora kuéice veéa kod jedinki iz nautickih marina kako kod
zenki (H=21,1, p<0,001) tako i kod muZzjaka (H=13,6, p=0,003). Takoder, kod Zenki iz lucica
visine otvora kucice su znacajno vece nego kod onih s referentnih postaja (H=21,1, p<0,001).

Kod Zenki duljina kuéice korelira sa Sirinom kucice (r=-0,13, p<0,05) i visinom otvora
kucice (r=-0,16, p<0,05), te Sirina otvora kucice korelira sa Sirinom kucice (r=0,15, p<0,05) 1
visinom otvora kuéice (r=0,49, p<0,001). Kod muZzjaka duljina kucice korelira samo s visinom
otvora kucice (r=-0,15, p<0,05), te Sirina otvora kucice korelira sa Sirinom kuéice (r=0,35,

p<0,001) i visinom otvora kucice (r=0,35, p<0,001).
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Slika 4.2.1. Morfometrijska obiljezja (srednja vrijednost + standardna devijacija) zenki populacija volka
Hexaplex trunculus uzorkovanih 2015. godine. Podatci za $irinu kucice (TB"), Sirinu otvora kucice (AW) i
visinu otvora kucice (AL2) logaritamski su transformirani i standardizirani na duljinu kuéice -
normalizirani. Razlic¢ita slova (a, b, c, d, e, f) oznacavaju statisticki znacajno razlicite postaje (p<0,05). M
- nauticke marine, H - lucice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne postaje.
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Slika 4.2.2. Morfometrijska obiljeZja (srednja vrijednost + standardna devijacija) muZjaka populacija volka
Hexaplex trunculus uzorkovanih 2015. godine. Podatci za $irinu kucice (TB'), Sirinu otvora kucice (AW) i
visinu otvora kucice (AL2) logaritamski su transformirani i standardizirani na duljinu kudice -
normalizirani. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d, €) oznafavaju statisti¢ki znacajno razli¢ite postaje (p<0,05). M -
nauticke marine, H - lu¢ice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne postaje.
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Indeks kondicije 1 (CI 1 = ukupna masa mekog tkiva/duljina kuéice) bio je i kod zenki
(Slika 4.2.3.) i kod muzjaka (Slika 4.2.5.) najveci na istoj postaji, postaji M2. Ista postaja ima i
najveci indeks kondicije 3 (CI 3 = masa kucice/duljina kucice) kod Zenki (Slika 4.2.4.) i muzjaka
(Slika 4.2.6.). Najmanji Cl 1 kod zenki je na postaji M1, a kod muzjaka na postaji B3. Najmanji
ClI 3 bio je na postaji P2 i kod zenki i kod muzjaka. Indeksi CI 1 i CI 3 medusobno koreliraju i kod
zenki (r=0,41, p<0,001) i kod muzjaka (r=0,59, p<0,001). Usporedbom kategorija postaja kod
muzjaka je utvrdena znacCajna statisti¢ka razlika indeksa CI 1 medu nautickim lukama i uvalama
koje se sezonski koriste (H=10,6, p=0,011), odnosno kod Zenki medu nautickim lukama i lu¢icama
(H=24,2, p=0,025), lu¢icama i uvalama koje se sezonski koriste (p<0,001) te lucicama i
referentnim postajama (p<0,001). Indeks CI 3 znacajno je veci kod zenki iz lu¢ica nego kod onih
s referentnih postaja (H=15,5, p<0,001). Isti indeks kod muzjaka znacajno je ve¢i u nautickim
lukama nego na referentnim postajama (H=23,7, p<0,001) te je znacajno vec¢i u lu¢icama nego u

uvalama koje se sezonski koriste (p=0,006) i na referentnim postajama (p<0,001).
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Slika 4.2.3. Indeks kondicije CI 1 = ukupna masa tkiva/duljina kucice (srednja vrijednost + standardna
devijacija) zenki populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2015. godine. Svi podatci logaritamski
su transformirani. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d, e, f) oznacavaju statisticki znacajno razli¢ite postaje (p<0,05).
M - nauti¢ke marine, H - lu¢ice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne postaje.
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Slika 4.2.4. Indeks kondicije CI 3 = masa ku¢ice/duljina kucice (srednja vrijednost + standardna devijacija)
zenki populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2015. godine. Svi podatci logaritamski su
transformirani. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d, €) oznacavaju statisticki znacajno razlicite postaje (p<0,05). M -
nauticke marine, H - lu¢ice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne postaje.
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Slika 4.2.5. Indeks kondicije CI 1 = ukupna masa mekog tkiva/duljina kuéice (srednja vrijednost +
standardna devijacija) muzjaka populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2015. godine. Svi podatci
logaritamski su transformirani. Razlicita slova (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k) oznacavaju statisticki znac¢ajno
razli¢ite postaje (p<0,05). M - nauticke marine, H - luéice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne
postaje.
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Slika 4.2.6. Indeks kondicije CI 3 = masa kuc¢ice/duljina kuéice (srednja vrijednost + standardna devijacija)
muzjaka populacija volka Hexaplex trunculus uzorkovanih 2015. godine. Svi podatci logaritamski su
transformirani. Razli¢ita slova (a, b, ¢, d, e, f, g, h) oznacavaju statisti¢ki znacajno razli¢ite postaje (p<0,05).
M - nauticke marine, H - lucice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne postaje.
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4.2.2. Imposeks

Imposeks je bio prisutan kod svih Zenki volka Hexaplex trunculus na svim postajama
istrazivanim 2015. godine osim na postaji P3 gdje je udio zenki s imposeksom iznosio 90%
(Tablica 4.2.2.). Kao i u istrazivanju provedenom 2014. godine, na postaji P3 koja se jedina nalazi
unutar zasticenog podrucja prirode zabiljeZzene su najmanje vrijednosti indeksa imposeksa pri
¢emu je najvisi zabiljezeni stadij imposeksa VDS iznosio 3. Populacije volka u nautickim lukama
imale su najizrazeniji imposeks, RPSI se kretao od 6,7% do 20,4%, a VDSI je bio veéi od 4,7.
Visoke razine imposeksa zabiljezene su i u lu¢icama, posebno na lokaciji H3. Kod populacija iz
sezonski koristenih uvala takoder su zabiljezene umjerene do visoke razine imposeksa, no ipak
neSto manjeg stupnja nego kod populacija u marinama i lu¢icama. Sterilne Zenke (VDS=5)
zabiljezene su na svim istrazivanim lokacijama osim na tri lokacije: lu¢ica H2, uvala koja se
sezonski koristi B3 i referentna lokacija P3.

Indeksi imposeksa (RPLI, VDSI) statisticki su znacajno veéi kod populacija iz nauti¢kih
marina u odnosu na populacije iz lucica te uvala koje se sezonski koriste i referentnih postaja
(RPLI: H=58,1, p<0,001; VDSI: H=107,4, p<0,001; Slika 4.2.7. i Slika 4.2.8.). Nije utvrdena
znacajna razlika medu postajama koje se sezonski koriste i referentnim postajama odnosno onima
koje se rijetko koriste. Takoder, indeksi imposeksa znacajno se razlikuju medu lokacijama unutar
iste kategorije brodske aktivnosti, osim kod lucica te indeksa VDSI kod nautickih marina.
Populacija s referentne lokacije P3, jedine koja spada u zasti¢ena podrucja prirode, ima zna¢ajno
manji indeks RPLI od svih drugih lokacija (p<0,007). Usporedbom pojedina¢nih postaja, bez
obzira na kategoriju, postaja P3 se prema indeksu VDSI znac¢ajno razlikuje od ostalih postaja, osim
od postaja B2 1 B3 (H=133, p<0,041). Postaja H1 znacajno se razlikuje samo od postaja B2, B3 i
P3 (H=133, p<0,033).
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Tablica 4.2.2. Pregled rezultata istrazivanja imposeksa iz 2015. godine na vrsti Hexaplex trunculus (duljina
kucéice, postotak zenki s imposeksom, postotak sterilnih Zenki, duljina penisa + standardna devijacija,
indeks relativne duljine penisa (RPLI), indeks relativne veli¢ine penisa (RPSI), vas deferens indeks (VDSI)
+ standardna devijacija). M - nauti¢ke marine, H - lu¢ice, B - uvale koje se sezonski koriste, P - referentne
postaje.

Postaja  Spol Ezinki [l);lnlillcnj imf)glsl:ISSZm S;ELIILZe [:)ggilg]; R(;)L)I I?(;)S)l VDSI

(mm) (%) (%) (mm)

M1 M 20 63,4+3,5 10,6+2,2
F 20 63,5+4,1 100 70 5,5+1,7 51,64 13,78  4,7+0,4

M; M 20 78,3+£2,8 14,544,1
F 20 81,0+5,6 100 80 59+24 40,56 6,67 4,9+0,3

M3 M 20 62,0+4,3 14,8+2,0
F 20 63, 9+2.9 100 60 8,7+2,3 58,64 20,14 4,8+0,4

Hi M 20 62,3+6,8 12,242.8
F 20 67,1+4,8 100 35 4,9+1,7 39,78 6,28 4,6+0,4

H> M 20 69,045,6 13,34+2,6
F 20 69,7+5,3 100 0 6,4+1,5 48,08 11,09 4,1+0,3

Hs M 20 69,2+6,0 13,6+3.,4
F 20 63,5+4,3 100 20 4,4+1,9 32,55 344  42+0,6

B M 15 56,5+6,3 12,2427
F 20 64,5+3,9 100 5 4,1+1,2 33,53 3,77  4,0+0,6

B, M 20 74,5+6,8 13,4424
F 20 72,0£7,0 100 10 4,1+£2,0 31,01 298 3,7+1,0

Bs M 20 56,0+6,2 10,8+2,3
F 20 67, 6£3,7 100 0 3,5+1,1 32,28 3,35 3,94+0,3

P1 M 20 61,3+4,9 11,7+4,9
F 20 64,942,3 100 5 4,3+1,9 36,88 501 3,9+0,7

P2 M 20 57,3+7,6 13,1+1,9
F 20 64,2+4,9 100 5 4,4+1,6 33,60 381 4,1+0,3

P3 M 20 59,3+5,3 14,3+£2,3
F 20 65,7+5,5 90 0 0,9+0,3 6,60 0,03 2,2+1,2
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Slika 4.2.7. Usporedba indeksa relativne duljine penisa (RPLI) volaka Hexaplex trunculus izmedu razli¢itih
kategorija postaja kategoriziranih prema brodskoj aktivnosti (M - nauti¢ke marine, H - lu¢ice, B - uvale

koje se sezonski koriste, P — referentne postaje) u 2015. godini. Razli¢ita slova (a, b, ¢) oznaavaju
statisticki znacajno razli¢ite postaje (p<0,05).
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Slika 4.2.8. Usporedba indeksa vas deferensa (VDSI) volaka Hexaplex trunculus izmedu razli¢itih
kategorija postaja kategoriziranih prema brodskoj aktivnosti (M - nauti¢ke marine, H - lu¢ice, B - uvale
koje se sezonski Koriste, P — referentne lokacije) u 2015. godini. Razli¢ita slova (a, b, ¢) oznacavaju
statisti¢ki znacajno razlicite postaje (p<0,05).
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4.2.3. Butilkositrovi spojevi u tkivima volka Hexaplex trunculus i povrsinskom sedimentu

Maseni udjeli butilkositrovih spojeva (monobutilkostra MBT, dibutilkositra DBT i
tributilkositra TBT) u tkivima volaka Hexaplex trunculus sakupljenih na 12 postaja u srednjem
dijelu isto¢ne jadranske obale analizirane su posebno za visceralnu zavojnicu (probavna Zlijezda i
gonade) i posebno za ostatak tkiva, odvojeno za zenke i muzjake. Rezultati analiza prikazani su
na Slici 4.2.9. Srednji ukupni maseni udio Y BuT (3} BuT=TBT+DBT+MBT) kod zenki u tkivu
visceralne zavojnice u nauti¢kim marinama (73,3+9,3 ng Sn g s.t.) bio je 2 puta veéi od onog u
lu¢icama (42,5+11,2ng Sng? s.t.), 8 puta veéi od onog u uvalama koje se sezonski koriste (8,9+2,0
ng Sn g s.t.) i 18 puta vec¢i od onog na referentnim postajama (4,1+1,1 ng Sn g s.t.). U ostatku
tkiva zenki srednji maseni udio Y BuT u nauti¢kim marinama (95,7+4,6 ng Sn g s.t.) bio je 2 puta
veéi od onog u lu¢icama (47,4+7,4 ng Sn gt s.t.), 10 puta veci od onog u uvalama koje se sezonski
koriste (9,5+2,3 ng Sn g* s.t.) i 5 puta ve¢i od onog na referentnim postajama (19,2+5,1 ng Sn g*
s.t.). Raspodjela masenog udjela BuT u muzjaka slicna je onoj u zenki, a razlike medu
kategorijama lokacija su manje izrazene. Najvisi maseni udio Y BuT izmjeren je u uzorcima iz
nauti¢ke marine M3 u svim vrstama tkiva, pri ¢emu je na ovoj lokaciji maseni udio u ostatku tkiva
muzjaka skoro jednak onom na lokaciji M2. Na nekoliko lokacija sezonske i rijetke brodske
aktivnosti maseni udio YBuT bio je vrlo mali (<6,0 ng Sn g* s.t.) ili ¢ak ispod granice detekcije i
to uglavnom u tkivima zenki (P1, P2, P3, B2). Izmjereni maseni udjeli TBT-a u pojedinim uzorcima
bili su opéenito mali (<15 ng Sn g s.t.), osim u nauti¢kim marinama gdje su se kretali od 5 do 60
ng Sn g s.t. U uvalama koje se sezonski koriste i na referentnim postajama vrijednosti za TBT su
uvijek bile blizu ili ispod granice detekcije, a udio TBT-a je najée$ce bio nizi od udjela DBT-a i
MBT-a (Slika 4.2.10.). Uzimajuéi u obzir sve vrste tkiva TBT je u Y. BuT imao udio 2-40%, a DBT
8-60%. Monobutilkositar je najées¢e predstavljao dominantan butilkositar s udjelom u > BuT u
vrijednosti 27-87%.

Kruskal-Wallisovim testom potvrdeno je da su maseni udjeli >BuT i TBT bili znacajno
veéi u populacijama iz nautickih marina U odnosu na one iz uvala koje se sezonski Kkoriste i
referentnih postaja i to uzimajuci u obzir sve vrste tkiva zenki p<0,05 i muzjaka p<0,01. Znacajnih
razlika nije bilo medu nauti¢kim marinama i lu¢icama kao ni medu lokacijama koje se sezonski ili
rijetko koriste. Takoder treba napomenuti da maseni udjeli butilkositrovih spojeva u razli¢itim
tkivima muzjaka i Zenki nisu bili znacajno razli¢iti unutar populacija s lokacija iste kategorije
brodskih aktivnosti. Iznimka je maseni udio TBT-a u ostatku tkiva Zenki medu lokacijama H1 i
H2.
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Statisticki znacajna korelacija (p<0,05) utvrdena je izmedu TBT-a i produkata njegove
razgradnje DBT-a i MBT-a u tkivu visceralne zavojnice (TBTvc vs DBTye, 1=0,76; TBTyc VS
MBT\yc, r=0,70; DBTyc VS MBT\c, r=0,85) i u ostatku mekog tkiva (TBTotvs DBTqt, r=0,85; TBTot
VS MBTot, r=0,67; DBTot VS MBTot, 1=0,77). Takoder, medu svim butilkositrovim spojevima istog
tipa, ali iz razliCitih tkiva, utvrdene su statisticki znacajne korelacije (p<0,05; TBTvc VS TBTot:

I’:0,79; DBTVC VS DBTot: r:0,69; MBTVC VS MBTot: I’:0,52).
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Slika 4.2.9. Prosje¢ni maseni udjeli butilkositrovih spojeva (monobutilkostra MBT, dibutilkositra DBT,
tributilkositra TBT) u razli¢itim vrstama tkiva Zenki i muZjaka (tkivo visceralne zavojnice i ostatak tkiva)
vrste Hexaplex trunculus sakupljenih na 12 postaja razlicite kategorije s obzirom na brodske aktivnosti (M
- nauticke marine, H - Iucice, B - uvale koje se sezonski koriste, P — referentne lokacije) u 2015. godini.
Srednje vrijednosti prikazane su s prate¢om standardnom devijacijom: srednja vrijednost + standardna
devijacija. Razlic¢ita slova oznacavaju statisticki znacajno razlicite kategorije postaja (a, b, ¢) s obzirom na
ukupne butilkositrove spojeve Y BuT (p<0,05).
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Slika 4.2.10. Udio svakog butilkositrovog spoja (monobutilkostra MBT, dibutilkositra DBT, tributilkositra
TBT) u zbroju butilkositrovih spojeva (3.BuT) u razli¢itim tkivima Zenki i muzjaka (tkivo visceralne

zavojnice i ostatak tkiva) vrste Hexaplex trunculus sakupljenih na 12 lokacija razli¢ite brodske aktivnosti
(M - nauticke marine, H - lucice, B - uvale koje se sezonski koriste, P — referentne lokacije) u 2015. godini.

udio BuT (%)

Prostorne varijacije u masenim udjelima butilkositrovih spojeva u sedimentima

sakupljenim na 12 postaja sredi$njeg hrvatskog dijela jadranske obale u 2015. godini prikazani su
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na Slici 4.2.11. Rezultati ukazuju na izrazite razlike medu lokacijama s razli¢itim brodskim
aktivnostima. Ipak, zbog nedostatka replika na svakoj lokaciji te razlike nisu statisticki znacajne.
Srednji maseni udjeli Y BuT u marinama i lu¢icama bili su usporedivi (104,2 u marinama prema
135,5 ng Sn g* u lu¢icama), dok su u uvalama koje se sezonski koriste i na referentnim lokacijama
bili ispod granice detekcije. Najvisi maseni udio YBuT bio je u lu¢ici H2 (299,1 ng Sn g?), a
najnizi u nauti¢koj marini M, (81,9 ng Sn g1). Maseni udio TBT-a pratio je distribuciju BuT.
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Slika 4.2.11. Maseni udjeli butilkositrovih spojeva (monobutilkostra MBA, dibutilkositra DBT,
tributilkositra TBT) u sedimentima sakupljenim na 12 postaja razli¢ite brodske aktivnosti (M - nauticke
marine, H - lucice, B - uvale koje se sezonski koriste, P — referentne lokacije) u 2015. godini.

4.2.4. Povezanost imposeksa i masenog udjela butilkositrovih spojeva kod vrste Hexaplex

trunculus

Usporedba masenog udjela TBT-a i Y BuT sa stadijima VDS pokazala je nagli porast VDSI
ve¢ na vrlo niskim razinama TBT-a, pa se najvisi stadiji VDS (VDS>4) javljaju ve¢ kod masenih
udjela TBT-a nizim od 5 ng Sn g (Slika 4.2.12.). Stadij VDS=5 odgovara srednjoj vrijednosti
masenog udjela TBT-a od 4,3 ng Sn g u tkivu visceralne zavojnice odnosno masenom udijelu
>BuT od 41,6 ng Sn g™.
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Slika 4.2.12. Odnos VDSI (a) i masenog udjela tributilkositra (TBT) (b) i masenog udjela ukupnih
butilkositrovih spojeva (3BuT) u tkivu visceralne zavojnice (vz) i ostatku tkiva (ot) vrste Hexaplex
trunculus prema istrazivanjima provedenim u 2015. godini.

Statisti¢ki znacajne korelacije ostvarene su izmedu razli¢itih indeksa imposeksa (RPLI,

RPSI, VDSI) i masenih udjela TBT-a i YBuT u obje analizirane vrste tkiva (Tablica 4.2.3.).

Korelacije u visceralnoj zavojnici nesto su znacajnije izmedu indeksa imposeksa i masenog udjela

Y BuT, dok su u ostatku tkiva znacajnije korelacije s TBT-om. Znacajne korelacije takoder su
uocene izmedu razli¢itih indeksa imposeksa (VDSI vs RPLI, r=0,67; VDSI vs RPSI, r=0,59; RPLI
vs RPSI, r=0,93; p<0,001).

Tablica 4.2.3. Spearman rang korelacija izmedu pojedinih razli¢itih indeksa imposeksa i masenog udjela
butilkositrovih spojeva (TBT, > BuT) u tkivu visceralne zavojnice i ostatku tkiva volka Hexaplex trunculus.
Primijenjene su razlilite razine vjerojatnosti p (*** p<0,001; ** p<0,01).

VDSI RPLI RPSI VDSI RPLI RPSI

vsYBuT ~ vsYBuT  vsYBuT  vsTBT  vsTBT vs TBT
tkIVO *** *** *** **k* ***k ***
visc. zavoj. 0,65 0,70 0,59 0,58 0,66 0,59
OStatak *%* ** ** **k* *** ***
tkiva 0,48 0,52 0,48 0,58 0,64 0,60

73



4.2.5. Stabilni izotopi

Sadrzaj stabilnih izotopa dusika (8%°Nair) u uzorcima misiéa volka Hexaplex trunculus
prikupljenim na 12 postaja uzorkovanja varirao je od 7,9 od 11,7 %o (9,89+0,91 %o). Najniza
srednja vrijednosti zabiljezena je za uzorke prikupljene na podru¢ju Malostonskog zaljeva (P3)
(8,31£0,42 %o, Slika 4.2.13.). Ukupno 5 uzoraka je imalo §'°Nair vrijednosti veée od 11%o, dva
uzorka iz Milne (M2), te po jedan uzorak iz Biograda (M3), Lastova (B2) i Brsecina (P1).
Prikupljeni podatci imali su homogene varijance (Levene test, p=0,832). Nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike u sastavu stabilnih izotopa dusika s obzirom na kategoriju postaja (p=0,362,
Tablica 4.2.4.), dok je statisticki znacajna razlika utvrdena izmedu postaja (p=0,001). Znacajne
razlike utvrdene su izmedu ukupno 8 parova postaja. Uzorci iz Malog Stona (P3) znacajno su se
razlikovali od uzoraka iz Milne (M2), Biograda (M3), Zatona (B1), Lastova (B2) i Brsecina (P1).
Nadalje, znacajno su se razlikovali uzorci iz Milne (M2) od uzoraka iz Baske Vode (H1) i Crvene

Luke (B3).

Tablica 4.2.4. Rezultati ugnijezdene analize varijance (ANOVA) 8®Nair vrijednosti (%o0) u mii¢cnom
tkivu volaka Hexaplex trunculus s obzirom na kategoriju i postaju uzorkovanja

Izvor DF SS MS F p
Kategorija 3 6,505 2,168 1,23 0,362
Postaja 8 14,151 1,769 5,24 0,001
(kategorija)

Greska 24 8,107 0,338

Ukupno 35

Vrijednosti stabilnog izotopa ugljika bile su u rasponu od -19,8 do -13,7%o (-17,32+1,39%o;
Slika 4.2.14.). Kao i vrijednosti stabilnog izotopa dusika, nije bilo znacajne razlike s obzirom na
kategoriju brodskog prometa (H=6,8, p=0,079). Utvrdena je statisticki znacajna razlika s obzirom
na postaje uzorkovanja (H=22,4, p=0,021). Raspodjela vrijednosti §*°Nair i *3*Cvppv S 0bzirom na
kategoriju prikazuje osipanje podataka, osobito za uzorke s referentnih postaja (Slika 4.2.15.).
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Slika 4.2.13. Usporedba sadrzaja stabilnih izotopa dusika (8'°Nair) u uzorcima misi¢a volka Hexaplex
trunculus izmedu razli¢itih kategorija postaja kategoriziranih prema brodskoj aktivnosti (M - nauticke
marine, H - lucice, B - uvale koje se sezonski koriste, P — referentne postaje) u 2015. godini.
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Slika 4.2.14. Usporedba sadrzaja stabilnih izotopa ugljika (§**Cvepov) u uzorcima misi¢a volka Hexaplex
trunculus izmedu razli¢itih kategorija postaja kategoriziranih prema brodskoj aktivnosti (M - nauticke
marine, H - lu¢ice, B - uvale koje se sezonski koriste, P — referentne postaje) u 2015. godini.
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Slika 4.2.15. Odnos sadrzaja stabilnih izotopa dusika (8'°Nair) i stabilnih izotopa ugljika (§**Cvepv) U
uzorcima miSi¢a volka Hexaplex trunculus iz razli¢itih kategorija postaja kategoriziranih prema brodskoj
aktivnosti (M - nauti¢ke marine, H - lu€ice, B - uvale koje se sezonski koriste, P — referentne postaje).
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5. RASPRAVA

5.1. Imposeks volka Hexaplex trunculus i oneciséenost TBT-om u srednjem dijelu isto¢ne

obale Jadrana

U istrazivanjima provedenim u proljeée 2014. 1 2015. godine u hrvatskom dijelu srednjeg
Jadrana na vrsti Hexaplex trunculus utvrdena je prisutnost imposeksa na svim istrazivanim
postajama i to s vrlo visokim udjelom Zenki s imposeksom, 88% i vise (tablice: 4.1.2., 4.2.2.).
Budu¢i da se pojavnost imposeksa najces¢e povezuje s brodskim prometom, odnosno
organokositrovim spojevima koji se otpustaju iz protuobrastajnih premaza brodova, istrazivane
postaje podijeljene su u kategorije ovisno o razini brodskog prometa. Usporedbom razli¢itih
kategorija postaja potvrdeno je da su na postajama s intenzivnijim brodskim prometom indeksi
imposeksa kod volka zna¢ajno veci od onih sa slabijim brodskim prometom (slike: 4.1.11.,4.1.12.,
4.2.7.,4.2.8.). Medu 19 istrazivanih postaja od Zadra do Dubrovnika, jedinke volka bez imposeksa
zabiljezene su samo na tri referentne postaje (tablice: 4.1.2., 4.2.2.) od koji se jedna nalazi u
Malostonskom zaljevu (N1, P3) koji predstavlja zastic¢eni dio prirode, a druge dvije u uzgajaliStu
$koljkasa u Marini kraj Trogira (N2) te uz plazu na juznoj strani otoka Ciova (N3).

S obzirom da je glavni cilj istrazivanja provedenog u 2015. godini bio upravo analiza
ucinkovitosti zabrane koristenja TBT-a u protuobrastajnim bojama, istrazivanje je provedeno 10
godina nakon pocetka zabrane koriStenja TBT-a na istim postajama na kojima su istrazivanja u
2005. godini proveli Prime i suradnici (2006). Statisticka usporedba rezultata iz 2005. i 2015.
godine (Slika 5.1.1.) za razliCite indekse imposeksa pokazala je razlicite trendove u
desetogodisnjem razdoblju. Na Slici 5.1.1. usporedno su prikazani rezultati istraZivanja
provedenog na istih 12 postaja 2005. 1 2015. godine. Vrijednosti RPLI za vec¢inu postaja zna¢ajno
su vece u 2005. godini osim na lokacijama luc¢ice H1 (U=165, p=0,344) i referentne postaje P1
(U=143, p=0,123, Slika 5.1.1.a) gdje su vece, ali ne statisticki znacajno. Suprotno od toga
vrijednosti VDSI u 2015. godini vece su na postajama M1, M3, H1, P1 i1 P2, nego one u 2005.
godini iako su vrijednosti statistiCki znacajno ve¢e samo na lokacijama nauticke marine M3 1
referentne lokacije P2 (M3: U=118, p =0,027; P2: U=92, p=0,003; Slika 5.1.1.b). Smanjenje
vrijednosti VDSI od 2005. do 2015. godine zabiljeZeno je na postajama B2, H3 1 P3, no statisticki
znacajno samo na lokaciji lu¢ice H3 (U=123, p=0,037). Usporedba udjela sterilnih zenki pokazala
je da je u 2015. godini njihov udio puno veéi u svim nautickim marinama (M1, M2 i M3), kao i u

lu¢ici H1 (Slika 5.1.1.c). U uvali koja se sezonski koristi B2 i referentnim postajama P1 i P2 u
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2015. godini su zabiljezene sterilne zenke premda na istim postajama u 2005. godini nije bilo

sterilnih Zenki.

¥ % 2005

VDSI

c) 100 -

Sterilne Zenke (%)
N o ©
o o o

1 L 1

N
o
1

M, M; M, H, H, H, B, B, B, P, P, P,
postaje

Slika 5.1.1. Usporedba indeksa imposeksa volaka Hexaplex trunculus medu lokacijama
kategoriziranim prema brodskoj aktivnosti (M - nauticke marine, H - lucice, B - uvale koje se sezonski
koriste, P — referentne lokacije) u 2005. i 2015. godini prema: (a) indeksu relativne duljine penisa (RPLI),
(b) indeksu vas deferensa (VDSI) i (c) postotku sterilnih Zenki. Zvjezdica oznacava statisticki znacajne

razlike medu godinama (p<0,05).
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Indeks RPLI bio je znacajno nizi 2015. godine za ve¢inu postaja, dok je VDSI bio visi za ve¢inu
postaja, pri ¢emu znacajno visi samo za postaje Biograd (M3) i Drage (P2). Najmanje promjene u
indeksu VDSI zabiljezene su u uvalama koje se sezonski koriste (B). Dakle, prema indeksu RPLI
zabiljezen je padajuci trend izmedu 2005. 1 2015. godine kod svih postaja, a prema indeksu VDSI
intenzitet imposeksa je ostao isti ili se ¢ak povecao u desetogodisnjem razdoblju. Zbog prethodno
navedenog postavlja se pitanje koji od koristena dva indeksa je pouzdaniji za procjenu ekoloskog
stanja priobalnih voda s obzirom na one¢is¢enje TBT-om, osobito imajuéi u vidu da oba koreliraju
s masenim udjelom TBT-a u tkivu vrste H. trunculus. Stroben i suradnici (1992) smatraju da je
VDSI pozdaniji indikator imposeksa za vrstu Tritia reticulata zbog sezonskih promjena duljine
penisa. Za razliku od njih Pelizzato i suradnici (2004) za usporedbu onecis¢enih postaja radije
koriste indeks relativne veli¢ine penisa (RPSI) $to opravdavaju ve¢im rasponom varijacije indeksa
povezanog s duljinom penisa od indeksa VDSI. S obzirom da su istrazivanja u 2005. 1 2015. godini
provedena u istom dijelu godine (svibanj-srpanj), moze se zakljuciti da su indeksi RPLI i RPSI
pogodni za koristenje, posebno zato §to su oba indeksa za sve postaje bila manja od 100%. Svakako
ne treba zanemariti ¢injenicu da je prema OSPAR programu pracenja stanja okolisa, Direktivi o
vodama i mnogim studijama, kljuéni parametar imposeksa za procjenu onec¢iséenja TBT-om ipak
VDSI i to zbog svog bioloskog znacaja buduci da pruza informaciju o reproduktivnom kapacitetu
populacije (OSPAR, 2004; WFD-UKTAG, 2014; Oehlmann i sur., 1998b; Laranjeiro i sur., 2015).

Zakljucku o nesmanjenom intenzitetu imposeksa u desetogodi$njem razdoblju, koji se
temelji na indeksu VDSI, dodatno pogoduje ¢injenica o povecanju udjela sterilnih Zenki (stadij
VDS 5) u 2015. godini kod vecine istrazivanih populacija (7 od 12 populacija) u odnosu na
rezultate istrazivanja provedenog 2005. godine. Imajuci u vidu da indeks VDSI pruza informaciju
o reproduktivnom kapacitetu populacije i riziku od njenog izumiranja, moze se bez dvojbe
zakljuciti da zabrana koriStenja TBT-a u protuobrastajnim bojama u Hrvatskoj nije rezultirala
oporavkom istrazivanih populacija vrste H. trunculus. Ipak, ovdje treba spomenuti istrazivanje
koje su proveli Abidli i suradnici (2009) na vrsti H. trunculus o razvoju imposeksa pri izloZenosti
razli¢itim masenim koncentracijama TBT-a (5 i 50 ng/l). Njihovo istraZivanje je pokazalo da je
penis kod zenki volka koje su bile Sest mjeseci izlozene ve¢im masenim koncentracijama TBT-a
bio znacajno dulji, dok je indeks VDSI bio isti za obje koncentracije izlozenosti TBT-om. Prema
tom istrazivanju duljina penisa kod volka H. trunculus daje bolju informaciju o razini one¢i$¢enja
okolisa TBT-om buduci da se najvisi VDS stadij postize ve¢ pri nizim masenim koncentracijama
TBT-a. Na temelju svega prethodno navedenog razlic¢itost dobivenih rezultata s obzirom na
razli¢ite indekse imposeksa koristene u ovom istrazivanju moze se protumaciti na sljedeci nacin:

pad indeksa RPLI od 2005. do 2015. godine sugerira da je do§lo do smanjenja onec¢i§¢enja morskog

79



okolisa TBT-om u desetogodisnjem razdoblju, dok indeks VDSI ukazuje na Cinjenicu da to
smanjenje oneciS¢enja nije toliko da bi dovelo do oporavka istrazivanih populacija volka H.
trunculus.

Kako bi se utvrdila razina oneé¢is$¢enja TBT-om, u sklopu istrazivanja provedenog na
podrucju srednjeg Jadrana osim imposeksa izmjeren je i maseni udio butilkositrovih spojeva (TBT,
DBT, MBT) u tkivu volka H. trunculus (2014. i 2015. godine) i u povr$inskom sedimentu (2015.
godine), pri ¢emu je odvojeno razmatrano tkivo visceralne zavojnice i ostatak mekog tkiva volka.
Ukupni BuT maseni udio (3 BuT=TBT+DBT+MBT) u tkivu volka kretao se od 0 do 348,3 ng Sn
gls.t. (istrazivanje 2015. godine: postaja Biograd M3) odnosno do 452,0 ng Sn gt s.t. (istraZivanje
2014. godine: postaja Split Al). Najvisi maseni udjeli organokositrovih spojeva u istrazivanju
provedenom 2015. godine izmjereni su u marinama, ne$to manji u lu¢icama, a najnizi u uvalama
koje se sezonski koriste 1 na referentnim postajama. U istrazivanju provedenom 2014. godine
maseni udjeli > BuT u tkivu volka na postajama koje su kategorizirane kao oneciS¢ene bili su
uglavnom veci od onih na referentnim postajama. lako razlike u masenim udjelima Y BuT medu
razli¢itim parovima kategorija postaja nisu uvijek bili statisti¢ki znacajni, ovim istrazivanjem je
potvrdeno da je razina brodske aktivnosti povezana s masenim udjelom butilkositrovih spojeva
bioakumuliranih u tkivu volka, kao i s pokazateljima imposeksa. Pritom treba naglasiti da
imposeks predstavlja ireverzibilno stanje koje je uzrokovano TBT-om bioakumuliranim kroz cijeli
zivot jedinke (Axiak i sur., 2003; Laranjeiro i sur., 2015) i u tom smislu dijelom moze predstavljati
posljedicu davnije izlozenosti TBT-u. Budu¢i da se kao poluvijek TBT-a bioakumuliranog u
mekuscima ¢esto navodi razdoblje od nekoliko mjeseci (Gomez-Ariza i sur., 1999), maseni udjeli
butilkositrovih spojeva izmjerenih u tkivu volka H. trunculus na podrucju srednjeg Jadrana
nedvojbeno ukazuju na nedavnu izlozenost onecis¢enju TBT-om, vjerojatno u razdoblju od
nekoliko mjeseci prije provedenih istrazivanja. Takoder, iako izmedu bioakumulacije TBT-a i
razvoja imposeksa vjerojatno postoji odredeni vremenski razmak, istrazivanjima je utvrdena
statisticki znaCajna korelacija izmedu razli¢itih indeksa imposeksa (RPLI, RPSI, VDSI) 1
biokoncentracije TBT-a odnosno Y BuT (Tablica 4.1.3. i Tablica 4.2.3.). Povezanost intenziteta
imposeksa u puzeva s razinom masenog udjela bioakumuliranog TBT-a potvrdena je i u drugim
istrazivanjima (npr. Axiak i sur. 1995; Pellizatto i sur., 2004; Ho & Leung, 2014).

Indeksi imposeksa znacajnije su korelirali s masenim udjelom TBT-a, kod obje vrste tkiva
u istrazivanju provedenom 2014. godine, kao i kod ostatka mekog tkiva u istrazivanju iz 2015.
godine, dok je maseni udio > BuT u tkivu visceralne zavojnice nesto znacajnije korelirao s
indeksima imposeksa u istrazivanju iz 2015. godine. Moze se re¢i da maseni udio Y BuT

pouzdanije odrazava ukupni unos TBT-a buduc¢i da se TBT u organizmu metaboli¢kim procesima

80



u kojima sudjeluje citokrom P-450 razgraduje na DBT i MBT. Ako je TBT u organizam dospio
putem ingestije, u pocetku se akumulira u tkivu visceralne zavojnice gdje dolazi do djelomic¢ne
razgradnje na DBT i MBT nakon Cega se sva tri spoja Sire po drugim organima (Axiak i sur., 1995;
Pellizzato i sur., 2004). U ovom istrazivanju potvrdene su statisticki znacajne korelacije izmedu
TBT-a, DBT-a i MBT-a u tkivu visceralne zavojnice i u ostatku mekog tkiva, osim korelacije
izmedu TBT-a i MBT-a u ostatku mekog tkiva u istrazivanju iz 2014. godine. Takoder statisticki
znacajno Su korelirali isti organokositrovi spojevi u razli¢itim tkivima (visceralna zavojnica vc i
ostatak mekog tkiva ot): TBTyv,; vs TBTo; DBTy; VS DBTot i MBTyv; VS MBTot. Na veéini
istrazivanih postaja u srednjem Jadranu u ukupnom masenom udjelu organokositrovih spojeva,
bez obzira na vrstu tkiva i spol volka, najve¢i je bio udio MBT-a, a najmanji TBT-a
(MBT>DBT>TBT,; Slika 4.1.15, Slika 4.1.16, Slika 4.2.11.) $to pokazuje da se TBT brze
metabolizira u DBT 1 MBT, nego li se bioakumulira iz okoliSa. Do sli¢nih zaklju¢aka u svom
istrazivanju dosli su i Ide i suradnici (1997). lako u istrazivanju provedenom 2015. godine maseni
udjeli butilkositrovih spojeva u razli¢itim tkivima muzjaka i Zenki ve¢inom nisu bili zna¢ajno
razli€iti, u istrazivanju iz 2014. godine maseni udjeli TBT-a i DBT-a bili su zna¢ajno manji u tkivu
visceralne zavojnice. I u mnogim drugim istraZivanja zabiljezene su razliCite raspodjele
organokositrovih spojeva u razli¢itim tkivima vrste H. trunculus. Neki autori utvrdili su zna¢ajno
viSe masene udjele u tkivu visceralne zavojnice (Axiak i sur., 1995, 2003; Pellizzato i sur., 2004;
Garaventa i sur., 2006a), a neki u ostatku mekog tkiva (Garaventa i sur., 2007).

S obzirom da istraZivanje provedeno 2005. godine (Prime i sur., 2006) nije obuhvacalo 1
analize masenih udjela organokositrovih spojeva u tkivu volka H. trunculus, nije bilo moguce
odrediti trend promjene bioakumuliranog TBT-a. Predmetno istrazivanje predstavlja prvo
istrazivanje takve vrste na podrucju hrvatskog dijela srednjeg Jadrana. Usporedba masenog udjela
Y'BuT u tkivu vrste H. trunculus u srednjem Jadranu s istrazivanjem provedenim na podrucju
sjevernog Jadrana u razdoblju 2002-2003. godine, kad se izmjereni maseni udio > BuT kretao
izmedu 192 i 4233 ng Sn g* s.t. (Garaventa i sur., 2007), pokazuje da su maseni udjeli u srednjem
Jadranu u 2015. godini bili 2 do 3 puta nizi. Usporedbe s istrazivanjima provedenim u razdoblju
od 1992. do 2003. godine u drugim dijelovima Sredozemlja (Axiak i sur., 1995; Pelizzato i sur.,
2004) takoder pokazuju da su maseni udjeli izmjereni u srednjem Jadranu u 2015. godini nizi §to
ukazuje na smanjenje masenog udjela > BuT u volka.

Ocekivane razlike izmedu razlicitih kategorija postaja s obzirom na intenzitet brodske
aktivnosti u srednjem Jadranu potvrdene su i rezultatima mjerenja masenog udjela butilkositrovih
spojeva u sedimentu u sklopu istrazivanja iz 2015. godine. Sediment iz nautickih marina i lu¢ica

imao je sliéne masene udjele Y'BuT, srednji maseni udio u marinama iznosio je 104,2 ng Sn g
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s.t., au lu¢icama 135,5 ng Sn g s.t. U sedimentu s postaja gdje su niske brodske aktivnosti (uvale
koje se sezonski koriste i referentne postaje) nije izmjerena prisutnost butilkositrovih spojeva,
odnosno maseni udjeli su bili ispod granice detekcije. Maseni udio TBT-a bioakumuliranog u tkivu
vrste H. trunculus na ovim postajama takoder je bio vrlo nizak, od 0,9 do 3,3 ng Sn g* s.t., §to
potvrduje niske razine butilkositrovih spojeva u morskom okoli$u s niskim intenzitetom brodskog
prometa. Treba napomenuti da je sediment uzorkovan u lucici Baska Voda H1 bio §ljunkovit ¢ime
se moze objasniti izmjerena niska razina butilkositrovih spojeva na ovoj postaji buduc¢i da ovakav
tip sedimenta ima vrlo nisku sposobnost adsorpcije TBT-a (Furdek i sur., 2016).

lako je vrsta H. trunculus u stalnom kontaktu sa sedimentom, u ovom istrazivanju nisu
utvrdene statisticki znacajne korelacije izmedu masenog udjela butilkositrovih spojeva u
sedimentu s onima u tkivu volka, odnosno s indeksima imposeksa. Razlog tome moze biti U
karakteristikama sedimenta s obzirom na mogucnost adsorpcije TBT-a. Uzorci s postaja Milna
M2, Baska Voda H1, Zaton B1, Lastovo B2, Crvena Luka B3, Brsecine P1 i Drage P2 bili su
uglavnom pjeskoviti i sljunkoviti, a takvi sedimenti najéesce imaju nizak udio organske tvari i radi
toga nisku sposobnost adsorpcije TBT-a. Suprotno tome, sedimenti koji sadrze vise sitnijih Cestica
imaju veéu sposobnost adsorpcije organske tvari i TBT-a §to rezultira znatno sporijom
razgradnjom TBT-a kod ovakvih sedimenata i ¢ini ih dugoro¢nim izvorom onecis¢enja TBT-om
(Furdek i sur., 2016). Zbog resuspenzije oneciS¢enog povrsinskog sedimenta moze doé¢i do
desorpcije TBT-a natrag u vodeni stupac ¢ime se opet mogu ugroziti morski organizmi (Kim i sur.,
2014; Pougnet i sur., 2014; Langston i sur., 2015; Suzdalev i sur., 2015). Nedavno istrazivanje
provedeno duz jadranske obale u razdoblju od 2009. do 2013. godine (Furdek, 2015) pokazalo je
da su srednji maseni udjeli > BuT na postajama kategoriziranim kao nauticke marine i luke bili
302,31 296,2 ng Sn g, a na postajama kategoriziranim kao lu¢ice i referentne postaje bili 63,1 i
53,1 ng Sn g 1. Zbog nedostatka replika u predmetnom istrazivanju i ¢injenici da 0vo istraZivanje
nije provedeno na istim postajama kao istrazivanje Furdek i sur. (2015), nije bilo moguce statisticki
usporediti rezultate ova dva istrazivanja, no ipak je zabiljeZeno smanjenje masenih udjela > BuT
u nautickim marinama i lukama, te lu¢icama i referentnim postajama. Budu¢i da se brzina
sedimentacije kre¢e od 0,5 do 1,0 cm godisnje, vrlo je teSko odrediti trendove promjena u
povrsinskom sedimentu (0-5 cm) u razdoblju kra¢em od pet godina.

Istrazivacke postaje iz 2014. godine kategorizirane su prema intenzitetu brodskog prometa
neposredno prije pocetka istraZivanja, dok su za istrazivanje iz 2015. godine preuzete kategorije
dodijeljene postajama jos 2005. godine (Prime i sur., 2006). Primjetno je da se postaja u uzgajalistu
Skoljkasa u Marini (N2) prema indeksu VDSI znacajno ne razlikuje od oneciS¢enih postaja

istrazivanih 2014. godine, iako je prije pocetka istrazivanja razvrstana u referentne postaje. Slicno
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je i s postajama Crvena Luka (B3) i Lastovo (B2) koje su prije istrazivanja provedenog 2005.
godine svrstane u uvale koje se sezonski Kkoriste, ali se prema indeksu VVDSI iz 2015. godine ne
razlikuju od postaje u Malom Stonu (P3), za razliku od druge dvije referentne postaje Brsecine
(P1) i Drage (P2). Postaja Zaton (B1) prema indeksu VDSI sli¢nija je ovim dvjema postajama od
postaje P3. Ocito je da je u proteklih 10 godina doslo do promjena u intenzitetu brodskog prometa
na pojedinim istrazivaCkim postajama, pa bi se odredeni manji broj postaja u istrazivanju
provedenom u 2015. godini svrstalo u drugacije kategorije intenziteta brodskog prometa u odnosu
na one u koje su bile svrstane u istrazivanju u 2005. godini.

Na osnovi izmjerenih masenih udjela > BuT, u tkivima volka H. trunculus i sedimentu,
moze se zakljuciti da je oneciS¢enje TBT-om u posljednjih 10 godina u Hrvatskoj smanjeno kao
posljedica zabrane koristenja TBT-a u protuobrastajnim premazima. Medutim, smanjenje unosa
TBT-a u morski okoli$ nije rezultiralo smanjenjem imposeksa kod vrste H. trunculus i oporavkom
njenih populacija jer su maseni udjeli TBT-a u okolisu jos uvijek visi od onih koji uzrokuju visoke
stadije imposeksa kod lokalnih populacija volka. Od svih dosad istrazivanih vrsta puzeva, vrsta H.
trunculus smatra se najosjetljivijom vrstom u smislu njenog bioloskog odgovora na TBT (Axiak i
sur., 1995; Abidli i sur., 2009). Prethodno navedeno dodatno je potvrdeno i ovim istrazivanjem
buduci da je najvisi VDS stadij 5 bio razvijen ve¢ kod masenog udjela TBT-a nizeg od 5 Sn g*
s.t., odnosno masenog udjela Y BuT manjeg od 50 ng Sn g s.t. Ove vrijednosti zna¢ajno su nize
od onih koje su zabiljezili Pelizzato i suradnici (2004) i Garaventa i suradnici (2007), a koje su
iznosile 90 Sn g* s.t. odnosno 235 Sn g s.t. Prethodno navedeno u skladu je sa zaklju¢kom
Garavente i suradnika (2007) o potencijalnoj nepouzdanosti analiza korelacije VDSI i masenom
udjelu organokositrovih spojeva u tkivu kad je rije¢ 0 visokim masenim udjelima jer su kod
istrazivanih populacija vrijednosti bioakumuliranih butilkositrovih spojeva Cesto iznad granice
saturacije. Prisutnost organokositrovih spojeva u moru nakon uvodenja zabrane koriStenja TBT-
a potvrdena je i istrazivanjem provedenim na tkivu dagnji Mytilus galloprovincialis uz hrvatsku
obalu u razdoblju 2009-2010. godine (Furdek i sur., 2012).

5.2. Koristenje vrste Hexaplex trunculus kao bioindikatora onecis¢enja TBT-om u sklopu

ocjene ekoloskog stanja priobalnih voda prema Direktivi o vodama

Direktiva o vodama (WFD, Aneks V, 2000/60/EZ) zahtijeva klasifikaciju priobalnih voda
kroz ocjenu ekoloskog i kemijskog stanja priobalnih voda. Elementi kakvoée koji moraju biti
koriSteni za procjenu ekoloskog stanja sadrze i bioloske elemente kakvoce medu kojima se nalazi

I sastav i bogatstvo faune bentoskih beskraljeznjaka. Iako se posebno ne navodi u Direktivi, ocjena
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imposeksa mogla bi se koristiti kao jedan od pokazatelja u sklopu bioloskog elementa kakvoce
sastava I bogatstva faune bentoskih beskraljeznjaka buduci da predstavlja specifi¢an uc¢inak jednog
ksenobiotika na osjetljivu bioindikatorsku vrstu (WFD-UKTAG, 2014). Za ocjenu ckoloSkog
stanja sukladno Direktivi treba ocijeniti svaki od elemenata bioloske kakvoce koristenjem omjera
ekoloske kakvoée (OEK) kao odnosa izmedu vrijednosti bioloskog parametra u odredenom
vodnom tijelu i vrijednosti za taj parametar u referentnim uvjetima primjenjivim za to vodno tijelo.
Ocjena ckoloskog stanja temelji se na vrijednostima OEK koje definiraju pet klasa ekoloskog
stanja: vrlo dobro ili referentno, dobro, umjereno dobro, loSe i vrlo lose. Detaljan opis svake od
klasa ekoloskog stanja, na osnovi podataka iz OSPAR (2004) i Direktive o vodama (Aneks V,
2000/60/EC), dali su Laranjeiro i suradnici (2015). Kod primjene imposeksa kao elementa
bioloSke kakvoce, vrijednost OEK trebalo bi racunati koriStenjem VDSI kako je prikazano u izrazu

1 (WFD-UKTAG, 2014; Laranjeiro i sur. 2015):
OEK = &2 (1)

(M = maksimalna vrijednost VDSI koju populacija moze posti¢i, O = izmjereni VDSI).

Imposeks kod vrste Nucella lapillus ve¢ je predlozen kao alat za ocjenu ckoloSkog stanja u
priobalnim vodama Velike Britanije (WFD-UKTAG, 2014). Laranjeiro i suradnici (2015)
predlozili su klase ekoloskog stanja za vrste N. lapillus, Tritia reticulata i Littorina littorea. S
obzirom da razli¢ite vrste puzeva imaju razliCitu osjetljivost na TBT 1 razli¢it razvoj imposeksa
(Axiak i sur., 1995), predloZene klase ekoloSkog stanja odnosno grani¢ne vrijednosti OEK za
spomenute vrste nisu primjenjive izravno na vrstu Hexaplex trunculus. Stovise, niti jedna od tih
vrsta nije Siroko rasprostranjena u Sredozemlju i stoga se ne moze koristiti u monitoring
programima unutar Sredozemlja prema Direktivi o vodama. Za razliku od njih, vrsta H. trunculus
raSirena je u Sredozemlju, vrlo je osjetljiva na oneciS¢enje TBT-om te reagira imposeksom ve¢ pri
vrlo niskim masenim koncentracijama TBT-a, §to ju potencijalno ¢ini primjerenim bioindikatorom
u monitoring programima na podruéju Sredozemlja prema Direktivi o vodama. Da bi se volak H.
trunculus mogao koristiti kao bioindikator ekoloskog stanja priobalnih voda, potrebno je definirati
grani¢ne vrijednosti OEK za razli¢ite klase ekoloSkog stanja. Jedan od ciljeva ovog istraZivanja
upravo je definiranje tih grani¢nih vrijednosti na temelju dostupnih podataka o imposeksu (VDSI
i postotak sterilnih Zenki % S) kod volka H. trunculus iz dosadasnjih istrazivanja (ovo istraZivanje;
Axiak i sur., 1995; Terlizzi i sur., 1998; Rilov i sur., 2000; Prime i sur., 2006; Garaventa i sur.,
2007; Staglici¢ i sur., 2008; Lahbib i sur., 2011) kako je opisano u Laranjeiro i suradnici (2015).
Uzimajuci u obzir da je osnovna svrha Direktive o vodama oCuvanje raznolikosti i bogatstva svake
populacije, pojava sterilnosti u Zenki moze biti jedan od ¢imbenika u odredivanju granica razli¢itih

klasa ekoloskog stanja vezano uz imposeks. Takoder, vrlo je vazno napomenuti da endokrini
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modulatori mogu imati opsezne posljedice za adaptivnu vrijednost genotipa (fitnes) populacije,
Sto prelazi okvire same pojave sterilnosti zenki kod manjeg skupa jedinki. Ranija istrazivanja
pokazala su da TBT koji je prisutan u okoliSu utjeCe na znacajke vezane uz Darwinov fitnes
populacija vrste H. trunculus, kao §to su rast, mortalitet i plodnost (Abidli i sur., 2009; Lahbib i
sur., 2012). Daljnja istrazivanja trebala bi za cilj imati otkrivanje egzaktnog utjecaja na fitnes
populacije pri koncentracijama nizim od onih koje uzrokuju sterilnost kod zenki. Na slici 5.2.1.
prikazan je odnos izmedu postotka sterilnih zenki 1 odgovarajuce vrijednosti VDSI na temelju
devet istrazivanja provedenih na 112 populacija: ovo istrazivanje — 19 populacija; Rilov i sur.
(2000) - 16 populacija; Prime i sur. (2006) - 12 populacija; Garaventa i sur. (2007) - 8 populacija;
Stagli¢ic¢ i sur. (2008) - 7 populacija; Lahbib i sur. (2008) — 20 populacija; Lahbib i sur. (2011) —

6 populacija.

VDSI

O ovo istrazivanje

A Axiak i sur. (1995)

o Terlizzii sur. (1998)
O Rilov i sur. (2000)
e Prime i sur. (2006)
A Garaventa i sur. (2007)
K Stagliié i sur. (2008)
~Oo_ Lahbib i sur. (2008)

O. . . . . . . . ’ ’ ' o s
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ™ Lahbibisur. (2011)
%S

Slika 5.2.1. Odnos izmedu udjela sterilnih Zenki (%S) i indeksa VDSI odreden na 112 populacija vrste
Hexaplex trunculus iz podrugja Sredozemlja: polinominalna funkcija VDSI= 3,0101+0,0477*x-0,0003%*x?
s razinom pouzdanosti (raz. pouzd.) p=0,95.

Vrlo dobro ili referentno stanje odgovara nepromijenjenim okoliSnim uvjetima i postize se
pri odsutnosti (ili vrlo maloj prisutnosti) antropogenih utjecaja. Radi se o stanju koje odgovara

vrlo niskim masenim koncentracijama TBT-a u moru koje su najcesce ispod granica detekcije
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imposeksa kod volka H. trunculus (VDSI<1), vrlo je tesko utvrditi vrijednosti OEK i pripadajuci
VDSI za ovu klasu. Laranjeiro i suradnici (2015) su za ovu klasu usvojili vrijednost VDSI
(VDSI<0,3) koja je za N. lapillus i T. reticulata postavljena od strane OSPAR (2004). Dobro stanje
definirano je odsustvom rizika za izumiranje populacije, $to kad je u pitanju imposeks
podrazumijeva barem odsustvo sterilnih zenki. Prema podatcima za vrstu H. trunculus s podrucja
Sredozemlja predstavljenim na slici 5.2.1. sterilne zenke se javljaju u populacijama s indeksom
VDSI>3,0 (razina pouzdanosti p=0,95). Ipak vidljivo je da su sterilne Zenke zabiljezene i u
nekoliko populacija s vrijednostima 1,8<VDSI<3,0 i radi toga bi klasa dobrog stanja, koja
predstavlja populacije bez sterilnih Zzenki, trebala biti odredena granicom VDSI<1,8. Umjereno
dobro stanje podrazumijeva nizak rizik od izumiranja populacije i ukljucuje pojavu sterilnih zenki,
dok loSe stanje odgovara ozbiljnim devijacijama u bogatstvu populacije uzrokovanim visokim
sterilitetom zenki. Prema Laranjeiro i suradnicima (2015), grani¢na vrijednost VDSI izmedu
umjereno dobrog i loSeg stanja povezana je s razlikom izmedu niskog i visokog rizika od
izumiranja populacije te odgovara udjelu sterilnih zenki ve¢em od 50%. Odnos izmedu vrijednosti
indeksa VDSI i 50%-tnog udjela sterilnih Zenki prikazan na slici 5.2.1. odgovara priblizno
vrijednosti VDSI 4,6 pa bi ona trebala biti predloZzena kao grani¢na vrijednost izmedu umjereno
dobrog i loseg stanja. Vrlo loSe stanje odnosi se na izumiranje populacije i odsustvo jedinki koje
bi se mogle uzorkovati zbog snaznog onecis¢enja TBT-om.

Vrijednosti VDSI koje su predlozene kao grani¢ne vrijednosti izmedu pojedinih klasa
pretvorene su u OEK vrijednosti klasa ekoloskih stanja prema izrazu 1 (Tablica 5.2.1.). Za
usporedbu u tablici 5.2.1. prikazane su grani¢ne vrijednosti OEK za vrste N. lapillus i T. reticulata
(Laranjeiro 1 sur., 2015) koje se naj€esce koriste u monitorinzima uz europsku atlantsku obalu.
PredloZene grani¢ne vrijednosti predstavljaju tek prvi korak u uspostavljanju OEK klasa za
imposeks kod vrste H. trunculus i trebale bi se opravdati i potvrditi na temelju puno veceg skupa
podataka. Dodatna istraZivanja potrebna su posebno kod vrlo niskih koncentracija TBT-a kad je

VDSI<I.
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Tablica 5.2.1. Predlozene vrijednosti OEK definirane za koriStenje imposeksa kao elementa bioloske
kakvoce za ocjenu klase ekoloskog stanja u okviru Direktive o vodama

Nucella lapillus Tritia reticulata Hexaplex trunculus
VKIasa . (Laranjeiro i sur., 2015) (Laranjeiro i sur., 2015) (ovo istrazivanje)
ekoloskog stanja
Predlozena  Odgovarajuéi Predlozena Odgovarajuéi Predlozena Odgovarajuéi
OEK Klasa VDSI OEK Kklasa VDSI OEK klasa VDSI
Vrlo dobro 1,00-0,95 0,0-0,3 1,00-0,93 0,0-0,28 np np
Dobro 0,95-0,50 0,3-3,0 0,93-0,80 0,28-0,8 0,64 <18
Umjereno dobro 0,50-0,25 3,0-4,5 0,80-0,40 0,8-2,4 0,64-0,08 1,8-4,6
Lose 0,25-0,00 4,5-6,0 0,08-0,00 4,6-5,0
“ . 0,40-0,00 2,4-4,0 .
Vrlo lose odsustvo populacije odsustvo populacije

np — nije primjenjivo u ovom istrazivanju

Na osnovi gore predlozenih OEK klasa za vrstu H. trunculus ocijenjeno je ekolosko stanje
morskog okolisa na podrucju srednjeg Jadrana za 2015. godinu s obzirom na stanje populacije
volaka. Pritom treba naglasiti, kako je i ranije spomenuto, da se ne radi o ukupnoj ocjeni ekoloskog
stanja, ve¢ samo o ocjeni po jednom od elemenata bioloske kakvoce. Rezultati provedenog
istrazivanja pokazuju da na niti jednoj od istrazivanih lokacija po bioloskom elementu kakvoce
koji se temelji na imposeksu nije postignuto stanje klasificirano kao dobro pa ¢ak ni u podrucju
Malostonskog zaljeva koji predstavlja zaSticeni dio prirode. Sve istraZzivane nauti¢ke marine
(Marina M1, Milna M2, Biograd M3) i lucica Baska Voda H1 ocijenjeni su kao podrucja loSeg
ekoloskog stanja u 2015. godini, a preostale lucice, uvale koje se sezonski koriste i referentne
postaje ocijenjeni su kao podru¢ja umjereno dobrog ekolo$kog stanja. Sli¢no je i za lokacije
istrazivane 2014. godine. Rezultati predstavljeni u ovom radu pokazali su da do 2015. godine nije
postignuto dobro ekolosko stanje priobalnih voda koje je cilj Direktive o vodama. Kad se ista
klasifikacija ekoloSkog stanja primjeni na rezultate istrazivanja iz 2005. godine, moze se zakljuciti
da zakonska zabrana koriStenja TBT-a u protuobrastajnim premazima nije dovela do oporavka
morskog okoli$a u proteklih 10 godina i da je za to potrebno znatno duze razdoblje (ili neke druge

remedijacijske mjere).

5.3. Povezanost biomarkera oksidativhog stresa u tkivu volka Hexaplex trunculus s

imposeksom

Dosadasnja istrazivanja aktivnosti biomarkera oksidativnog stresa provedena na vrsti
Hexaplex trunculus uglavnom su vezana uz istrazivanja izlozenosti teskim metalima i toksi¢nosti
kao posljedici te izlozenosti. Potvrdena je korelacija aktivnosti enzima acetilkolinesteraze,

katalaze i glutation S-tranferaze s izlozenosti volka onecisé¢enju kadmijem, bakrom, karbofuranom
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I lindanom (Roméo i sur., 2006), te aktivnosti katalaze s izlozenosti onecis¢enju kadmijem i
insekticidom permetrinom (Mahmoud i sur., 2012). U istrazivanju provedenom na volku tijekom
2014. godine uz isto¢nu jadransku obalu zabiljeZena je slaba negativna korelacija masenog udjela
TBT-a samo sa sadrzajem malondialdehida i to u ostatku tkiva volka. Korelacija istog ranga
potvrdena je i izmedu sadrzaja malondialdehida i stadija imposeksa. Sli¢no su, ali za Petrovo uho
Haliotidae Rafinesque, 1815, potvrdili Jia i suradnici (2009), kod kojeg su pri izloZenosti TBT-u
zabiljezili povecanje koncentracije malondialdehida. Tako su u istrazivanju provedenom na
jadranskim volcima vrijednosti aktivnosti katalaze (2,17 - 221,91 umol min™*mg™* proteina) vece
od vrijednosti aktivnosti katalaze koje su Mahmoud i suradnici (2012) zabiljezili kod volaka
izlozenih kadmiju (0 — 90 pmol minmg™? proteina), TBT najvjerojatnije tome nije bio uzrok
bududi da nije potvrdena povezanost s oneciS¢enjem istrazivanih postaja.

Aktivnosti pojedinih enzima stani¢nog stresa U tkivu volaka bila je promjenjiva medu
razli¢ito oneciS¢enim postajama, ali i unutar pojedinih postaja. Sli¢no je u Jadranu zabiljezeno i
za vrstu Mytilus galloprovincialis (npr. Stambuk i sur., 2013; Saboli¢, 2016). Statisti¢ki znacajna
razlika izmedu populacija volaka s oneciS¢enih i referentnih postaja utvrdena je za aktivnost
enzima glutation reduktaze i glutation S-transferaze pri ¢emu je veca aktivnost enzima zabiljeZena
kod onecis€enih postaja. Ipak, dobivene rezultate treba sagledavati u Sirem kontekstu ne
ogranicavajuci se iskljucivo kriterijem oneciS¢enosti postaje. Ponekad se slicna razina aktivnosti
pojedinih enzima stani¢nog stresa biljeZi i na one¢is¢enim i na referentnim postajama (Stambuk i
sur., 2013; Saboli¢, 2016). Saboli¢ (2016) ovu pojavu pojasnjava inhibicijom aktivnosti pojedinih
enzima poput katalaze, glutation reduktaze i glutation S-transferaze, koja zapocinje nakon
dosezanja maksimuma enzimske aktivnosti, pozivajuc¢i se na brojna ranija istrazivanja (npr.
Winston & Di Giulio, 1991; Regoli & Principato, 1995; Dagnino i sur., 2007; Banni i sur., 2010).
Naime, aktivnost ovih enzima raste sa stani¢nim stresom koji se javlja zbog oneciséenja, no kad
aktivnost dosegne svoj maksimum dolazi do inhibicije enzima jer sinteza proteina pocinje
nadvladavati katalizu. Radi toga na pojedinim one¢iS¢enim postajama aktivnost enzima prestaje
biti mjerodavna za opisivanje stresa. Primjer prethodno navedenog je aktivnost katalaze kod volka
koja se pokazala najmanja na oneciS¢enoj postaji Split trajektna luka (A1), a najveca na referentnoj
postaji Mali Ston (N1), iako je katalaza potvrdena kao biomarker izlozenosti oneci$¢iva¢ima poput
nekih teskih metala i pesticida (npr. Khessiba i sur., 2001; Richardson i sur., 2008; Mahmoud i
sur., 2012). Ovakav rezultat moze se protumaciti kao jace (ili duze) oneciS¢enje postaje Al, te
slabije (ili krace), ali prisutno, onecis¢enje postaje N1. Uzroke statisticki znacajne razlike u
aktivnosti glutation reduktaze i glutation S-transferaze izmedu onecis¢enih i referentnih postaja

bi, osim u izloZenosti drugim ksenobioticima, trebalo istraziti i u drugim ¢imbenicima koji imaju
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utjecaja na aktivnost biomarkera oksidativnog stresa poput temperature i saliniteta, dostupnosti
hrane i na¢inu zivota (Sheehan & Power, 1999; Petrovi¢ i sur., 2004). Svakako, da bi se aktivnost
enzima stani¢nog stresa mogla povezati s izloZzenosti volka TBT-u, potrebno je provesti
istrazivanje u kontroliranim uvjetima radi sveobuhvatnog uvida u u¢inke TBT-a na oksidativni
stres (Bhagat i sur., 2016).

5.4. Povezanost sadrzaja stabilnih izotopa ugljika i dusika u tkivu volka Hexaplex trunculus

s kategorijom oneciSéenosti stanista TBT-om

Istrazivanjem stabilnih izotopa provedenom 2015. godine na volcima Hexaplex trunculus
nije utvrdena povezanost sadrzaja izotopa S kategorijama brodskog prometa istrazivanih postaja.
Dosadasnjim istrazivanjima razli¢itih morskih hranidbenih lanaca koja su ukljucivala vrstu H.
trunculus putem sadrzaja stabilnih izotopa dusika (5°Nair) potvrdeno je da se radi o bentoskoj
gornjoj predatorskoj i strvinarskoj vrsti (Marin-Guirao i sur., 2008; Deudero i sur. 2011; Careddu
i sur., 2015). Vrijednosti 8*°Nair izmjerene kod volaka u ovom istrazivanju potvrduju da se radi o
vrsti koja pripada viSoj trofickoj razini u odnosu na do sada u Jadranu istrazivane vrste Skoljkasa
ukljucujué¢i Mytilus galloprovincialis, Ostrea edulis Linnaeus, 1758, Modiolus barbatus
(Linnaeus, 1758) i Arca noae Linnaeus, 1758 (Ezgeta Bali¢, 2013; Zupan i sur., 2014).
Usporedbom srednje vrijednosti sadrzaja stabilnih izotopa dusika (5°Nair) u volcima sakupljenim
uz jadransku obalu (9,89+0,91%o) s rezultatima drugih istrazivanja na ovoj vrsti, vidljivo je da je
3®Nair kod volaka uz jadransku obalu skoro isti kao onaj kod volaka sakupljenih u podruéju
Malorke (10,72+0,43, Deudero i sur. 2011), ali i dva puta vec¢i od onog kod volaka sakupljenih u
podruéju lagune Mar Menor u jugoistoénom dijelu Spanjolske 2004. godine (0ko 5%o i 7%o, Marin-
Guirao i sur., 2008). Ako se pretpostavi da po jednoj trofi¢koj razini dolazi do poveéanja °Nair
od 3,4+1,1%0 (Minagawa & Wada, 1984), ovakav rezultat moze upucivati na razlicite troficke
razine razli¢itih populacija volaka u Sredozemlju. U istrazivanju provedenom u Jadranu, 8N je
varirao od 7,9%o. (Mali Ston P3) do 11,7%0 (Milna M2) §to se, osim mogucom razli¢itom
strategijom prehrane izmedu ove dvije populacije, moze objasniti i moguéim povecanim
antropogenim unosom dusika u okoli§, npr. ispustanjem otpadnih voda koje su bogate dusikom u
blizini istrazivanih postaja (Fry i sur., 2003). Naime, u ve¢em dijelu hrvatskog Jadrana jo§ uvijek
nisu izgradeni uredaji za procis¢avanje otpadnih voda kojima se snizava udio dusSika u otpadnim
vodama. Poveéan 8% Nair u tkivu nekih drugih vrsta koje su obitavale u blizini ispusta otpadnih

voda u Jadranu potvrdila su i druga istrazivanja (Dolenec i sur., 2006, 2007, Dolenec i sur., 2011).
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Sadrzaj stabilnih izotopa ugljika (§**Cvppv) u tkivu volka znacajno se razlikovao izmedu
razlicitih postaja, 0d -19,8%0 u Malom Stonu (P3) do -13,7%o U Visu (H3), sto ukazuje na razlicite
izvore prehrane istrazivanih populacija. Usporedba s rezultatima drugih istrazivanja u Jadranu
ukazuje da se volak H. trunculus nalazi na istoj trofickoj razini kao i vrste Skoljkasa A. noae (-
19,55+0,15%0, Ezgeta Bali¢, 2013; -19,11+0,82%o, Zupan i sur., 2014) i M. barbatus (-
19,91+0,24%., Ezgeta Bali¢, 2013), iako je volak predator koji se hrani vrstom A. noae (Peharda
& Morton, 2006; Zupan i sur., 2014). Istrazivanje 8*3*Cvppov ukazuje na donekle razli¢ite izvore
prehrane jadranskih populacija volka i ranije istrazivanih sredozemnih populacija (0ko -13,7%.,
Marin-Guirao i sur., 2008; -14,96+0,72%., Deudero i sur. 2011).

U ovom istrazivanju sadrzaj stabilnih izotopa kod vrste H. trunculus analiziran je isklju¢ivo
u misi¢énom tkivu i nije moguce raspravljati o izotopskom razdvajanju po tkivima s obzirom na
njihov biokemijski sastav i posljedi¢no razli¢itu raspodjelu energije koja se dobiva iz hrane.
Promjene u okolisu takoder mogu imati utjecaja na razliite sadrzaje stabilnih izotopa u tkivu pa
je za razumijevanje prijenosa energije potrebno provesti kontrolirane laboratorijske eksperimente
(Ezgeta Bali¢, 2013).

5.5. Razlike u morfometrijskim obiljezjima i gonadosomatskom i indeksu kondicije volka

Hexaplex trunculus s obzirom na kategoriju onec¢is¢enosti stanista TBT-om

U oba istrazivanja, i 2014.12015. godine, zenke volka Hexaplex trunculus bile su znacajno
dulje od muzjaka. Ovakav rezultat u skladu je s istrazivanjima koja su za ovu vrstu proveli
Vasconcelos i suradnici (2008) i Mutlu (2013). Derbali i suradnici (2014) veci udio zenki medu
velikim jedinkama puZeva pojasnjavaju mogu¢om ve¢om potro$njom energije Zenki na rast nego
na razmnozavanje. Postavlja se pitanje moze li razlog takve raspodjele energije kod Zenki biti
razvijen imposeks. Naime, i u istrazivanju iz 2014. godine i u onom iz 2015. godine utvrdena je
korelacija izmedu stadija imposeksa i duljine Zzenke, posebno izrazena u istrazivanju iz 2014.
godine (2014. godina: r=0,411, p<0,001; 2015. godina: r=0,175, p<0,01), sli¢no kao i kod nekih
drugih vrsta, npr. vrste Nucella lapillus (Son i Hughes, 2000). Kad se odbaci parazitizam kao
moguci uzrok vec¢ih dimenzija Zenki s imposeksom, moze se zakljuéiti da je veéi somatski rast
vjerojatno posljedica slabije reproduktivne sposobnosti uslijed uznapredovalog imposeksa
(Terlizzi i sur., 1999; Son & Hughes, 2000; Rilov i sur., 2000). Osim s duljinom jedinki, indeks
VDSI korelira i s masom volka odnosno masom kucice (istrazivanja 2014. 1 2015. godine), ali 1
svim ostalim mjerenim morfometrijskim obiljezjima (istrazivanje 2014. godine). Korelaciju
stadija imposeksa sa Sirinom kucice potvrdila su i druga istrazivanja (npr. Terlizzi 1 sur., 1999;
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Lahbib i sur. 2009b). Takoder, muzjaci s jace onecis¢enih postaja bili Su statisticki znacajno dulji
u odnosu na muzjake sa slabije oneciS¢enih postaja Sto moze ukazivati i na postojanje utjecaja
onecis¢enosti TBT-om na rast muzjaka.

Specificna kombinacija odnosa razli¢itih morfometrijskih znacajki predstavlja oblik
jedinke. Duljina kucice korelirala je sa Sirinom kucéice kod Zenki istrazivanih 2015. godine, ali ne
I 2014. godine. Ono Sto je koreliralo i kod muzjaka i kod Zenki u oba istrazivanja bila je Sirina
otvora kucice u odnosu na Sirinu kucice te visinu otvora kucice. Takoder, u istrazivanju iz 2015.
godine, te kod muzjaka u istrazivanju iz 2014. godine, uocena je korelacija duljine kucice s
visinom otvora kucéice. Sli¢ne rezultate zabiljezili su i Lahbib i suradnici (2009b) koji su kod zenki
s podruc¢ja Tunisa utvrdili korelaciju duljine sa Sirinom kucéice i Sirinom otvora kudice, ali puno
snazniju nego u ovom istrazivanju (r>0,8, p<0,05). Snaznu korelaciju izmedu duljine volka i niza
drugih morfometrijskih obiljezja zabiljezili su i Vasconcelos i suradnici (2016) kod volaka s
podrucja Portugala (r>0,9, p<0,001). Ipak, u istrazivanju koje je takoder provedeno na volcima,
ali u Jadranskom moru, kao i u ovom istrazivanju, zabiljezena je varijabilnost u morfometrijskim
obiljezjima koja uvjetuju oblik volka, vjerojatno zbog specificnosti okolisnih uvjeta (Cecalupo i
sur., 2006; Vasconcelos i sur., 2016). Razli¢itost u odnosu morfometrijskih znacajki moze biti
posljedica osobina staniSta (Son i Hughes, 2000), ali i fizioloskih procesa u pojedinim razvojnim
stadijima jedinke zbog Cega bi kod tumacenja rezultata trebalo voditi raCuna o starosti 0dnosno
veli¢ini jedinke (Vasconcelos i sur., 2016). Lahbib i suradnici (2009b) razli¢itost oblika volaka
koje su uzorkovali na istoj lokaciji tumace kao mogucéu genetsku razlicitost ili prilagodbu
uvjetovanu predatorima. Na podruc¢ju Sredozemlja i “gibraltarskog” Atlantika Marzouk i1 suradnici
(2016) su na temelju morfometrijskih razlika definirali Cetiri vrste stoka volka H. trunculus od
kojih je jedan isto€no-mediteranski stok koji obitava na podrucju Jadranskog i Egejskog mora te
Tunisa. Razlike u morfometrijskim obiljezjima stokova pojaSnjavaju prilagodbom na razlicite
okoliSne 1 oceanografske uvjete u razli¢itim dijelovima Sredozemlja odnosno Atlantiku. Son i
Hughes (2000) ustanovili su pozitivnhu korelaciju indeksa VDSI kod vrste N. lapillus s
pjeskovito$cu stanista te relativno slabu korelaciju s izloZenosti valovima. Sli¢no bi vjerojatno bilo
i kod vrste H. trunculus buduci da se u literaturi navodi da najcesce obitava u staniStima koja nisu
izloZena valovima (Rilov i sur., 2004).

Kondicijski indeks CI 2 (masa ostatka mekog tkiva/duljina kuéice) je znacajno korelirao s
indeksom CI 1 (ukupna masa mekog tkiva/duljina kucice). Naravno, i gonadosomatski indeks GSI
(masa gonada i hepatopankreasa/duljina kucice) pokazao je isti trend. Kondicijski indeks Cl 3
(masa kucice/duljina kucice) korelirao je s indeksom CI 1, osim kod Zenki istrazivanih 2014.

godine. Vasconcelos i suradnici (2016) takoder su zabiljezili snazne korelacije vrijednosti ukupne
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mase volka s masom mekog tkiva i masom kucice. I kod muzjaka i kod Zenki u istrazivanju
provedenom 2014. i/ili 2015. godine utvrdena je znacajna razlika indeksa Cl 1 i Cl 2 medu
onecis¢enim i referentnim postajama. Gonadosomatski indeks (GSI) je bio znac¢ajno veci kod oba
spola na oneciS¢enim lokacijama §to je djelomicno u skladu s istrazivanjem Lahbib i1 suradnika
(2009b) koji su biljezili GSI kroz cijelu godinu na TBT-om razli¢ito one¢is¢enim lokacijama i
utvrdili varijacije u odnosima GSI kroz godinu, ovisno ne samo o onecis¢enosti lokacije, ve¢ i o
spolnoj aktivnosti pa je za tumacenje rezultata potrebno imati predznanje o dinamici spolne
aktivnosti vrste kroz godinu. Varijabilnost medusobnog odnosa kondicijskog i gonadosomatskog

indeksa kroz godinu zabiljezena je i kod drugih vrsta (npr. Burcul, 2015).
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6. ZAKLJUCAK

Iz provedenog istrazivanja doslo se do sljedecih zakljucaka:

Zabrana koristenja tributilkositra (TBT) u protuobrastajnih premazima koja je na snazi od
2006. godine u Republici Hrvatskoj rezultirala je smanjenjem razine TBT-a u hrvatskom
dijelu srednjeg Jadrana sto sugerira pad indeksa relativne duljine penisa (RPLI) od 2005.
do 2015. kod istrazivanih populacija volka Hexaplex trunculus.

Zabrana koriStenja TBT-a u protuobrastajnih premazima nije rezultirala oporavkom
istrazivanih populacija volka H. trunculus u desetogodi$njem razdoblju od 2005. do 2015.
godine budu¢i da je kod svih istrazivanih populacija ove vrste utvrdena prisutnost
imposeksa 1 to s vrlo visokim udjelom Zenki s imposeksom, 88% 1 viSe. Kod vecine
istrazivanih populacija (7 od 12) povecéao se udio sterilnih zenki (stadij VDS 5) u ovom
razdoblju.

Ovo istrazivanje predstavlja prvo istrazivanje povezanosti masenog udjela butilkositrovih
spojeva u tkivu volka i sedimentu s intenzitetom imposeksa u hrvatskom dijelu Jadrana.
Istrazivanjem je, sukladno rezultatima sli¢nih istrazivanja u svijetu, potvrdena korelacija
intenziteta imposeksa s masenim udjelom TBT-a i Y BuT (3 BuT=TBT+DBT+MBT) u
tkivima volka. Rezultati istrazivanja masenog udjela butilkositrovih spojeva
bioakumuliranih u razli¢itim tkivima volka predstavljaju korisnu pocetnu bazu podataka
za buduca istraZivanja oneciS¢enja Jadrana TBT-om 1 ucinkovitosti zabrane njegovog
koriStenja u protuobrastajnim premazima.

Radom su predlozene grani¢ne vrijednosti omjera ekoloSke kakvoce (OEK) u svrhu
potencijalnog koristenja vrste H. trunculus kao bioindikatora u ocjeni ekoloskog stanja
priobalnih voda u okviru Direktive 0 vodama s aspekta onec¢iS¢enja voda TBT-om i
posljedi¢nim razvojem imposeksa. Predlozeno uspostavljanje OEK klasa za imposeks kod
vrste H. trunculus dugoro¢no pruza nove mogucnosti u monitoring programima koji se
provode u okviru Direktive o vodama u Sredozemlju.

Rezultati provedenog istrazivanja koji se odnose na intenzitet imposeksa kod pojedinih
jadranskih populacija vrste H. trunculus pokazuju da zahtjev Direktive o vodama o
postizanju dobrog ekoloskog stanja priobalnih voda do 2015. godine nije postignut na
podrucju hrvatskog dijela srednjeg Jadrana.

Rezultati dijela istrazivanja vezanog uz aktivnost enzima stani¢nog stresa (katalaze CAT,

glutation S-transferaze GST, glutation reduktaze GR, sadrzaj malondialdehida MDA,
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sadrzaj karbonila, acetilkolinesteraze AChE) ukazuju na povecanu aktivnost glutation
reduktaze i glutation S-transferaze kod volaka s postaja onecis¢enih organokositrovim
spojevima. Da bi se aktivnost enzima mogla povezati s izlozenosti volka TBT-u, potrebno
je provesti detaljno istrazivanje u kontroliranim uvjetima radi sveobuhvatnog uvida u
ucinke TBT-a na oksidativni stres.

IstraZivanjem stabilnih izotopa dusika (3"°Nair) i ugljika (8**Cvepv) U tkivu volka H.
trunculus nije utvrdena povezanost stabilnih izotopa sa stupnjem onecis¢enosti istrazivanih
postaja TBT-om. Povecéani sadrzaj 8°Nair na pojedinim postajama moze se objasniti
povecanim antropogenim unosom duSika u okoli§ putem neprociS¢enih otpadnih voda.
Istrazivanje 8'*Cvppv ukazuje na donekle razli¢ite izvore prehrane jadranskih populacija
volka.

Potvrdeno je da su odrasle Zenke volka ve¢e od muzjaka, jednim dijelom 1 zbog visokih

stadija imposeksa koji su razvile.
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