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Sazetak

Petrovo uho (Haliotis tuberculata) je morski puz koji primarno naseljava sjeveroistocnu
atlantsku obalu, no nalazi ga se i u Mediteranu, a posebice u sjevernom Jadranu gdje se
lovi u komercijalne svrhe. Radi o€uvanja petrovog uha na lokalitetu sjeverozapadne Istre
te moguceg razvoja kontroliranog uzgoja, vazno je poznavati homeostazu njegovog tkiva
te promjene u fizioloSkim obiljezjima tkiva kao bioloSkog odgovora na promjene
temperature mora. Istrazivanje utjecaja sezonskih promjena temperature mora na
homeostazu petrovog uha u sjevernom Jadranu ukazuje na znacCajne promjene u
biokemijskim pokazateljima, histoloSko-morfoloSkoj gradi tkiva, peroksidaciji lipida i
antioksidativnom kapacitetu. Petrovo uho pokazuje samoregulirajuce procese za
odrzavanje stabilnosti u razli€itim sezonskim uvjetima. NajviSa masa mekog tkiva i ljusture
zabiljeZena je u proljece, dok je masa probavne Zlijezde i miSi¢a bila najviSa zimi, zbog
vece dostupnosti hrane u jesensko-zimskom periodu. Sezonske promjene takoder su
utjecale na reproduktivni ciklus, s aktivnim stadijima u proljece i lieto te fazama
gametogene zrelosti i djelomi¢nog mrijesta u jesen. Osnovni kemijski sastav tkiva varirao
je po sezonama, bez zna€ajnih razlika izmedu spolova. Koncentracija biokemijskih
parametara poput glukoze (GLU), kolesterola (CHOL), triglicerida (TRIG) te elektrolita
(Mg, Ca) mijenjala se kroz godiSnja doba. Antioksidativna aktivnost tkiva takoder je
varirala, s najviSim vrijednostima za SOD ljeti, a za LDH i TAS u prolje¢e. Lipidna
peroksidacija (TBARS) bila je najviSa ljeti, posebno kod zenki. Sastav masnih kiselina
pokazao je sezonske i spolne razlike, s viSim udjelom odredenih kiselina C15:0 (PDA),
C17:0 (HA), C18:0 (SA), C18:2c (LA), C20:4n6 (AA), C20:5n3 (EPA) i C22:5n3 (DPA) kod
muZjaka nego kod Zenki tijekom toplijeg dijela godine, dok su preostale bile vise kod Zenki.
Veéa akumulacija lipida tijekom lijeta moZe sugerirati da petrovo uho nelipidne
prehrambene komponente pretvara u lipide, posebno u zasi¢ene masne kiseline. Ovo je
istrazivanje pokazalo da petrovo uho vjerojatno ne sintetizira dokozaheksaenoi¢nu
kiselinu (DHA). Analize elemenata u tragovima i makroelemenata pokazale su vece
koncentracije Ba, Co, Ni, Mn, Pb, Sb i Se zimi, dok je As bio najvisi ljeti. Petrovo uho je
organizam od interesa za prou€avanje zagadenja okolia onecis¢ujué¢im elementima zbog
svog visokog potencijala bioakumulacije elemenata iz okolisa.

Kljuéne rije€i: petrovo uho, tkiva, biokemijski pokazatelji, temperaturni stres,
masnokiselinska svojstva, kemijski sastav tkiva i ljuStura, sezonalnost



Extended Abstract

Physiological characteristics of green ormer Haliotis tuberculata (Linnaeus,
1758) tissues from the Northern Adriatic

Green ormer (Haliotis tuberculata) is a marine gastropod that primarily inhabits the
eastern Atlantic coast, but also inhabits the Mediterranean, and especially the northern
Adriatic. It is collected for commercial purposes, but it is not farmed in Croatia. Knowledge
of the physiological status of green ormer through the analysis of biochemical parameters,
lipids and tissues, as well as the histological status in the seasons, is important for the
conservation of ormers in the area of northwestern Istria and its potential cultivation.

The samples of the green ormer were collected in the northern Adriatic Sea, off
the coast of western Istria, Croatia, following institutional, national, and international laws
and guidelines. They were collected in the coastal area of western Istria, in fishing zone
A4, at a depth of up to 7 meters. Sampling took place seasonally over the course of a
year, with a total of 135 specimens collected. Professional divers collected the samples
from known abundant sites near the coast, in the intertidal rocky zone. The green ormer
were randomly collected at night when they are most active. Onshore, the specimens were
sorted, labeled, weighed, and checked for damage. They were transported on ice to the
laboratory, where they were immediately stored in a cold chamber at -86°C for chemical
and biochemical analyses, or in a buffered solution of 4% formalin for histological
analyses. After being transported to the laboratory, ormers were measured and carefully
dissected. The determination of the biometric indicators of the ormers was carried out by
measuring the length and mass of the soft tissues and the shell. Due to the small size of
the specimens, their individual tissues were not separated for analysis, so the results
pertain to the entire soft tissue.

The hydrographic parameters of the sea were measured once a month through all
the seasons. These parameters included sea temperature, salinity and dissolved oxygen,
which are crucial for understanding changes in the green ormers environment.

The research in this study encompasses the basic chemical and fatty acid
composition of the total tissue of the green ormer including tissue concentrations of
magnesium (Mg), calcium (Ca), glucose (GLU), triglycerides (TRIG), and cholesterol
(CHOL), as well as the activities of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD)
and glutathione peroxidase (GPx), total antioxidant status (TAS), and lipid peroxidation
(MDA/TBARS). The fatty acids were analyzed and classified according to their saturation
level as saturated (SFA), monounsaturated (MUFA), polyunsaturated (PUFA), omega-3,
and omega-6 fatty acids. The histological structures of the green ormer were also studied
to better understand their reproductive cycle, and concentrations of trace elements in the
tissues and shells of the green ormer were determined throughout the seasons of the year.

The research results indicate the impact of seasonal sea temperature changes on
the homeostasis of the green ormer and shows significant variations in biochemical
indicators, histological-morphological tissue structure, lipid peroxidation, and antioxidant
capacity indicating that ormers exhibits self-regulatory processes to maintain stability
under different seasonal conditions.

The moisture content in the green ormer tissues was highest during the summer
months, correlating with lower values for other parameters. Conversely, the highest levels
of raw fats were observed in autumn and winter, while raw proteins and ash peaked in
spring, indicating distinct metabolic shifts throughout the year. The decline in fat and
protein content during summer, particularly in the reproductive season, suggests a
potential allocation of resources towards reproduction.



The highest soft tissue and shell mass was recorded in spring, while the mass of
digestive glands and muscles peaked in winter due to increased food availability from
autumn to winter. Seasonal changes also affected the reproductive cycle, with active
stages in spring and summer and gametogenic maturity and partial spawning in autumn.
The basic chemical composition of tissues varied seasonally, with no significant
differences between sexes.

Biochemical analyses revealed seasonal variations in metabolites, lipids,
electrolytes, and antioxidant activities. Electrolyte concentrations peaked in autumn, while
other parameters reached their highest values in the summer. Antioxidant activities
showed seasonal fluctuations, with superoxide dismutase (SOD) exhibiting higher levels
in summer and lactate dehydrogenase (LDH) and total antioxidant status (TAS) peaking
in spring. Lipid peroxidation (TBARS) levels were highest during autumn in males and
summer in females, possibly linked to reproductive stress.

Fatty acid composition of the tissues showed seasonal and gender differences,
with some fatty acids showing higher concentrations in males during warmer months and
other fatty acids showing higher concentrations in females. This adaptation is likely related
to membrane fluidity adjustments in response to temperature changes.

Furthermore, concentrations of trace elements and macroelements varied
seasonally, with higher levels of Ba, Co, Ni, Mn, Pb, Sb, and Se in winter, while As peaked
in summer. Due to its high bioaccumulation potential, the European green ormer is
valuable for studying environmental contamination

The study provides valuable insights into the seasonal dynamics and physiological
adaptations of the green ormer in the northern Adriatic Sea, essential for their
management and potential aquaculture applications. The results show significant
seasonal variation in physiological and biochemical parameters and emphasize the
importance of further research for understanding the ecology of the species and improving
its conservation efforts.

Key words: green ormer, tissues, biochemical indicators, temperature stress, fatty acid
properties, chemical composition of tissues and shells, seasonality
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1. UVOD

Morski organizmi iz koljena MekuSaca imaju veliku vaznost u akvakulturi zbog svog
biokemijskog sastava i prehrambene vrijednosti (Linehan i sur., 1999). Petrovo uho Haliotis
tuberculata (Linnaeus, 1758) Clan je porodice Haliotidae, reda Archaeogastropoda. Prodica
Haliotidae ima jedan rod (Haliotis) sa 70 vrsta, ali petrovo uho (ormer) jedina je vrsta iz porodice
Haliotidae koja se komercijalno uzgaja u Europi (Mgaya i Mercer, 1994.). Takoder je ekolo$ki i
ekonomski vazan mekuSac (puz) koji hranu nalazi u morskom ekosustavu, no isto tako je i
zanimljiva poslastica za ljude (Cook, 2016). Zbog promjena u okoliSu kao $to su pojava bolesti
i globalno zagrijavanje, kao i prekomjerni ribolov, mnoge vrste roda Haliotis dozivjele su pad
populacije diljem svijeta (Travers i sur. 2009). lako su znacajna sredstva uloZzena u osnivanje i
Sirenje uzgajalista diliem Europe, europsku proizvodniju je tek potrebno definirati. Nazalost, jo$
uvijek postoje odredene tehnicke prepreke za proizvodnju odrzivih juvenilnih ili odraslih stadija.
Stalni porast proizvodnje akvakulture petrovog uha diljem svijeta stvorio je sve veci interes za
primjenu novih tehnologija za njegovu akvakulturu (Mgaya, 1995).

Uz Siroku funkcionalnu i taksonomsku raznolikost, mekusSci u morskom okoliSu znac€ajni
su kao grabeZljivci, filtratori, biljojedi, strvinari i plijen. Svojim djelovanjem osiguravaju i
transformiraju stanista i poboljSavaju kvalitetu vode za druge vrste. Njihov ulov i dalje raste, a
na njega mogu ozbiljno utjecati pridnena koc¢a i uznemiravanje stanista (Eddy i sur., 2016). U
sjevernom Jadranu od ovakvih aktivnosti posebno je ugrozeno petrovo uho. Petrovo uho
pojavljuje se u koli¢inama koje se mogu komercijalno koristiti samo na britanskim Kanalskim
otocima (Mgaya i Mercer, 1994). Zbog jaruZanja bentosa u sjevernom Jadranu, njihova
populacija suo€ava se s padom (Stari¢, 2019).

Dosadasnja istrazivanja lipida morskih organizama pokazuju da masnokiselinski sastav
ovisi 0 mnogim bioloSkom i okoliSnim Cimbenicima, poput vrste hrane i temperature mora
(Linehan i sur., 1999). U ovom istrazivanju ukupni lipidi dodatno su razdvajani na pojedine
frakcije, te je u njima odredivan masnokiselinski sastav kako bi se Sto preciznije odredio
fizioloSki status kroz sezone. U dostupnoj literaturi ne postoje podaci o antioksidativhom
statusu tkiva petrovog uha na ovom prostoru. Dodatno su odredeni i omjeri pojedinih masnih
kiselina kao vazan cimbenik koji doprinosi kvaliteti potencijalno uzgajanih organizama i
omogucéava bolje razumijevanje metabolikih puteva sinteze masnih kiselina, a varijabilnost
ovih omjera uvjetovana je promjenama u okoliSu. Zadatak je, pored navedenog, bio po prvi put

odrediti i aktivnost antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze (SOD) i glutation-reduktaze



(GPx), te koncentraciju lipidnih peroksida (LP) i malondialdehida (MDA) u tkivu petrovog uha,
koji pruzaju uvid u stupanj oksidativhog stresa kroz sezone u godini. Praceno je u kojoj mjeri
abioticki i bioti¢ki E&imbenici utje€u na promjene u lipidnom i biokemijskom sastavu, te na razinu
oksidativnog stresa petrovog uha. Hrana iz mora, ukljuCujuci i mekusce, glavni je izvor n-3
PUFA kiselina za ljudsku prehranu. Za ove masne kiseline ve¢ je dokazano da imaju pozitivan
ucinak na ljudsko zdravlje i smanjenje rizika od povidenog krvnog tlaka i triglicerola u krvi, te
mnogih drugih bolesti (Dela§, 2011). Podaci dobiveni u ovom istrazivanju pruzit ¢e korisne
informacije za akvakulturnu industriju petrovog uha kao i za prehrambene navike potrosaca.
Za ocCekivati je da ¢e rezultati ove disertacije doprinijeti boljem razumijevanju utjecaja okoliSnih
C¢imbenika na biokemijski sastav i sastav masnih kiselina lipidnih frakcija, te dati uvid u
antioksidativni status petrovog uha kroz godisnji ciklus, §to je prvi korak u utvrdivanju
povezanosti vanjskih utjecaja na kvalitetu mesa i zdravlje ovih organizama. Rezultati ovog
istrazivanja takoder prikazuju varijabilnost antioksidativhog statusa tijekom godine na
referentnom mjestu bez zagadenja, hranjivu vrijednost Skoljkasa, razdoblje najpogodnije za
njihovu konzumaciju, te pridonose znanju koje mioze posluziti u kontroliranoj proizvodnji i

optimizaciji uzgoja ove vrste u buduénosti.



1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja

1.1.1. Hipoteze:

1. Sezona utjee na kemijske i biokemijske pokazatelje u tkivu petrovog uha
2. Sezona utjeCe na status lipida i masnih kiselina u tkivu petrovog uha
3. Sezona utjeCe na histoloSko-morfoloSke karakteristike tkiva petrovog uha

4. Sezona utjeCe na zastupljenost elemenata u tragovima u tkivu petrovog uha

1.1.2. Ciljevi:

1. U tkivu petrovog uha oba spola, testirat ¢e se utjecaj sezona na kemijske i biokemijske
pokazatelje (osnovni kemijski sastav, koncentracija metabolita, proteina/enzima, elektrolita,
antioksidativnog kapaciteta)

2. U tkivu petrovog uha oba spola, testirat ¢e se utjecaj sezona na status lipida i masnih kiselina
(zasi¢ene, mononezasi¢ene, viSestruko nezasi¢ene, omega-3 i omega-6 masne kiseline)

3. U tkivu petrovog uha oba spola, testirat ¢e se utjecaj sezona na histoloSko-morfoloske
karakteristike

4. U tkivu petrovog uha oba spola, testirat ¢e se utjecaj sezona na elemente u tragovima i

makroelemente u mekom tkivu i ljusturi



2. PREGLED RELEVANTNE LITERATURE

2.1. BioloSke i ekoloske znaCajke petrovog uha Haliotis tuberculata
(Linnaeus, 1758)

Petrovo uho (Haliotis tuberculata) je sjeveroistoCnoatlantska i mediteranska vrsta morskog
puza, obalnog morskog gastropodnog mekusaca iz porodice Haliotidae i roda puZeva (Haliotis)
(Tablica 1.).

Tablica 1. Taksonomski polozaj petrovog uha

Skupina Naziv

Koljeno Mollusca

Razred Gastropoda

Podrazred Vetigastropoda

Red Lepetellida

Porodica Haliotidae

Rod Haliotis

Vrsta Haliotis tuberculata (Linnaeus, 1758)

Petrovo uho je rasprostranjeno u Sredozemnom moru i sjevernoatlantskom podrucju
(od Kanarskih otoka do La Manchea) (Coleman i Vacquier, 2002). Gusto¢e su najvec¢e na
najsjevernijem kraju njegovog areala (Clavier, 1992), (Slika 1.). Ribolov petrovog uha ima
mnogo manji utjecaj na populacije ove vrste u Europi nego u azijskim zemljama. U Francuskoj
i Spanjolskoj njihova je populacija bila prekomjerno iskoristavana, §to je dovelo do zabrane
ribolova 1973. godine (Mgaya i Mercer, 1994.). Mlade i odrasle jedinke obi¢no se nalaze u
plicim vodama do 8 m dubine, na stijenama obraslim korovom i kamenim gromadama. lako su
zabiljezene migracije od nekoliko stotina metara kroz razliCite podloge (Werner, 1993), ova

vrsta preferira ¢vrsto dno.



Slika 1. Geografska rasprostranjenost petrovog uha (izvor: Mgaya i Mercer, 1994)

Petrovo uho je ekonomski i ekolo$ki vazna morska vrsta jer osigurava izvore hrane za
druge vrste i stoga doprinosi ravnotezi ekosustava. Organizmi koji zive na dnu pod jakim su
utjecajem mikroklimatskih uvjeta i karakteristika vodene mase (Clark i sur., 2020). Ljetni
toplinski valovi smatraju se najve¢om prijetnjom mekuScima (Rodrigues i sur., 2015). Za
ektotermne Zivotinje kao $to je petrovo uho, temperatura je najvazniji parametar koji utje€e na
distribuciju. Maksimalni rast javlja se na temperaturi od 20 °C. Slabije rastu i hrane se na nizim
temperaturama (Peck, 1989) i ugibaju ako su duze vrijeme izlozeni temperaturama ispod 4 °C
(LaTouche i sur., 1993). Razlike u salinitetu ne utjeCu zna¢ajno na njihovu gusto¢u naseljenosti.
Stoga mogu tolerirati podrucja slane vode (Fretter i Graham, 1962) do povecéanja saliniteta od
24%o (Peck 1983).

Glavno obiljezje petrovog uha je okrugla, spljostena i izduzena ljustura u obliku uha koja
§titi meko tijelo. Oklop je izbuSen s 5-7 rupica (Slika 2.) duljine do 9 cm i Sirine do 6,5 cm (Avant,
2007). Boja oklopa varira od crvene do sivkaste ovisno o okoliSu i vrsti alge kojom se hrani. S
vanjske strane mogu se vidjeti valoviti spiralni grebeni odvojeni brazdama koji oznacavaju linije
rasta. Dorzalni dio velikog miSicavog stopala okruzen je epipodijem koji je prekriven malim
osjetilnim organima i ticalima (Graham, 1988). U ustima se nalazi nazubljena radula za

drobljenje hrane. Cunjasti dodatak je spolna Zlijezda koja obavija probavnu Zlijezdu i nalazi se



u straznjoj polovici izmedu ljuske i stopala (Slika 3.). Boja mu varira od zelene do sivkaste, sa

zakrivljenim stopalom.

Slika 2. Petrovo uho iz Jadranskog mora

__—ticalo na glavi

d. Zljezda slinovnica
d. bukalna vrecica

- d. vrecica jednjaka
¢ jednjak

|. Zlijezda slinovnica
|. bukalna vrecica ——
| vrecica jednjaka

poloZaj srca ) 1 N /
na crijgvu AN TS o A 7 Zeludac br. 1

Slika 3. a. Dorzalni pogled na puza (Haliotis) nakon uklonjene ljusture; b. probavni sustav puza

(Haliotis) (preuzeto s: https://www.fao.org/4/v7050e/v7050e.pdf)



https://www.fao.org/4/v7050e/v7050e.pdf

Pelagi¢ko-bentoski Zivotni ciklus petrovog uha &ini ga vrlo osjetljivim na promjene u
okoliSu, buduéi da uklju€uje stadij planktona li€inke, a zatim kriti€énu metamorfozu u bentoski
juvenil (Hensey, 1993). MrijeS¢enje i naseljavanje li€inki dogada se tijekom kratkog ljetnog
razdoblja oko kolovoza do rujna. Tijekom ove tople sezone temperatura vode je blizu
maksimuma i protok vode je smanjen. Prince i suradnici (1987) sugeriraju da odrasle populacije
vjerojatno odabiru uvjete slabog kretanja vode za mrijest kako bi smanijile rasprsivanje gameta
i li¢inki. Petrovo uho ima lecitotrofi¢na jaja koja su znatno teza od vode. Aktivno plivaju¢e mlade
jedinke sastavni su dio planktona. Planktonska faza ove vrste uglavnom je kratka i traje samo
4-5 dana (Koike, 1978). Temperatura snazno utjeCe na naseljavanje li€inki; $to je niza, to je
dulji prijelaz u bentosku fazu (Forster i sur., 1982). Mlade jedinke zive u podrucjima zasti¢enim
od prevladavajucih plimnih struja, no odrasle jedinke se mogu nadéi i u nezasti¢enim podrucjima
(Clavier i Chardy, 1989). Temperatura najviSe odreduje njihovo pona$anje tijekom mrijesta,
buduci da se njihov reproduktivni vrhunac dogada kratko u kasno ljeto kada temperatura vode
dosegne svoj maksimum (Mgaya i Mercer, 1994).

Petrovo uho je dvodomna gonohori¢na zivotinja. Razlika medu spolovima vidi se po
Cunjastom dodatku na desnoj strani ljusture. Spolne Zlijezde su razli€ito obojene; muZjaci su
krem ili prljavobijeli sa zelenkastom nijansom, dok su Zzenke obi¢no tamnozelene s razli€itim
nijansama sivo-zelene. Medutim, nakon mrijeStenja, spolne Zlijezde obaju spolova su krem
boje, $to onemogucuje vizualno razlikovanje spolova (Forster, 1962). Takoder nema razlika
medu spolovima u izgledu ljusture. Vrijeme spolne zrelosti u otvorenim vodama varira od
mjesta do mjesta, ali opcenito muzjaci postaju spolno zreli ranije od Zenki (Mgaya i Mercer,
1994). | muZjaci i Zenke ispustaju spolne stanice izravno u morsku vodu. Plodnost je vrlo
visoka, a utvrdeno je da postoji linearna veza izmedu duljine ljusture i plodnosti (Sluczanowski,
1986).

Promjer neoplodenog jajasca je oko 180 um, dok je oplodeno jajaSce promjera 210 um.
Vrijeme potrebno da se liinka izleZe iz opne jajeta ovisi o temperaturi vode i iznosi oko 13 sati
pri temperaturi od 20 + 1 °C. Zametak se klasificira kao li€inka trohofora kada se formira
stomodeum i kada su resice potpuno razvijene duz prototrohalnog pojasa (Fretter i Graham,
1964), kada apikalna regija postane ravna, a velum potpuno razvijen s dugim resicama. Li¢inke
trohofora postaju veligeri kada apikalna regija postane ravna, a velum potpuno razvijen s dugim
trepetljikama. To se dogada unutar 35-41 sata nakon oplodnje. Veligerove li¢inke poc€inju se
naseljavati nakon Cetiri do pet dana, a zatim odmah koriste nazubljenu radulu za CiS¢enje

bentoske biote. Nakon tri godine dostizu veliCinu od oko 45 mm, Sto ukazuje na prilicno spor



rast. Petrovo uho Zivi do petnaest ili viSe godina i dostiZe duljinu do najviSe oko 12,3 cm (Peck,
1989).

Petrovo uho je biljojed i pripada skupini organizama koji se nazivaju holobionti. Ima
specificnu mikrobiotu u probavnom sustavu s katabolickim sposobnostima razgradnje slozenih
komponenti hrane. Ovo je dobro prou€eno kod velikih kopnenih biljojeda, ali ne i kod morskih
organizama. Petrovo uho prvenstveno se hrani crvenim, zelenim i smedim makroalgama, koje
sadrze specifi€an sastav slozenih polisaharida i epifitsku mikrobiotu. Gobet i suradnici (2018)
utvrdili su da se probavna mikrobiota uha mijenja s monospecificnom ishranom algama, pri
¢emu mikrobiotom dominiraju rodovi Mycoplasma i Vibrio u probavnoj Zlijezdi. Njihova
distribucija povezana je s optimalnom opskrbom plutaju¢im algama noSenim strujama. Koli¢ina
takvih plutajucih algi odreduje veéu gusto¢u petrovih uha na mjestima gdje je staniste prikladno
(Clavier i Chardy, 1989).

Hranjenje i kretanje petrovog uha odvija se uglavnom nocu i smanjuje se s nizim
temperaturama (Mottet, 1978). Kada se hrani, obiéno je neaktivno, ¢ekajuci lebdece alge.
Prehrana mladih organizama je inkrustacija koraljnih algi i povezanih epibiota. Odrasle jedinke
preferiraju alge poput vrsta: Palmaria palmata, Delesseria, Griffithsia, Laminara spp, Ulva
lactuca, Chondrus crispus i Enteromorpha intestinalis (Mercer i sur., 1993). Petrovo uho moze
konzumirati do 39% svoje tezine u morskoj travi dnevno (Mottet, 1978).

Preferirana stanidta petrovog uha su ona koja omogucuju optimalno prianjanje stopala
kako bi se izbjegli grabeZljivci i olakSalo kretanje zbog valova i morskih struja. To su stjenovita
sublitoralna podrucja s brojnim pukotinama i izbo€inama u stijenama, a posebno na podlozi
velikih stijena na pjeskovitim podlogama (Forster i sur., 1982). U takvim su podrucjima dobro

zasticena od predatora i izravne svjetlosti.

2.2. ZnacCajke istrazivanog podrucja

Sjeverni Jadran karakterizira niska prosje¢na dubina (30 m) i slab batimetrijski gradijent.
Plitki Self sjevernog Jadrana ima obiljezja kontinentalnog mora s malim dubinama u prosjeku
35 m, intenzivnim kretanjima vodenih masa i jakim klimatskim utjecajem. Najvazniji
oceanografski cimbenici koji utje€u na stanista beskraljeSnjaka u Jadranu su sezonski salinitet,
koncentracija hranjivih tvari, intenzitet svjetlosti, struje i temperatura. Najrelevantniji rijecni
priliev potjeCe iz rijeke Po, koja utjeCe na obrazac cirkulacije mora (Maicu i sur., 2018). Ta
najveca rijeka ovog podrucja znacCajan je izvor hranjivih tvari u sjevernojadranskom podrucju

(Polimene i sur., 2006). Rasprostranjenost fitoplanktona u sjevernom Jadranu ovisi 0



oborinama i otapanju snijega u Alpama, te dotoku hranijivih tvari u rijeku Po. Proljetni maksimum
dotoka rezultat je otapanja snijega, dok je jesenski maksimum u Kkorelaciji s godiSnjom
koli€inom oborine (ViliCi¢, 2014). Sezonske promjene oceanografskih Cimbenika, ukljuCujudi
temperaturu, alge i kretanje valova, uvelike utjeCu na rast i fiziologiju petrovog uha (Mgaya,
1995).

U sjevernom Jadranu sezonske varijacije temperature prodiru sve do dna buduéi da
cijeli vodeni stupac pokazuje evidentan sezonski toplinski ciklus. Medutim, tijekom c¢itave
godine prevladavaju uvjeti dobro izmijeSanog kisika (Artegiani i sur., 1997). Slojevitost
njegovog vodenog stupca uklju€uje povrsinski i doniji sloj. DugogodiSnja mjerenja pokazuju da
su najnize i pridnene i povrSinske temperature sjevernog Jadrana u veljaci. NajviSu povrSinsku
temperaturu more ima u kolovozu, a najviSu pridnenu u listopadu (Bi¢ani¢ i Bakovi¢, 2000).
Izrazita termoklina u proljece i ljeto doseze dubinu od 30 m, ali hladenje pocinje blizu povrsine
u jesen kada temperatura dna dosegne maksimalnu vrijednost. Zimi dolazi do hladenja Citavog
vodenog stupca i termoklina se smanjuje sve do dna (Artegiani i sur., 1997).

Oscilacije sezonskih svojstava morske vode takoder mogu negativno utjecati na
fiziologiju, odgovor na stres i, u konacnici, na opstanak petrovog uha u sjevernom Jadranu
(Velez i sur., 2016). Nije zabiljezena reakcija tkiva na sezonske varijacije kod petrovog uha u
sjevernom Jadranu. Kako njihove bioloSke reakcije uklju€uju brzi odgovor na stres (Lau i Wong,
2003), idealni su pokazatelji dugoroCnih ekoloskih ucinaka na beskraljeZnjake (Babi¢ i sur,
2016).

Na podrucju sjevernog Jadrana provedena su dugotrajna mjerenja temperature morske
vode izmedu 1909. i 1990. godine. ViSegodidnje oscilacije temperature prikazane su u Tablici
2.

Tablica 2. ProsjeCne maksimalne i minimalne vrijednosti temperature sjevernog Jadranskog
mora, kod zapadne Istre u blizini mjesta uzorkovanja, zabiljezene u rasponu od osam

desetljeca. Preuzeto iz Bicanic¢ i Bakovi¢ (2000).

Maksimalna.  Minimalna Maksimalna  Minimalna. Apsolutna Apsolutna
povrsinska povrSinska pridnena pridnena maksimalna  minimalna
temperatura  temperatura temperatura temperatura temperatura temperatura
°C) 4 °C) (°C) °C) (°C)

23,78 8,41 16,88 8,91 26,33 0,77
kolovoz veljaca listopad veljaca kolovoz veljaca




2.3. Biokemijski sastav mekih tkiva petrovog uha

Biokemijski sastav mekih tkiva morskih puzeva nije stalan, nego se mijenja ovisno o
vrsti, hidrografskim prilikama i uvjetima prehrane u sredini u kojoj zive, vremenu sazrijevanja
spolnih organa, sezoni mrijestenja, starosti i veli€ini, te zdravstvenom stanju samih jedinki.
Najzastupljenije makromolekule unutar suhe tvari (lipidi-masti, glikogen i proteini-bjelancevine)
imaju vaznu ulogu biokemijskih rezervi u tijeku procesa stvaranja gameta i nestaSice hrane.
Morski organizmi Cesto su izloZeni varijacijama u dostupnosti hrane, posebno oni od umjerenih
do hladnih geografskih $irina, gdje se tijekom godidnjeg ciklusa javljaju zna€ajne temperaturne
oscilacije. Temperatura izravno utjeCe na dostupnost i sastav hrane unutar troficke mreze.
Stoga su morske Zivotinje u stanju prezivjeti duga razdoblja gladovanja, kao i prilagoditi svoj
metabolizam i sastav tijela promjenjivoj okolini (Hernandez i sur, 2013).

Promjene u biokemijskom sastavu mekih tkiva mogu biti pokazatelji energetskog
metabolizma potrebnog za Zivotni ciklus mekuSaca, posebice za preZivljavanje, rast i
razmnozavanje (Lodeiros i sur., 2001; Sifi i Soltani, 2018). Glavni biokemijski pokazatelji u
tkivima su glukoza (GLU), trigliceridi (TRIG) i kolesterol (CHOL). Koncentracije GLU u tkivima
pohranjene su u obliku glikogena te zajedno s proteinima sudjeluju u stvaranju reproduktivnih
organa i proliferaciji gameta. Prije gametogenze, energija u obliku glikogena, proteina i lipida
(u obliku triglicerida) pohranjuje se u probavilu (Martinez-Pita i sur., 2012). Kolesterol je glavni
sterol u gonadi, probavilu i miSi¢u mekuSaca (Palacios i sur., 2007).

Utvrdena je otpornost petrovog uha na nedostatak hrane i zakljuéeno da metabolizam
mladog petrovog uha nakon dugog razdoblja gladovanja moze sacuvati lipide kako bi zastitio
svoje membrane, koriste¢i umjesto toga bjelan€evine i ugljikohidrate (Carefoot i sur., 1993).
Mecer i suradnici (1993) procjenjivali su ucinke razli¢itih razina lipida u prehrani na
preZivljavanije, rast i sastav tkiva petrovog uha. Utvrdeno je da je sadrzaj lipida mekog tkiva u
pozitivnoj korelaciji s razinama lipida u prehrani. Obrnuto, koncentracije proteina mekog tkiva
smanjuju se s povecanjem lipida u prehrani. Lipidi su osobito vazne energetske rezerve
morskih organizama (Arts i sur., 2001). Oni su glavni izvor energije za metabolizam, vazan
materijal za izgradnju stanicnih membrana, sudjeluju u mnogim biokemijskim procesima,
fiziologiji i reproduktivnom ciklusu mekusSaca, te odrazavaju specificne sezonske biotiCke i

abioti¢ke promjene u okoliSu u kojem organizmi Zive (Pazos i sur., 1997).
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2.4. Masnokiselinski sastav mekih tkiva petrovog uha

Masne kiseline Cine strukturne dijelove razli€itih vrsta lipida (Barisi¢, 2015), djeluju kao
prekursori bioaktivnih molekula te utjeCu na osmoregulaciju, reprodukciju i odgovor na stres
(Topi¢ Popovic i sur., 2012). Prva istrazivanja masnih kiselina meku$aca, uglavnom skoljkasa
i puzeva, provedena su sedamdesetih godina 20. stolje¢a (Sajjadi i Eghtesadi-Araghi, 2011).
Njihov masnokiselinski sastav ovisi 0 mnogim bioloSkom i okoliSnim ¢imbenicima, poput vrste
hrane i temperature mora (Linehan i sur., 1999).

Masne kiseline dijele se prema stupnju zasic¢enosti na zasi¢ene masne kiseline - SFA,
jednostruko nezasi¢ene masne kiseline - MUFA i viSestruko nezasi¢ene masne kiseline - PUFA
(Slika 4.), a vecéina pojedinacnih masnih kiselina pokazuje sezonske promjene, kako je
ustanovljeno u tkivima drugih vrsta morskih puzeva (Mateos i sur., 2010.). Prilikom mobilizacije
lipida u gladovanju, petrovo uho moze postedjeti dugolan€ane viSestruko nezasicene masne
kiseline (LC-PUFA) barem tijekom 90-dnevnog razdoblja gladovanja. Pojedine jedinke su
uspjele povecati sadrzaj polarnih lipida u 20:4n6, 20:5n3 i 22:5n3 u miSiénom tkivu, $to ukazuje
na njihovu sintezu unutar organizma (Durazo-Beltran i sur., 2003). Vecina studija o zahtjevima
petrovog uha za masnim kiselinama provedena je koriStenjem prirodne hrane; stoga je te
rezultate teSko protumaciti. Medutim, koriStenjem formuliranih dijeta, Toledo-Agiero i suradnici
(2009) sugeriraju niske potrebe za LC-PUFA, dok Xu i suradnici (2004) predlazu 1,5% ribljeg
ulja za optimizaciju rasta, a Durazo-Beltran i suradnici (2003) nisu pronasli razlike kada je riblje

ulje zamijenjeno razli¢itim biljnim uljima.
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Slika 4. Prikaz masnih kiselina prema stupnju zasi¢enosti; izvor: People2people (preuzeto s:
https://people2people.hr/kemijska-struktura-masti-i-ulja/; 12.04.2024.)
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2.5. Oksidativni stres i antioksidativni odgovor tkiva petrovog uha

More je vrlo slozen okolis s visestrukim medudjelovanjem biotickih i abioti¢kih pokretaca
koji mogu znacajno utjecati na homeostazu puzeva, no na organizme koji zive na dnu uvelike
utjeCu mikroklimatski uvjeti i svojstva vodene mase (Clark i sur., 2020). Ljetni toplinski valovi
trenutno se smatraju najvecom prijetnjom za mekusce (Rodrigues i sur., 2015). Kako globalno
zagrijavanje i eutrofikacija obalnih voda napreduju, hipoksija moze natjerati mekusce da razviju
toleranciju na stres iz okoliSa i na nestaSicu hrane (Marshall i McQuaid, 2020). Petrovo uho
posebno je osjetljivo jer ima ograni€ene mogucnosti kretanja i rijetko se udaljava vise od
nekoliko stotina metara od svog mjesta naseljavanja (Clavier i Chardy, 1989).

Temperatura je najvazniji Cimbenik za veéinu metaboli¢kih procesa petrovog uha. Izvan
svog optimalnog raspona temperature, ono prilagodava osnovne fizioloSke funkcije za
odrzavanje metabolizma (Morash i Alter, 2015). Pri povisenim metaboli¢kim zahtjevima moze
pokazivati znakove oksidativnog stresa, proizvoditi reaktivne kisikove spojeve (ROS) i aktivirati
antioksidativne enzime (Sokolova i Poértner, 2003). Klju¢ne varijable koje odreduju njihove
reakcije na okoli$ su temperatura i kisik (Topi¢ Popovi¢ i sur., 2021).

Procjena njihovog antioksidativnog kapaciteta i peroksidacije lipida, kao $to su ukupni
antioksidativni status (TAS) i stvaranje reaktivnih tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS), vrijedni
su alati za biomonitoring (Deschaseaux i sur., 2011). Osim toga, promjene u aktivhostima
superoksid dismutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx) u mekuSaca biomarkeri su
antioksidativnih odgovora povezanih s oksidativnim stresom uzrokovanim prekomjernom
proizvodnjom ROS-a tijekom njihovog stani€nog metabolizma (Vosloo i sur., 2013). Tijekom
njihovog Zivotnog ciklusa takoder se o€ekuju promjene u biokemijskom sastavu, uglavnom
povezane sa specificnim zahtjevima stvaranja gameta, mrijeStenja i dostupnosti hrane
povezane sa sezonskim fluktuacijama (Arranz i sur., 2021).

U procjeni stresa i drugih patofiziolodkih promjena, analiza biokemijskih svojstava tkiva
i histopatolo$ka analiza tkiva vazni su Cimbenici koji mogu pruziti informacije o stupnju stresa
te metabolic¢kim, funkcionalnim i morfoloskim poremecajima tkiva (Fazio i sur., 2013). Dobro je
poznato da su €ak i elementi u tragovima (metali) u tkivima mekuSaca podlozni sezonskim
varijacijama. To moze biti povezano s prehranom, promjenama u kvaliteti morskih struja ili
dotoka rijeka, reproduktivnim ciklusom ili promjenama u velicini jedinki (Frias-Espericuetaii sur.,
1999), a isto je moguce i kod morskih puzeva. lako svi organizmi zahtijevaju male koli€ine
esencijalnih elemenata za svoje fizioloSke aktivnosti, metali kao $to su arsen, kadmij, ziva ili
olovo nisu kljuéni za metabolizam, i mogli bi biti toksi¢ni za morske organizme te predstavljati

potencijalni rizik za ljudsko zdravlje (Torres i sur., 2020).
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Petrovo uho koristi kalcijev karbonat (CaCOs) za izradu svojih ljustura i medu
beskraljeZnjacima najviSe je ugroZzeno zakiseljavanjem mora. Zakiseljavanje mora i povezane
promjene u kemiji karbonata u morskoj vodi prijete opstanku organizama koji provode
kalcifikaciju. Morski organizmi, kao $to je petrovo uho, posebno su osjetljivi na promjene pH
vrijednosti u svojim ranim fazama razvoja. To je posebno vidljivo u stopi prezivljavanja li€inki,
koja je bila znaajno niZza u =zakiseljenim uvjetima u pokusu Wessela i sur. (2018).
Zakiseljavanje dovodi do promijenjene biomineralne arhitekture, $to rezultira lomljivijom
ljusturom. Zaklju¢eno je da se metabolizam petrovog uha odrzava na nizem pH naustrb rasta i

cjelovitosti ljuske, $to moze predstavljati problem za akvakulturu (Avignon i sur., 2020).

2.6. Uzgoj petrovog uha

S obzirom na to da brojni pripadnici porodice Haliotidae narastu do 25 cm, pogotovo
oni koje se nalzi u hladnim obalnim vodama Novog Zelanda, juzne Afrike, Australije, Japana te
zapadne Sjeverne Amerike, oni su postali kulinarska delikatesa, a trazeni su i radi velike
dekorativne ljusture. Takvih velikih petrovih uha ima vise od 100 vrsta, od kojih se njih 15
uzgaja, a ak 95% svjetske ponude petrovih uha dolazi iz akvakulture (Venter i sur., 2018). Za
dostizanje trziSne veli€ine potrebno im je tri do Cetiri godine uzgoja. Najznacajnije velike vrste
u akvakulturi su H. midae, H. diversicolor supertexta i H. discus hannai iz juzne Afrike i Kine
(Wu i Zhang, 2016).

lako se proizvodnja povec¢ava u mnogim zemljama, jo$ uvijek postoje brojni problemi
koje treba prevladati, kao 5to su bolesti petrovog uha poput virusnog ganglioneuritisa, spor
rast, visoki troSkovi proizvodnje, posebno za mlad (Wu i Zhang, 2016). Sitnije petrovo uho
cijenjeno je kao gastronomska delicija i u Europi, a uzgaja se u Portugalu i Francuskoj od ranih
2000-ih (Hannon i sur., 2013; Lachambre i sur., 2017; Roussel i sur., 2019a).

TrziSna potraznja za petrovim uhom postala je sve izrazenija, pa su devedesetih godina
proSlog stolje¢a zapocela intenzivna istrazivanja njihova uzgoja (Mgaya i Mercer, 1994.).
Proizvodnja je u 2019. iznosila je 203.374 mt (FAO, 2021), a Kina je bila najveci proizvoda¢ sa
180.267 mt u 2019. godini. Ostali vazni proizvodaci uklju€uju Republiku Koreju, Juznu Afriku
(H. midae) i Australiju (H. rubra, H. laevigata i hibrid ovih dviju vrsta) (Nguyen i sur., 2022)
(Slika 5.).
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Slika 5. Svjetska akvakulturna proizvodnja petrovog uha i glavni proizvodaci (izvor: Nguyen i
sur., 2022)

Kako je potraznja za petrovim uhom kao hranom u stalnom porastu, a ponuda iz
ribarstva upitna, tema uzgoja ove vrste postaje sve vaznija. Glavne prednosti ekoloskog i
profitabilnog poslovanja akvakulture petrovog uha su smanjenje otpadnih voda i koristenje
lokalnog i jeftinog odrzivog resursa kao hrane za Zivotinje (Troell i sur., 2006). Uzgoj ove vrste
zapocCeo je joS Sezdesetih godina proslog stolje¢a (WFA, 1968), a Koike (1978) je obavio
laboratorijski uzgoj oplodenih jaja do valenja. Hayashi (1982) je uspio uzgojiti mlad do jedne
godine starosti. Program uzgoja u moru (Flassch i Aveline, 1984) odvijao se na
eksperimentalnoj farmi u Francuskoj. U Irskoj je nekoliko laboratorija pokuSavalo uzgoijiti
petrovo uho. U Galwayu, prva i druga generacija petrovog uha uspjeSno su uzgojene u
mrijestiliStu (Moylan i Mercer, 1993). Postoji i program za njihov morski uzgoj u kavezima
(Hensey, 1993). Prije poCetka mrijesta odrasle jedinke moraju biti izloZene povisenoj
temperaturi vode. Jedinke su spremne za mrijest nakon 89 dana na 18 ‘C dana (Flassch i
Aveline, 1984).

Razvijane su razne tehnike za poticanje mrijesta, kao Sto je toplinski Sok (Flassch i
Aveline (1984), obrada morske vode ultraljubi¢astim svjetlom (Hayashi, 1982), izlaganje zrele

mladi otopini vodikovog peroksida (Morse i sur., 1977). Za kvalitetnu oplodnju potrebna je
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koncentracija spermija od oko 200.000 mL?, $to se postize dodavanjem spermija poznatoj
koncentraciji jaja u bazenu za mrijest (Flassch i Aveline, 1984).

Nakon oplodnje jajaSaca, liCinke se prenose u spremnik koji sadrzi valovite PVC plocCe
oblozene tankim slojem bentoskih dijatomeja (Moylan i Mercer, 1993.). Koike (1978.) je otkrio
da je bi¢a$, Tetraselmis suecica, vrlo ucinkovit kao dodatna hrana za mrijest. Medutim, Moylan
i Mercer (1993) izvijestili su da T. suecica nije uvijek prikladna jer nije bentoska mikroalga. U
ovoj fazi uzgoja ipak ih se preporu¢a se hraniti sitno nasjeckanom mjesavinom algi (Koike i
sur., 1979; Mercer i sur., 1993).

Daljnji uzgoj do trzisne veli€ine moze se posti¢i na tri nacina: uzgojem u spremniku (na
kopnu), u morskim kavezima iznad tla i u morskim kavezima na tlu. Prikladno mjesto za uzgoj
u moru je vrlo vazno utvrditi (LaTouche i sur., 1993). U oba nacina vazno je imati povoljnu
kvalitetu vode, brze vodene tokove, visokokvalitetnu hranu i dobru zastitu od loSih vremenskih
uvjeta. Prema strategijama uzgoja i dostupnosti morskih algi u prirodnom okruZenju, moglo bi
biti zanimljivo hraniti petrovo uho odredenim vrstama algi (Slika 6.). MjeSovita prehrana
omogucuje dobar razvoj miSiéne mase i rezultate rasta te bi joj se vjerojatno trebala dati
prednost pred monospecifictnom prehranom kako bi se izbjegao nedostatak esencijalnih
hranjivih tvari i veliki pritisak na jedan izvor algi (Roussel i sur., 2019b). Petrovo uho treba
odrzavati na optimalnoj gusto¢i kada se intenzivnho uzgaja jer je gusto¢a uzgoja obrnuto

proporcionalna brzini rasta (Mgaya i Mercer ,1993).
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Slika 6. Uzgoj petrovog uha koriStenjem integriranog uzgojnog sustava s biofilterom (petrovo
uho / morske alge). Isprekidane crtice prikazuju recirkulaciju dusika unutar sustava (izvor: Neori
i sur., 1998)
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Kako je ova vrsta postajala ekonomski sve vaznija za europsku akvakulturu, nedavno
je u Europi pokrenut komercijalni uzgoj petrovog uha (Roussel i sur., 2019b), proSirena su
mrijestiliSta i pokrenuti poboljSani programi uzgoja. Roussel i sur. (2010.) primjeéuju da bi se
izvorni geni atlantskih populacija mogli koristiti u selekcijskim programima, primjerice, za
otpornost na bolesti. Europsko sredozemno morsko uho, medutim, ne koristi se za selekciju
zbog svoje male veli€ine. Osim razlike u morfologiji mediteranske i atlantske populacije,
otkriveno je da one pripadaju i drugom genetskom klasteru. Stoga se potencijalni uzgoj
petrovog uha u Jadranu tek treba definirati. Ova disertacija sluzi kao jedan od prvih koraka za

takva nastojanja.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorkovanje petrovog uha

Uzorci petrovog uha prikupljeni su s podruc¢ja u sjevernom Jadranu, odobalno od
zapadne Istre (Hrvatska), u skladu s institucionalnim, nacionalnim i medunarodnim zakonima i
smjernicama. Prikupljani su u priobalnom dijelu zapadne Istre u podribolovnoj zoni A4 (Slika
7.), na dubinama od maksimalno 7 m. Uzorkovanje petrovog uha odvijalo se sezonski tijekom
jedne godine. Ukupno je prikuplieno 135 primjeraka: proljece (27), lijeto (36), jesen (34), zima
(38).
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Slika 7. Karta istrazivanog podrucja. Tamnoplavom bojom oznacena je podribolovna zona A4
u kojoj su uzorkovani H. tuberculata za daljnje analize (Slika izradena kombinacijom materijala

sa sljedeéih web stranica: https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/dodatni/412336.pdf i

https://hr.maps-croatia.com/)

Uzorke su prikupljali profesionalni ronioci na mjestima za koja su tijekom viSegodi$njih
zarona ustanovili da njima obiluju. Lokaliteti su bili nedaleko od obale, u zoni plime i oseke,
kamenitog dna. Prikupljali su se nasumi€no, noc¢u, kada je petrovo uho najaktivnije. Nakon

preuzimanja na kopnu, puZevi su sortirani, oznaceni, vagani i pregledani radi eventualnih
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oStecenja. Do laboratorija su prevezeni na ledu, gdje su odmah pohranjeni u hladnu komoru
na -86 °C do kemijskih i biokemijskih analiza, odn. u puferiranu otopinu 4 % formalina za
histoloSke analize. Zbog male veli€ine uzorkovanih jedinki, njihova pojedinacna tkiva nisu bila
odvajana za analize, pa se stoga rezultati analiza odnose na meka tkiva u cijelosti.
Istrazivanje se provodilo u laboratorijima Instituta Ruder Boskovi¢ (IRB): Laboratoriju
za biotehnologiju u akvakulturi (Zavod za kemiju materijala) i Laboratoriju za anorgansku
geokemiju okoliSa i kemodinamiku nanocestica (Zavod za istrazivanje mora i okolisa), kao i na
Veterinarskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, na Klinici za unutarnje bolesti. Prije analiza,
uzorcima je determiniran spol te je ustanovljena prisutnost muzjaka, zenki i hermafrodita
(Tablica 3.). Hermafroditi nisu uzimani u razmatranje za statisticku analizu, iako su sve analize

provedene na svim uzorcima.

Tablica 3. Razdioba uzoraka petrovog uha (H. tuberculata) prema spolu i godiSnjim dobima (n
= 135)

Spol Proljece Ljeto Jesen Zima
Muzjaci 13 20 12 17
Zenke 14 15 19 11
Hermafroditi 0 1 3 10

Spol petrovog uha nije znagajno povezan s godiSnjim dobima; nije bilo statisticke pristranosti u vezi sa spolom,
testirano Fisherovim testom (p = 0,21); Chi-kvadrat = 4,628, df = 3.

3.2. Mjerenje osnovnih hidrografskih parametara mora

Na mjestima uzorkovanja, na povrsini i na dubini od 7m mijerila se temperatura mora,
salinitet i koncentracija otopljenog kisika u zahvaéenom volumenu morske vode pomodu
ProSolo sonde (YSI, USA) i refraktometra (Atago, Japan) (Slika 8.). Osnovni hidrografski
parametri mora mjereni su jednom mjesec¢no te su usporedivani s dostupnim podacima Instituta

za oceanografiju i ribarstvo u Splitu.
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Slika 8. Sonda i refraktometar za mjerenje hidrografskih parametara mora

3.3. Biometrija petrovog uha

Odredivanje biometrijskin pokazatelja petrovog uha obavljalo se izmjerom duljine i
mase mekih tkiva i ljuSture. Nakon transporta u laboratorij, puzevi su izmjereni, te pazljivo
secirani.

Masa organizma (g) mjerena je kao cjelovita masa puza, kao masa ljusture, kao masa
gonade (gdje ju je bilo moguc¢e anatomski diferencirati s obzirom na fazu mrijesta i aktivnost
gonada), te kao zdruzena masa mekih tkiva ozna¢ena kao masa probavne Zlijezde i miSica.
Naime, masa mekih tkiva oznacena je prema maseno najzastupljenijim tkivima (probavnoj
Zlijezi i miSicu) iako je podrazumijevala sva meka tkiva poput Skrga, omotaca, stopala, miSic¢a
ljuSture, bukalne vrecice, jednjaka, probavne Zlijezde s jetrom, Zeluca, srca i probavila. Masa
je izrazena kao ukupna masa i kao masa za svaki spol, prema sezonama. Dimenzija ljuSture
(mm) mjerena je kao duzina, Sirina i visina, a izrazena je kao ukupna dimenzija mjerenih jedinki

i dimenzija za svaki spol, prema sezonama.

3.4. Odredivanje kemijskog sastava petrovog uha
3.4.1. Osnovni kemijski sastav

Analiza sadrzaja vlage, sirove masti, sirovih proteina i pepela u mekim tkivima petrovog
uha provedena je prema referentnim metodama.

Sadrzaj vlage (voda) odreden je gravimetrijski nakon suSenja do konstantne tezine na
103 = 2 °C, kako je preporu¢eno u Sluzbenim metodama (AOAC, 1995).

Mineralni sadrzaj (pepeo) odreden je sagorijevanjem 5 g uzorka na 550 °C i mjerenjem
pepela nakon hladenja (AOAC, 1995).

Sirovi proteini analizirani su Kjeldahlovom metodom (Slika 9.) i izraCunati iz sadrzaja
dusika koristeci faktor konverzije N x 6,25 (AOAC, 1995).
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Sadrzaj sirove masti odreden je dvostupanjskom ekstrakcijom s mjeSavinama
cikloheksana i propan-2-ola kao otapala (Smedes, 1999). Nakon ekstrakcije, otapala su
isparavana pod vakuumom, a ekstrahirane su masti suSene 3 sata na 103 £ 2 °C i potom

izvagane.

Kjeldahlova
zamka

=

SadrZaj '
Kjeldahlove

tikvice nakon
digestije + NaOH

Kondenzator

Poznati
volumen
standardne
kiseline

Slika 9. Slikovni prikaz Kjeldahlove metode; izvor: Byjus (preuzeto s:
https://byjus.com/chemistry/kjeldahl-method/; 05.03.2024.)

3.4.2. Koncentracija elemenata u tragovima i makroelementa u ljusturi i mekim
tkivima

Odredivanje koncentracije elemenata u tragovima i koncentracije makroelemenata
provelo se na jedinkama iz najtoplijeg i najhladnijeg razdoblja u godini.

Za odredivanje koncentracije elemenata u mekim tkivima, uzorci su liofilizirani i usitnjeni
na vibracijskom kriomlinu (Freezer/MII*6875, SPEX SamplePrep, SAD) sa spremnikom
tekuéeg dusika na -196 °C, potom podvrgnuti digestiji i pripremljeni za analizu spektrometrijom
masa uz induktivho spregnutu plazmu na instrumentu Element 2 HR-ICP-MS (Thermo,
Bremen, Njemacka) u kojoj se induktivho spregnuta plazma koristi kao ionizacijski izvor, a

detekcija se obavlja spektrometrijom masa (Slika 10.).
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Slika 10. Instrument za mjerenje koncentracije elemenata u tragovima i makroelemenata; izvor:
ThermoFisher Scientific; Element™ Series HR-ICP-MS (preuzeto K
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/IQLAAEGAAMFABWMAFC;
12.03.2024.)

Prije analize, poduzorci (0,05 g) mekih tkiva bili su podvrgnuti potpunoj digestiji u
mikrovalnoj pec¢nici (Multiwave ECO, Anton Paar, Graz, Austrija) u jednostavnom postupku koji
se sastojao od digestije s mjeSavinom od 6 mL duSi¢ne kiseline (HNO3) i 0,1 mL fluorovodi¢ne
kiseline (HF).

Za odredivanje koncentracije elemenata u ljusturama, uzorci su suSeni na zraku i
homogenizirani u ahathom mlinu. Prije analize, poduzorci (0,05 g) ljuStura bili su podvrgnuti
potpunoj digestiji u mikrovalnoj pecnici (Multiwvave ECO, Anton Paar, Graz, Austrija) u
dvostupanjskom postupku koji se sastojao od digestije s mjeSavinom od 4 mL dusi¢ne kiseline
(HNO3) — 1 mL klorovodi¢ne kiseline (HCI) — 1 mL fluorovodi¢ne kiseline (HF) i dodatkom 6 mL
borske kiseline (HsBOs3) u drugom koraku.

U svim je uzorcima odredivana ukupna koncentracija 27 elemenata u tragovima:
aluminij (Al), arsen (As), barij (Ba), berilij (Be), bizmut (Bi), kadmij (Cd), kobalt (Co), krom (Cr),
cezij (Cs), bakar (Cu), Zeljezo (Fe), litij (Li), mangan (Mn), molibden (Mo), nikal (Ni), olovo (Pb),
rubidij (Rb), antimon (Sb), skandij (Sc),selen (Se), kositar (Sn), stroncij (Sr), titan (Ti), uran (U),
vanadij (V), itrij (Y), cink (Zn), i 6 makroelemenata: kalcij (Ca), kalij (K), magnezij (Mg), natrij
(Na), fosfor (P) i sumpor (S). Magnezij, kalcij i kalij nisu mjereni u ljuSturama jer u njima, kao
glavne faze, ¢ine dominantne elemente.

Kontrola kvalitete analitickog postupka koristenog za analizu elemenata izvrSena je

simultanom analizom praznog uzorka i certificiranog referentnog materijala Mussels (NCS zZC
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78005, takoder poznatog kao GBW-08571, Nacionalni analiticki centar za Zeljezo i Celik,

Peking, Kina).

3.5. Analize biokemijskih pokazatelja tkiva

Biokemijski pokazatelji odredivani su u homogenatima mekih tkiva petrovog uha. Tkiva
su vagana na preciznoj vagi (Kern, ABJ-NM/ABS-N, Njemacka) i homogenizirana na
vibracijskom kriomlinu (Freezer/MII*6875, SPEX SamplePrep, SAD) (Slika 11.) sa spremnikom
tekuceg dusika na -196 °C. Dobiveni homogenati centrifugirani su kroz 20 min. na4 °Ci 12.000
rpm (Centrifuge 5804R, Eppendorf, Njemacka). Supernatant je koristen za biokemijske analize
tkiva i analizu antioksidativhog kapaciteta, a do analize je pohranjen na -86 °C. Biokemijske

analize mekih tkiva petrovog uha provedene su za uzorke iz svih godiSnjih doba.

Slika 11. a. Kriomlin Freezer/MII*6875; b. uzorci petrovog uha pripremljeni za homogenizaciju

u kriomlinu
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3.5.1. Biokemijske analize mekih tkiva

Na biokemijskom analizatoru (Abbott, Njemacka) (Slika 12.), prema uputama
proizvodacCa, iz supernatanta homogenata tkiva komercijalnim reagensima izmjerene su
koncentracije elektrolita: Mg i Ca, metabolita: glukoze (GLU), te lipida: triglicerida (TRIG) i
kolesterola (CHOL).

CHITECT:,
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Slika 12. Analizator za mjerenje biokemijskih pokazatelja tkiva Architect c4000

Koncentracija Mg mjerena je u 3,2 pL supernatanta enzimatskom metodom izocitrat
dehidrogenaze, dok je koncentracija Ca mjerena u 2,6 UL supernatanta uporabom arsenazo-
[l metode. Koncentracija GLU odredena je u 2,0 uL supernatanta enzimskom metodom na
bazi heksokinaze/glukoza-6-fosfata katalitickom reakcijom dehidrogenaze. Koncentracije TRIG
i CHOL odredene su u 2,4 pL supernatanta koridtenjem enzimskih metoda s glicerol-fosfat
oksidazom i kolesterol-esterazom/kolesterol-oksidazom. Koncentracije GLU, TRIG, CHOL, Mg

i Ca izmjerene su kao mmol/L tkiva i potom preracunate u mg/g tkiva.

3.5.2. Analize antioksidativhog kapaciteta

Mjerenja antioksidativnog kapaciteta obuhvacala su odredivanje ukupnog
antioksidativnog statusa (TAS), aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i glutation peroksidaze
(GPx) kao biomarkera oksidativnog stresa, te odredivanje malondialdehida (MDA) kao

pokazatelja lipidne peroksidacije.
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3.5.2.1. Koncentracija malondialdehida (MDA) i tiobarbituratskih reaktivnih spojeva (TBARS)

Lipidna peroksidacija mjerena je prema nastanku reaktivnih tvari tiobarbiturne kiseline
(engl. Thiobarbituric acid reactive substances - TBARS), kao rezultat reakcije malondialdehida
(MDA) i tiobarbiturne kiseline (TBA) (Babic i sur., 2016). Reakcija stvara crveni pigment koji je
mjerljiv spektrofotometrijski.

Nakon vaganja, homogeniziranja i centrifugiranja, 250 uL supernatanta dodano je u 500
ML smjese reagensa triklor-octene kiseline (TCA) i butiliranog hidroksitoluena (BHT) kao 10%
TCA i 0,01% BHT (Kemika, Hrvatska). Nakon 15 s vrtloZzenja, uzorci su ohladeni kroz 15 min
na 4 °C i centrifugirani 10 min na 12.000 g. Supernatant (750 uL) pomijeSan je s 500 uyL TBA i
zagrijavan na 99 °C tijekom 30 min. Uzorci su vrtlozeni i stavljeni u grijaéi blok (ThermoMixerC,
Eppendorf, Njemacka) (30 min, 99 °C). Reakcija je zaustavljena na 4 °C, a apsorbancija
supernatanta o&itana je na 535 nm na &itadu plo¢a Infinite® 200 PRO (Tecan, Svicarska) u
triplikatu (Slika 13.). Koli¢ina kompleksa MDA-TBA odredena je pomoc¢u standardne krivulje
MDA i izrazena kao ng/g MDA/g tkiva, odn. koncentracija TBARS-a u supernatantu izraZena je
kao apsorbancija u mg/g tkiva.

Slika 13. Visemodalni ¢ita mikroplo€a Infinite® 200 PRO
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3.5.2.2. Ukupni antioksidativni status (TAS)

Ukupni antioksidativni status (TAS) mjeren je komercijalnim kitovima Randox (Dublin,
Irska) na biokemijskom analizatoru Abbott Architect c4000 (Abbott, Njemacka) prema uputama
proizvodaca.

Koncentracija TAS-a mjerena je u 4,0 yL supernatanta suzbijanjem proizvodnje
radikala, §to je vizualizirano sa specificnim kromogenom. TAS je, kao procjena nekvantitativhe
antioksidativne funkcije, mjeren kolorimetrijski, s rasponom mjerenja od 0,21 - 2,94 mmol/L, a

izrazen je kao mmol/g proteina.

3.5.2.3. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD) mjerena je komercijalnim kitovima
Randox (Dublin, Irska) na biokemijskom analizatoru Abbott Architect c4000 (Abbott,
Njemacka) prema uputama proizvodaca. Enzim SOD, koji katalizira dismutaciju superoksida
u kisik i vodikov peroksid, mjeren je kolorimetrijskom metodom, odn. stupnjem inhibicije
stvaranja superoksidnog radikala, u 5,0 pL supernatanta. Aktivnost SOD-a izrazena je kao

U/g proteina.

3.5.2.4. Aktivnost glutation-reduktaze (GPx)

Aktivnost enzima glutation-reduktaze (GPx) mjerena je komercijalnim kitovima Randox
(Dublin, Irska) na biokemijskom analizatoru Abbott Architect c4000 (Abbott, Njemacka) prema
uputama proizvodaca. Enzim GPx, koji uklanja antioksidanse €iS¢enjem slobodnih radikala,
mjeren je enzimskom metodom, s osjetljivos¢u od 75U/L. Odredivanje aktivnosti GPx temelji
se na oksidaciji glutationa hidroperoksidom i njegovoj aktivnosti u 4,0 yL supernatanta.

Aktivnost GPx-a izraZena je kao U/g proteina.

3.5.2.5. Aktivhost laktat-dehidrogenaze (LDH)

Aktivnost enzima laktat-dehidrogenaze (LDH) mjerena je komercijalnim kitovima
Randox (Dublin, Irska) na biokemijskom analizatoru Abbott Architect c4000 (Abbott, Njemacka)
prema uputama proizvodaca. Enzim LDH katalizira interkonverziju mlije¢ne kiseline i piruvicne
kiseline. Enzim je sastavljen od 4 peptidna lanca i postoji u 5 izomernih oblika. Najvise
koncentracije LDH oCekuju se u probavilu i miSiénom tkivu. Aktivhost LDH izraZena je kao U/g

proteina.

26



3.6. Odredivanje ukupnih lipida

Lipidi za odredivanje sastava masnih kiselina ekstrahirani su prema Smedesu (1999) i
ISO 5509:2000 metodi. Kako bi se saCuvale nezasi¢ene masne kiseline od oksidacije, zavrsni
korak Smedes metode, tj. suSenje na 103 °C, iskljuCen je iz protokola. Metilni esteri masnih
kiselina pripravljeni su transesterifikacijom s metanolom prema metodi ISO 5509:2000.
Ukratko, 60 mg ekstrahiranih lipida otopljeno je u 4 mL izooktana i dodano je 200 uL kalijevog
hidroksida u metanolu (2 mol/L). Smjesa je vrtlozena 30 s i ostavljena nekoliko minuta na
sobnoj temperaturi da reagira. Nakon toga joj je dodan 1 g natrijevog hidrogensulfata
monohidrata, promijedan, a bistri supernatant koji je sadrzavao metilne estere prebacen je u

bodicu.

3.7. Odredivanje masnokiselinskog sastava petrovog uha

Za analizu plinskom kromatografijom, 1 uL pripremljenih metilnih estera ubrizgan je u
Agilent Technologies 6890N Network GC sustav (Santa Clara, CA, SAD) opremljen
plamenoionizacijskim detektorom (Slika 14.). Metilni esteri masnih kiselina (FAME) odvojeni su
na DB-23 kapilarnoj koloni (60 mx0,25 mm x 0,25 uym (Agilent Technologies). Kao plin nosa&
koridten je helij s konstantnim protokom od 1,5 mL/min. Temperatura injektora postavljena je
na 250 °C, a detektora na 280 °C. Temperatura peci programirana je da raste za 7 °C/min od
pocetnih 60 °C do konaéne temperature od 220 °C gdje je odrzavana 17 minuta. Omjer podjele
bio je 30:1.

Masne kiseline identificirane su usporedbom njihovih retencijskin vremena s
retencijskim vremenima mjeSavine 37 komponenti FAME (Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, SAD). Metodom povrSinske normalizacije odreden je kvantitativni sastav masnih
kiselina izrazen kao relativni maseni udio (%) ukupnih masnih kiselina. Masne kiseline su se
grupirale i prikazale u skladu sa svojim stupnjem zasic¢enosti kao SFA, MUFA, PUFA, n-3, n-6
masne kiseline, odnosno kao zasiCene, jednostruko nezasi¢ene, viSestruko nezasiene,
omega-3 i omega-6 masne kiseline.

U ovom su radu analizirane slijedeCe masne kiseline: C14:0 (Miristinska kiselina, MA),
C15:0 (Pentadekanska kiselina, PDA), C16:0 (Palmitinska kiselina, PA), C16:1 (Palmitoleinska
kiselina, PO), C17:0 (Heptadekanska kiselina, HA), C18:0 (Stearinska kiselina, SA), C18:1n9
(Oleinska kiselina, OA), C18:1n7 (Vakcinska kiselina, VA), C18:2c (Linolna kiselina, LA), C20:1
(Gadoleinska kiselina, GA), C21:0 (Henekosanska kiselina, HNA), C20:4n6 (Arahidonska
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kiselina, AA), C20:5n3 (Eikosapentaenska kiselina, EPA), C22:5n3 (Dokosapentaenska
kiselina, DPA).

Slika 14. Plinski kromatograf Agilent Technologies 6890N Network GC sustav; izvor: Santa
Clara, CA, SAD

3.8. Histoloski prikaz grade tkiva petrovog uha

Grada histolo$kih struktura petrovog uha prikazana je histoloSko-morfoloSkom analizom
radi razumijevanja njegove reproduktivne funkcije i morfoloSkih odstupanja na mikroskopskoj
razini. Tkiva fiksirana u puferiranoj otopini 4 % formalina dehidrirala su se u serijskim
razrjedenjima otapala u histokinetu, uklopljena su u parafinske blokove, te rezana mikrotomom
na 3-5 ym (Slika 15.).

Slika 15. Priprema histoloSkih preparata za rezanje na mikrotomu
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Proces dehidracije odvijao se kroz seriju rastu¢ih koncentracija etanola (od 70 % do
100 %) i ksilena. Nakon dehidracije, tkiva su stavljena u plasticne histoloSke kazetice te u
parafinsku kupku (60 min) na nacin da su kazetice ubaene u spremiste zagrijanog dispenzora
parafina (Leica, Njemacka) te ostavljene preko noc¢i. Potom su tkiva iz kazeta toplom pincetom
izvadena i postavljena u kalup tako da se izbjegne stvaranje mjehuri¢a. Kazete su stavljene na
vrh kalupa te je iz dispenzora nadolijevan vruéi parafin. Kada se parafin ohladio, parafinski blok
je izvaden iz kalupa i pripremljen za rezanje.

Mikrotomom (RM2255, Leica, Njemacka) tkiva u parafinskim blokovima izrezana su na
3-5 um debljine kao sagitalni i transverzalni presjeci. Preparati su preneseni na predmetna
stakalca, obojeni su smjesom hematoksilin-eozina (HE) i pregledani binokularnim
mikroskopom (Olympus® BX51, Njemacka). Potom su odabrani preparati fotografirani i

preneseni na AnalySIS Soft Imaging Sustav (Olympus) radi kvalitativhe procjene.

3.9. StatistiCka obrada podataka

Za izradu grafikona hidrografskih parametara te obradu podataka koristen je program
Microsoft Office Excel.

Sve eksplorativne analize i statisti¢ki testovi provedeni su pomocéu R v4.2.1. programa
(R: A language and environment for statistical computing. URL: https://www.R-project.org/),
Chambers, 2008).

Razlike u omjeru spolova izmedu sezona analizirane su Chi-kvadrat testom. Rezultati

istraZivanja analizirani su kao zavisne varijable od interesa te su testirani na povezanost s
godisnjim dobom i spolom petrovog uha kao neovisnim, eksplanatornim varijablama.

Parametrijska jednosmjerna ANOVA i linearna regresija koriStene su za podatke koji su
u skladu s pretpostavkama normalnosti ostatka i homoscedasti¢nosti varijance. Podaci koji ne
udovoljavaju tim pretpostavkama analizirani su koristenjem neparametarskog Kruskal-Wallis
testa. Post hoc Tukeyjev, odn. Dunnov test za parne usporedbe sezona koriSteni su za
parametarske, odn. neparametarske testove. Za ispitivanja normalne distribucije podataka
koriSten je Shapiro-Wilkov test, a korelacije izmedu mjerenih parametara analizirane su
koriStenjem Spearmanovog koeficijenta korelacije. Za korelacijske testove koriStena je
Bonferronijeva prilagodba p vrijednosti. Razina znacajnosti za sve testove postavljena je na
manje od 0,05 (p < 0,05).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Osnovni hidrografski parametri

Na temelju prijasnjih opservacija profesionalnih ronioca locirano je netaknuto podrucje
bogato petrovim uhom. Podrucje uzorkovanja bilo je blizu obale, u zoni plime i oseke i
kamenitog morskog dna pliceg mora, na oko 7 m dubine. Temperatura mora, salinitet i otopljeni
kisik lokacije biljezeni su mjesecno tijekom godine (Tablica 4.) i na razli€itim dubinama (Slika
16.). Temperatura mora bila je najniza u sije¢nju i veljaci, a najviSa u kolovozu. Znacajne razlike
razine temperature zabiljezene su izmedu ljeta i zime, odn. najtoplijih i najhladnijih mjeseci.
Salinitet je bio ujednacen tijekom svih godiSnjih doba, ali vi§i u zimskim mjesecima.

Koncentracija topljenog kisika u ljeto i jesen bila je zna€ajno niZza od koncentracija u zimi.

Tablica 4. Temperatura, salinitet i otopljeni kisik mora kroz godiSnja doba, mjereni u blizini
mjesta uzorkovanja H. tuberculata. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (X) *
standardna devijacija (SD).

Proljec¢e Ljeto Jesen Zima
Temperatura 14,70 (3,57)% 23,34 (2,30)° 19,90 (2,88)>* 11,20 (2,97)?
(°C)
Salinitet 37,23 (1,44)2 36,48 (1,81)* 37,53 (0,91)* 38,30 (0,42)2
(psu*, %)
Otopljeni kisik 5,65 (0,34) 5,32 (0,28)2 5,30 (0,37)2 6,05 (0,29)°

(mg/L)
Znacajne razlike izmedu godiSnjih doba testirane su koriStenjem ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o
normalnosti testiranoj pomo¢u Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati u istom retku s razli¢itim slovima u eksponentu
(a,b,c) zna€ajno se razlikuju. Razina znacajnosti: p < 0,05. *Practical Salinity Unit (psu)
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Slika 16. Mjesecne oscilacije temperature mora (°C) u blizini mjesta uzorkovanja petrovog uha

(H. tuberculata) u sjevernom Jadranu. Temperatura je mjerenana 5, 7 i 10 m dubine.

4.2. Biometrijski parametri

Ukupno 135 primjeraka petrovog uha oba spola izvadeno je tijekom godi$njih sezona
kako bi se omogucila analiza jedinki u razli€itim fizioloSkim stanjima. Cjelovita masa ukupnog
petrovog uha (svih spolova) bila je najvisa u prolje¢e, dok je masa najzastupljenijih mekih tkiva
(probavne Zlijezde i midi¢a) bila najviSa zimi (Slika 17.). Masa pripadajucih ljustura bila je
najvida u proljece, te zna€ajno razli€ita od mase ljustura ljeti i zimi. Od biometrijskih parametara
Citavog puza, znacajne razlike zabiljezene su samo u ljusturama (Tablica 5.). Vrijednosti za
ukupne jedinke odnose se na muzjake, Zzenke i hermafrodite, kako u ovoj tablici, tako i u svim

slijede¢im tablicama gdje se spominje razdioba na: ukupno, M, F.
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Tablica 5. Biometrija muzjaka (M) i zenki (F) petrovog uha (H. tuberculata) tijekom godisnjih

doba, izmjerena nakon uzorkovanja (aritmeti¢ka sredina (X) + standardna devijacija (SD)).

Jedinke

Aritmeti¢ka sredina (X) * standardna devijacija (SD)

Proljec¢e Ljeto Jesen Zima
(n = 27) (n = 36) (n = 34) (n = 38)
Masa (g)
Ukupno 1327 (6,27) 12,27 (9,59) 12,59 (5,67) 12,59 (6,7)
Cielovita M 12,81 (5,76) 14,45 (11,76) 13,17 (6,94) 11,61 (7,02)
F 13,69 (6,89)  8,85(4,34)  1222(5,01) 13,55 (7,36)
Probavna  Ukupno 7.9 (4) 7,58 (5,97) 7,72 (3,46) 8,6 (4,56)
Flijezda i M 7,9 (3,94) 9,19 (7,31) 7,74 (3,7) 8,13 (4,86)
misic F 7.9 (4,21) 528 (2,58)  7,68(337) 884 (501)
Ukupno 1,01 (0,58) - 0,92 (0,42) 1,16 (0,55)
Gonade M 0,9 (0,44) . 1,01 (0,53) 1,08 (0,57)
F 1,11 (0,69) . 0,86 (0,36) 1,13 (0,52)
Ukupno 5,36 (2,49)7 3,43 (2,44)°  4,88(2,38)® 3,99 (2,28)>
Ljustura M 4,92 (1,94) 3,89 (2,94) 5,43 (3,28) 3,48 (2,21)
F 5,78 (2,93) 2,72 (1,44) 4,54 (1,79) 4,71 (2,58)
Dimenzija ljusture (mm)
Ukupno 42,98 (7,53)  39,15(8,65) 43,93 (6,29) 41,63 (7,55)
Duzina M 42,5 (6,89) 40,62 (9,39) 45,18 (6,96) 40,41 (8,55)
F 43,43 (8,31) 36,65 (7,27) 43,24 (6,09) 42,65 (7,52)
Ukupno 29,01 (5,38)" 25,99 (6,25)° 29,00 (4,34)7 27,53 (5,53)
Sirina M 28,48 (4,52)  27,2(6,76) 30,18 (4,82) 26,71 (6,03)
F 29,5 (6,2) 24 (5,18) 28,46 (4,22) 28,25 (6,15)
Ukupno 11,03 (2,16)  10,15(1,98)  11,25(1,35) 10,41 (1,85)
Visina M 10,82 (2,07) 10,49 (2,13)  11,55(1,47) 10,09 (1,99)
F 11,23 (2,31)  9,63(1,75)  11,11(1,29) 10,9 (2,01)

Znacajne razlike izmedu godiSnjih doba testirane su koriStenjem ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o
normalnosti testiranoj pomocéu Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su prikazani u retku "Ukupno", a godiSnja doba s
razli¢itim slovima u eksponentu (a,b,c) se znacajno razlikuju. Razlike izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg doba
testirane su koriStenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa ili Mann-Whitneyevog testa, no znacajnih
razlika izmedu spolova nije bilo. Svi testovi za razinu znacajnosti koriste p < 0,05. Gonade ljeti nije bilo moguée
izdvojiti od ostatka mekih tkiva.
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Na Slici 17. prikazan je kutijasti dijagram (engl. boxplot distribucija) vrijednosti duzinsko-
masenih parametara petrovog uha, ljusture i mekih tkiva kroz godiSnja doba, prema spolu. Na
osi X naznaCena su godiSnja doba (Sezona). Na osi y (Rezultati) oznafene su mjerene
vrijednosti, koje se za ukupnu masu organizma, masu mekih tkiva i ljuSture odnose na grame
(9), a za duZinu, Sirinu i visinu ljuSture na milimetre (mm). Masno otisnuta popreéna linija
oznacava medijan, dok prostori iznad i ispod medijana ozna€avaju prvi i treci kvartil. Linije koje
izlaze izvan okvira su najviSa ili najniza vrijednost koja nije veé¢a od 1,5 puta interkvartilnog
raspona prvog ili treceg kvartila. Vrijednosti izvan tih linija su tocke koje su prikazane zasebno.
Vrijednosti za muzjake (M) oznadene su crvenom, a za zenke (Z) plavom bojom. U kategoriji
ukupne mase organizama uocljivo je da su, osim u prolje¢e, medijani svih jedinki bili sli¢no
pozicionirani u svakom godiSnjem dobu, no uz razli€itu distribuciju podataka prema spolovima.
Interkvartilni raspon bio je najveci kod zenki u proljeé¢e i kod muzjaka zimi. U kategoriji mekih
tkiva najvedi je broj to€aka izvan kvartilnog raspona bio ljeti kod muzjaka, a najvec¢a disperzija

podataka u oba spola zimi.
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Slika 17. Boxplot distribucija vrijednosti duzinsko-masenih parametara ljusture i mekih tkiva H.

tuberculata kroz godiSnja doba, prema spolu
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4.3. Kemijski sastav mekih tkiva i ljustura

Kako je vidljivo u Tablici 6., sadrzaj vlage u mekim tkivima bio je najvisi ljeti, a ukupne vrijednosti
vlage bile su znacajno razli¢ite u sezonoma. Udio sirove masti bio je najviSi u jesen i zimu, dok
je udio sirovih bjelan€evina i pepela bio najvisi u proljece, a vrijednosti su bile znac¢ajno razli¢ite
po sezonama. Znacajno najnizi (p < 0,05) sadrzaj sirove masti i bjelanevina zabiljezeni su u
liethom razdoblju. Svi parametri osnovnog kemijskog sastava mekih tkiva pokazali su znacajnu

povezanost s godi$njim dobom, ali ne i sa spolom.

Tablica 6. Kemijski sastav mekih tkiva muzjaka (M) i Zenki (F) petrovog uha (H. tuberculata)

tijekom godidnjih doba (aritmeticka sredina (X) + standardna devijacija (SD)), kao postotak
sastava

Kemijski Aritmeti¢ka sredina (X) * standardna devijacija (SD)

sastav (%) Jedinke
Proljece Ljeto Jesen Zima
Ukupno 75,51 (0,05 82,63(0,08) 76,06 (0,04)° 76,87 (0,03)°
Vlaga M 75,52 (0,05) 82,69 (0) 76,07 (0,04) 76,88 (0,02)
F 75,5 (0,06) 82,62 (0,11) 76,06 (0,05) -
Ukupno 2,73 (0,03)¢ 1,78 (0,03)2 2,6 (0,01) 2,33 (0,06)°
Pepeo M 2,73 (0,03) 1,76 (0) 2,6 (0,01) 2,32 (0,05)
F 2,74 (0,04) 1,79 (0,04) 2,6 (0,01) -
Ukupno 18,51 (0,09)? 13,2 (0,17)° 18,19 (0,04)® 17,26 (0,04)"°
Bjelancevine M 18,5 (0,1) 13,08 (0) 18,19 (0,05) 17,27 (0,04)
F 18,52 (0,12) 13,23 (0,22) 18,2 (0,06) -
Ukupno 1,46 (0,06)° 1,14 (0,03)2 1,67 (0,13)° 1,64 (0,04)°
Masti M 1,46 (0,06) 1,12 (0) 1,68 (0,13) 1,65 (0,03)
F 1,48 (0,08) 1,15 (0,04) 1,65 (0,16) -

Znacajne razlike izmedu godi$njih doba testirane su koristenjem ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o
normalnosti testiranoj pomoc¢u Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su prikazani u retku "Ukupno", a godiSnja doba s
razli¢itim slovima u eksponentu (a,b,c,d) se zna€ajno razlikuju. Razlike izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg
doba testirane su koristenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa ili Mann-Whitneyevog testa, no znacajnih
razlika izmedu spolova nije bilo. Svi testovi za razinu znacajnosti koriste p < 0,05.
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Zimi za osnovnu kemijsku analizu nije bilo Zenki, $to se vidi i na Slici 18., gdje je

prikazan je kutijasti dijagram (engl. boxplot distribucija) vrijednosti osnovnog kemijskog

sastava mekih tkiva H. tuberculata kroz godiSnja doba, prema spolu. Na osi x naznaéena su

godisnja doba (Sezona). Na osi y oznacen je relativni udio (%) pojedinih kemijskih

parametara. Masno otisnuta popreéna linija ozna¢ava medijan, dok prostori iznad i ispod

medijana oznacavaju prvi i tre€i kvartil. Linije koje izlaze izvan okvira su najvisa ili najniza

vrijednost koja nije veéa od 1,5 puta interkvartilnog raspona prvog ili tre¢eg kvartila.

Vrijednosti izvan tih linija su toCke koje su prikazane zasebno. Vrijednosti za muzjake (M)

oznadene su crvenom, a za zenke (Z) plavom bojom. Distribucija svih vrijednosti bila je male

disperzije, osim kod sirovih masti u jesen, za oba spola.
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Slika 18. Boxplot distribucija vrijednosti osnovnog kemijskog sastava mekih tkiva H. tuberculata

kroz godiSnja doba, prema spolu
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Korelogram osnovnog kemijskog sastava i duzinsko-masenih parametara petrovog uha
prikazan je na Slici 19., nezavisno od spola i sezone s naznaenim pozitivnim (plavo) i
negativnim (crveno) Spearmanovim koeficijentima korelacije koji su izostavljeni ako nisu bili
znacajni nakon primjene Bonferronijeve prilagodbe p vrijednosti. Mjerene duzinsko-masene
vrijednosti se za ukupnu masu organizma, masu mekih tkiva i ljusture odnose na grame (g), a
za duzinu, Sirinu i visinu ljusture na milimetre (mm). Osnovni kemijski sastav podrazumijeva
relativni udio (%) pojedinih kemijskih parametara (vlagu (vodu), pepeo, bjelan€evine i masti).
Sve su korelacije prikazanih parametara uglavnom bile snazno do umjereno pozitivhe, osim za
korelaciju vlage sa pepelom i bjelanCevinama, gdje su izraZzeni negativni korelacijski

koeficijenti.
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Slika 19. Korelogram osnhovnog kemijskog sastava i duzinsko-masenih parametara H.
tuberculata

Sezonske fluktuacije (godisSnji ekstremi ljeto i zima) bile su vidljive kod elemenata u
tragovima i makroelementima u mekim tkivima i ljuSturama petrovog uha. Naime, od 27
elemenata u tragovima i 6 makroelemenata mjerenih u ukupnim mekim tkivima Skoljke (Tablice
7.1 8.), zna¢ajno veca koncentracija Ba, Co, Ni, Mn, Pb, Sb i Se primije¢ena je u zimskim
uzorcima u usporedbi s ljetnim, dok je znaCajno veca koncentracija As primijeCena tijekom

ljietnog razdoblja. Elementi u tragovima i makroelementi mjereni u ljuSturama u dva
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temperaturna ekstrema imali su zna¢ajno niZze koncentracije za Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Rb, S, U,
V iY tijekom zime, dok su viSe koncentracije bile za Be i Cd u odnosu na ljeto. Medutim,
znacajne razlike u elemenata u tragovima i makroelementima izmedu spolova nisu primijecene
niti u tkivima niti u ljuSturama.

Opcenito, samo 17 % analiziranih elemenata iz ljuStura bilo je viSe zimi nego ljeti, dok
je 67 % analiziranih elemenata iz tkiva bilo viSe zimi. Najvece razlike u mekim tkivima
primije¢ene su za Ba, Co, Mn, Ti, Y i Mg izmedu muzjaka i Zenki (zima), te za As i Ba izmedu
muzjaka i zenki (ljeto). Najvece razlike u ljusturama primijecene su za Al, Ba, Cr, Cu, Fe, Mn i
Srizmedu muzjaka i zenki (zima), te za Al, As i Se izmedu muzjaka i zenki (ljeto). Od elemenata
u tragovima zimi je u mekim tkivima prevladavalo Fe, slijedom koncentracija Fe > Al > Zn > Ni
>Cu>Sr>As>Ti>Mn>Ba>V>Rb>Pb>Cd>Mo>Co,Cr>Cr>Se>Li>Y>Sn>U
> Bi > Sh > Be, Sc > Cs. Od makroelemenata zimi je redoslijed koncentracija bio S > Na > K >
Ca>P > Mg.

Tablica 7. Koncentracija elemenata u tragovima (aritmeticka sredina (X) * standardna
devijacija (SD)) iz mekih tkiva i ljustura H. tuberculata kroz dva temperaturna ekstrema (ljeto i
zima), u muzjaka (M) i zenki (F)

Aritmeti¢ka sredina (X) *+ standardna devijacija (SD)

Elementi u
tzagf\/)'ma Jedinke Meka tkiva Ljustura
HOS Ljeto Zima Ljeto Zima

Al Ukupno 137.76 (73.18) 189.97 (147.03) 173.89 (56.69) 151.79 (67.77)
M 141.68 (63.14) 178.18 (174.08) 161.29 (57.48) 183.64 (64.31)
F 124.02 (135.8) 209.62 (118.86) 218 (29.7) 98.7 (32.26)

As Ukupno 28,48 (8,54) 17,64 (1,8)° 3,96 (0,8)? 3,76 (1,07)2
M 30,83 (8,11) 17,54 (1,54) 3,84 (0,86) 3,76 (1,26)
F 20,28 (3,89) 17,81 (2,55) 4,38 (0,5) 3,75 (0,92)

Ba Ukupno 3,79 (1,85)? 6,62 (3,01)° 5,02 (1,36)? 9,94 (14,77)?
M 4,16 (1,85) 7,93 (3,16) 5,06 (1,57) 5,54 (2,3)
F 2,52 (1,64) 4,44 (0,58) 4,88 (0,13) 17,27 (24,97)

Be Ukupno 0,03 (0,01)? 0,04 (0,02)2 0,15 (0,09)? 0,23 (0,06)°
M 0,03 (0,01) 0,03 (0,01) 0,12 (0,09) 0,22 (0,07)
F 0,04 (0,02) 0,05 (0,02) 0,23 (0,01) 0,27 (0,03)

Bi Ukupno 0,17 (0,06) 0,13 (0,04) 0,04 (0,02) 0,03 (0,02)
M 0,18 (0,06) 0,14 (0,03) 0,04 (0,02) 0,04 (0,02)
F 0,14 (0,04) 0,11 (0,05) 0,03 (0,01) 0,03 (0)

Cd Ukupno 3,18 (0,93)? 2,61 (1,05)2 0,06 (0,04)? 0,1 (0,05)°
M 3,3 (1,04) 2,62 (0,83) 0,06 (0,04) 0,09 (0,05)
F 2,78 (0,23) 2,6 (1,59) 0,06 (0,05) 0,13 (0,04)

Co Ukupno 0,77 (0,24)? 1,33 (0,73)° 0,41 (0,14)° 0,26 (0,11)?
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Aritmeti¢ka sredina (X) + standardna devijacija (SD)

Elementi u
t(raQ/O\/)'ma Jedinke Meka tkiva Ljustura
HOS Ljeto Zima Ljeto Zima
M 0,8 (0,15) 1,54 (0,87) 0,4 (0,16) 0,26 (0,13)
F 0,66 (0,54) 0,97 (0,22) 0,44 (0,04) 0,26 (0,1)
Cr Ukupno 3,9 (0,82)7 4,45 (1,11)? 7,26 (3,02)° 3,52 (3,27)7
M 4,06 (0,87) 4,69 (1,38) 7,74 (2,65) 4,56 (3,88)
F 3,33 (0,18) 4,04 (0,35) 5,58 (4,83) 1,78 (0,22)
Cs Ukupno 0,03 (0,01) 0,03 (0,02) 0,01 (0) 0,01 (0,01)
M 0,03 (0,01) 0,03 (0,02) 0,01 (0) 0,01 (0,01)
F 0,02 (0,02) 0,03 (0,01) 0,02 (0) 0,01 (0)
Cu Ukupno 41,29 (9,61)? 43,77 (11,8)? 7,67 (2,79)° 4,17 (2,89)°
M 38,01 (7,05) 44,64 (10,4) 8,16 (2,45) 5,07 (3,44)
F 52,78 (10,03) 42,33 (16,32) 5,98 (4,33) 2,66 (0,36)
Fe Ukupno 757,64 (286,39) 826,16 (152,67) 165,87 (99,82) 117,22 (100,83)
M 811,89 (191,65) 864,31 (159,6) 165,4 (111,51) 87,06 (39,23)
F 567,78 (585,94) 762,58 (144,67) 167,5(71,42) 167,5(162,59)
Li Ukupno 0,5 (0,14) 0,51 (0,17) 0,83 (0,08) 0,8 (0,08)
M 0,53 (0,11) 0,53 (0,19) 0,82 (0,09) 0,78 (0,09)
F 0,4 (0,24) 0,47 (0,15) 0,88 (0,01) 0,83 (0,07)
Mn Ukupno 3,07 (0,89)? 17,04 (24,28)° 20,48 (9,28)? 12,06 (5,3)°
M 3,23 (0,74) 21,65 (30,74) 20,03 (10,66) 11,59 (5,53)
F 2,54 (1,51) 9,34 (5,62) 22,05 (1,34) 12,85 (5,97)
Mo Ukupno 2,5 (0,56) 2,54 (1,38) 0,26 (0,09) 0,16 (0,11)
M 2,71 (0,36) 2,98 (1,62) 0,28 (0,09) 0,17 (0,13)
F 1,77 (0,56) 1,8 (0,33) 0,2 (0,13) 0,15 (0,11)
Ni Ukupno 47,32 (14,032 70,04 (15,15)° 8,42 (2,57)? 6,67 (2,12)?
M 48,63 (15,22) 67,52 (16,84) 8,11 (1,79) 6,85 (2,52)
F 42,73 (11,46) 74,23 (13,94) 9,5 (5,52) 6,38 (1,69)
Pb Ukupno 1,33 (0,38)? 2,8 (1,38)° 1,63 (0,66)° 0,51 (0,24)2
M 1,4 (0,42) 3,05 (1,64) 1,71 (0,74) 0,46 (0,22)
F 1,11 (0,01) 2,39 (0,91) 1,34 (0,03) 0,6 (0,29)
Rb Ukupno 4,31 (0,66)? 3,91 (0,42)2 0,31 (0,07)° 0,21 (0,09)2
M 4,55 (0,52) 4,01 (0,3) 0,3 (0,07) 0,24 (0,11)
F 3,5 (0,45) 3,75 (0,61) 0,36 (0,09) 0,17 (0,04)
Ukupno 0,04 (0,01)? 0,05 (0,01)° 0,08 (0,02)? 0,08 (0,01)2
Sb M 0,04 (0,01) 0,06 (0,01) 0,09 (0,02) 0,08 (0,01)
F 0,03 (0,01) 0,05 (0) 0,08 (0,01) 0,07 (0,01)
Ukupno 0,07 (0,03) 0,04 (0,03) 0,04 (0,01) 0,06 (0,03)
Sc M 0,07 (0,03) 0,04 (0,03) 0,04 (0,01) 0,05 (0,04)
F 0,06 (0,01) 0,05 (0,02) 0,06 (0) 0,06 (0)
Ukupno 0,83 (0,29)? 1,25 (0,46)° 48,1 (36,82)7 32,98 (43,99)°
Se M 0,82 (0,32) 1,32 (0,58) 58,56 (35,11) 36,45 (49,18)
F 0,85 (0,26) 1,12 (0,17) 11,5 (1,56) 27,19 (43,06)
Ukupno 0,15 (0,04) 0,2 (0,08) 0,2 (0,08) 0,16 (0,05)
Sn M 0,16 (0,04) 0,18 (0,03) 0,21 (0,09) 0,16 (0,05)
F 0,12 (0,02) 0,24 (0,13) 0,17 (0,04) 0,17 (0,05)
Sr Ukupno 42,22 (17,1) 40,44 (14,76) 1540,33 (209,35) 1515 (100,56)
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Aritmeti¢ka sredina (X) + standardna devijacija (SD)

Elementi u
t(raQ/O\/)'ma Jedinke Meka tkiva Ljustura
HOS Ljeto Zima Ljeto Zima
M 43,37 (16,66) 38,1 (17,77) 1544,14 (239,78) 1531,4 (117,34)
F 38,17 (25,14) 44,34 (9,74) 1527 (72,12)  1487,67 (77,86)
Ukupno 9,3 (4,61) 17,63 (11,55) 15,32 (4,86) 10,35 (5,37)
Ti M 9,56 (3,85) 16,98 (10,95) 14,72 (4,58) 12,42 (5,84)
F 8,39 (8,9) 18,73 (14,99) 17,4 (7,21) 6,89 (2,06)
Ukupno 0,22 (0,08)? 0,15 (0,06)? 0,13 (0,07)? 0,05 (0,02)°
u M 0,23 (0,09) 0,16 (0,06) 0,14 (0,07) 0,05 (0,02)
F 0,21 (0,02) 0,13 (0,04) 0,1 (0,04) 0,06 (0,02)
Ukupno 3,45 (1,32)? 4,69 (3,08)? 0,84 (0,29)° 0,48 (0,16)2
\Y M 3,69 (1,42) 5,35 (3,7) 0,8 (0,28) 0,52 (0,18)
F 2,61 (0,26) 3,59 (1,69) 0,98 (0,4) 0,42 (0,14)
Ukupno 0,71 (0,75)? 0,42 (0,44)° 0,21 (0,1)? 0,09 (0,04)°
Y M 0,73 (0,84) 0,51 (0,55) 0,21 (0,11) 0,1 (0,05)
F 0,63 (0,59) 0,27 (0,13) 0,18 (0,08) 0,08 (0,01)
Ukupno 105,78 (16,13) 121,16 (36,7) 13,22 (5,75) 11 (8,03)
Zn M 108,01 (11,82) 133,43 (41,67) 13,64 (6,57) 8 (2,87)
F 98 (32,98) 100,7 (15,44) 11,75 (0,49) 15,99 (12,23)

Znacajne razlike izmedu godiSnjih doba, za rezultate u mekim tkivima i u ljuSturama, testirane su koriStenjem
ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o normalnosti testiranoj pomoc¢u Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su
prikazani u retku "Ukupno", a godiSnja doba s razli¢itim slovima u eksponentu (a,b) se znacajno razlikuju. Razlike
izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg doba testirane su kori§tenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa
ili Mann-Whitneyevog testa, no znac¢ajnih razlika izmedu spolova nije bilo. Svi testovi za razinu znacajnosti koriste

p < 0,05.
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Tablica 8. Koncentracija makroelemenata (aritmeti¢ka sredina (X) + standardna devijacija

(SD)) iz mekih tkiva i ljuStura H. tuberculata kroz dva temperaturna ekstrema (ljeto i zima), u

muzjaka (M) i Zenki (F)

Aritmeti¢ka sredina (X) * standardna devijacija (SD)

Makro-

clomenti “edinke Meka tkiva Ljustura
(mg/g) Ljeto Zima Ljeto Zima
Ca Ukupno 4,96 (2,51) 5,27 (2,40) <LD <LD
M 5.18 (2.48) 4.30 (2,49) <LD <LD
F 4,19 (3,43) 6,89 (1,25) <LD <LD
K Ukupno 10,02 (1,52) 10,06 (1,11) <LD <LD
M 10,56 (1,23) 10,51 (0.50) <LD <LD
F 8,12 (0,31) 9,32 (1,56) <LD <LD
Mg Ukupno 3,49 (0,7) 3,17 (0,22) <LD <LD
M 3,69 (0,63) 3.21(0.27) <LD <LD
F 2,82 (0,63) 3,11 (0,12) <LD <LD
Na Ukupno 18,52 (3,45) 16,62 (2,27) 7,34 (0,37) 7.48 (0,53)
M 19,53 (3,1) 17.77 (2.05)  7.33(0,33) 7.60 (0.63)
F 14,98 (2,28) 14,71 (0.94)  7.37 (0.65) 7.30 (0.33)
Ukupno 3,98 (0,94) 4,29 (0,36) 0,025 (0,01) 0,022 (0,009)
P M 4,10 (0,93) 4,29 (0,28) 0,025 (0,01) 0,02 (0,01)
F 3.54 (1.21) 430 (0,55) 0,022 (0,001) 0,024 (0.007)
Ukupno 20,01 (1,71)? 21,62(1,877 0,83 (0,317 0,59 (0,07)°
s M 20,67 (1,44) 2223(0,91) 0,86 (0,33) 0,60 (0,08)
F 18,00 (0,009) 20,60 (2,85) 0,72 (0.25) 0.56 (0.05)

Znacajne razlike izmedu godiSnjih doba, za rezultate u mekim tkivima i u ljuSturama, testirane su koriStenjem
ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o normalnosti testiranoj pomoc¢u Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su
prikazani u retku "Ukupno", a godiSnja doba s razli¢itim slovima u eksponentu (a,b) se znacajno razlikuju. Razlike
izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg doba testirane su kori$tenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa
ili Mann-Whitneyevog testa no znacajnih razlika izmedu spolova nije bilo. Svi testovi za razinu znac¢ajnosti koriste p
< 0,05. Oznaka <LD znaci da je dobiveni rezultat ispod limita detekcije (LD) instrumenta.

Kutijasti dijagrami (engl. boxplot distribucija) prikazuju vrijednosti elemenata u
tragovima (Slika 20.) i makroelemenata (Slika 21.) iz ljusture i iz mekih tkiva H. tuberculata kroz
ljieto i zimu, prema spolu. Na osi x nazna€ena su godi$nja doba (Sezona). Na osi y (Rezultati
u ljusturi) oznaCena je ukupna koncentracija elemenata i mikroelemenata (ug/g). Masno
otisnuta poprec¢na linija oznacava medijan, dok prostori iznad i ispod medijana oznacCavaju prvi
i tre¢i kvartil. Linije koje izlaze izvan okvira su najviSa ili najniza vrijednost koja nije ve¢a od 1,5
puta interkvartiinog raspona prvog ili treceg kvartila. Vrijednosti izvan tih linija su toCke koje su

prikazane zasebno. Vrijednosti za muzjake (M) oznaCene su crvenom, a za Zzenke (Z) plavom

bojom. Na obe se slike vidi velika fluktuacija vrijednosti mjerenih parametara izmedu toplog i
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hladnog godiSnjeg razdoblja, kao i razlike u distribuciji podataka prema spolovima i sezonama,

za ljusture i za meka tkiva.

Slika 20. Boxplot distribucija vrijednosti elemenata u tragovima i makroelemenata iz ljuStura H.
tuberculata kroz ljeto i zimu, prema spolu. Mjerene vrijednosti izraZene su kao pg/g za elemente

u tragovima te kao mg/g za makroelemente.
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Slika 21. Boxplot distribucija vrijednosti elemenata u tragovima i makroelemenata iz mekih tkiva
H. tuberculata kroz ljeto i zimu, prema spolu. Mjerene vrijednosti izrazene su kao pg/g za

elemente u tragovima te kao mg/g za makroelemente.
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Korelacija mjerenih elemenata u tragovima i makroelemenata iz ljuStura (Slika 22.) i
mekih tkiva (Slika 23.) s duzinsko-masenim parametrima petrovog uha, prikazana je nezavisno
od spola i sezone, s naznaCenim pozitivnim (plavo) i negativnim (crveno) Spearmanovim
koeficijentima korelacije koji su izostavljeni ako nisu bili znacajni nakon primjene Bonferronijeve
prilagodbe p vrijednosti. Mjerene duzinsko-masene vrijednosti se za ukupnu masu organizama,
masu mekih tkiva i ljuStura odnose na grame (g), a za duzinu, Sirinu i visinu ljusture na milimetre
(mm). Ukupna koncentracija elemenata i mikroelemenata mjerena je u pg/g. Vrlo srodne
pozitivne korelacije elemenata i biometrijskih parametara mozemo uo€iti i kod mekih tkiva i kod

ljusSture petrovog uha.
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Slika 22. Korelogram elemenata u tragovima i makroelemenata iz ljustura i duzinsko-masenih

parametara H. tuberculata. Mjerene vrijednosti izrazene su kao pg/g za elemente u tragovima

te kao mg/g za makroelemente.

45



C
22 =
ZSBEEE
sfo ES
535 as
XD E®Y _ 002Tcuwo
DE2T00N>J0r=00no0n
Ukupna masa (9) @ 0000 ®
Meka tkiva (9) @999 ®
Liustura (0) @OO®
Duzina (mm) @ @@
Sirina (mm) @@
Visina (mm) @
U @ °
Be @
Rb @
Mo @
Cd@
Sn @
Cs @
Pb
Bi

Bi
u

Na

Mg
Al
P
S

Ca
Sc
Ti

Vv

Cr
Fe
Co
Ni

Cu
Zn
Sr
Y

Sb
Ba
K

As
Se

0.8

0.6

0.4

0.2

-0.2

-0.4

-0.6

-0.8

Slika 23. Korelogram elemenata u tragovima i makroelemenata iz mekih tkiva i duzinsko-

masenih parametara H. Tuberculata. Mjerene vrijednosti izrazene su kao pg/g za elemente u

tragovima te kao mg/g za makroelemente.
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4.4. Biokemijski pokazatelji

Koncentracija osnovnih biokemijskih parametara (Tablica 9.) metabolita (GLU) i lipida
(CHOL, TRIG) bila je navisa ljeti, kako za ukupne jedinke (ukljuCujuci i muzjake i zenke i
hermafrodite), tako i za jedinke pojedinacnih spolova, osim za GLU kod zenki, koja je bila
najvida u jesen. NajviSe vrijednosti po spolu izmjerene su ljeti kod muzjaka za GLU i TRIG, te
kod Zenki za CHOL. Elektroliti (Mg i Ca) najviSe vrijednosti imali su u jesen, a u oba elektrolita
vrijednosti su bile viSe u muzjaka nego u Zenki, iako ne znac¢ajno. Vrijednosti Mg, TRIG i CHOL
u ukupnim su uzorcima bile znacajno razli€ite u ljeto u odnosu na druge sezone. Vrijednosti Ca
u ukupnim su uzorcima bile zna€ajno razli€ite u ljeto u odnosu u proljecCe i jesen. Muzjaci i

zenke nisu pokazivali zna€ajne razlike niti za jedan parametar kroz istraZivane sezone.

Tablica 9. Parametri biokemijskih pokazatelja mekih tkiva muzjaka (M) i zenki (F) petrovog uha

(H. tuberculata) tijekom godisnjih doba (aritmeti¢ka sredina (X) *+ standardna devijacija (SD))

, _ Aritmeti¢ka sredina (X) * standardna devijacija (SD)
Parametri Jedinke

Proljec¢e Ljeto Jesen Zima
Ukupno 0,5 (0,33) 232(3,08) 062(048) 0,26 (0.25)
%59) M 0,32 (0,13) 452(3,03) 0,4 (0,29) 0,42 (0,17)
F 0,76 (0,41) 0,12(0,11) 126(014) 0,03 (0,02)
Ukupno 0,02 (0,01) 0,27 (0,23)° 0,04 (0,047 0,03 (0,01)°
?n']"g?g'-) M 0,01 (0) 0,26 (0,19) 0,04 (0,03) 0,03 (0,01)
F 0,02 (0) 0,28 (0,31) 0,03 (0) 0,02 (0,01)
Ukupno 0,01 (0)° 0,63 (050 0,05(0,087 0,01 (0,01)
(Tn?gl;%) M 0,01 (0) 0,8(0,55) 0,04 (0,05) 0,02 (0)
F 0,01 (0) 0,47 (0,49) 0,01 (0) 0,01 (0)
Ukupno 0,76 (0,19)° 0.2(0,15) 244 (2,847 0,61 (0,14)®
(Cr:g o) M 0,82 (0,23) 0,23(0,19) 2,28 (2,84) 0,57 (0,16)
F 0,66 (0,04) 0,17 (0,14)  1,02(0,11) 0,68 (0,11)
Ukupno 4,35 (1,15)° 0,32 (0,2 13,89 (15,827 3,63 (0,68)°
?"n?g o) M 4,46 (1,56) 0,31(0,22) 11,25(12,66) 3,6 (0,95)
4,18 (0,6) 0,34 (0,24) 6,6 (0,88) 3,69 (0,19)

Znacajne razlike izmedu godisnjih doba testirane su koristenjem ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o
normalnosti testiranoj pomocéu Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su prikazani u retku "Ukupno”, a godiSnja doba s
razli¢itim slovima u eksponentu (a,b) se znacajno razlikuju. Razlike izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg doba
testirane su koriStenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa ili Mann-Whitneyevog testa no znacajnih
razlika izmedu spolova nije bilo. Svi testovi za razinu znacajnosti koriste p < 0,05.
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Parametri antioksidativne obrane tkiva (Tablica 10.) u ovom istrazivanju varirali su
prema godi$njim dobima, ali ne toliko izmedu spolova. Vrijednosti TBARS-a razlikovale su se
viSe izmedu godisnjih doba (uzorci ljeta i jeseni imali su zna€ajno viSe vrijednosti u usporedbi
s uzorcima proljeéa i zime) nego izmedu spolova u odgovaraju¢im godidnjim dobima, pri ¢emu
su najviSe vrijednosti zabiljeZene tijekom jeseni kod muzjaka i ljeta kod Zenki. Nisu zabiljeZzene
znacajne razlike izmedu godiSnjih doba i spolova tijekom zime i prolje¢a. Utjecaj godi$njih doba
na enzimske aktivnosti u ovom istrazivanju nije bio jednoli¢an, pokazujuéi znacajno viSe
vrijednosti za SOD ljetii za LDH i TAS u prolje¢e, dok su jedine znacajne razlike izmedu spolova
primije¢ene u slu€aju LDH-a, koji je bio znagajno veéi kod muzjaka, a samo u proljeée je davao

rezultate koji su bili razli€iti od nule. TAS nije bio mjerljiv u ljeto.

Tablica 10. Parametri antioksidativhe obrane mekih tkiva muzjaka (M) i zenki (F) petrovog uha
(H. tuberculata) tijekom godisnjih doba (aritmeti¢ka sredina (X) *+ standardna devijacija (SD)).

, _ Aritmetika sredina (X) *+ standardna devijacija (SD)
Parametri Jedinke

Proljece Ljeto Jesen Zima
Ukupno 88,31 (51,357 2892 (1672,63)° 43,94 (11,427 121,38 (108,55)°
(SUC/’; M 110,26 (57,6) 324233 (2554,05) 46,55 (4.88) 159,06 (134,77)
F 5538(17.25) 254167 (320,63) 50,95(379) 64,88 (12,9)
Ukupno 41,16 (5.8) 47,67 (23,05) 39,01 (3.12) 48,38 (11,5)
(CfJF/’S) M 4189(7,59)  4933(3137)  39.67(023) 54,05 (11,99)
F 40,06 (3,9) 46 (18,33) 41,04 (0,98) 39,88 (0,94)
Ukupno 0,19 (0,17) <LD <LD <LD
'(-L[J’/g) M 0,2 (0,18) <LD <LD <LD
F 0,17 (0,24) <LD <LD <LD
Ukupno 0,87 (0,14)° 2,58 (1,05)" 345 (349¢° 0,72 (0,09)°
(Tnz//\gF;S M 0,77 (0,04) 2,51 (1) 2,89 (2,34) 0,72 (0,1)
F 1,02 (0,1) 2,64 (1,33) 118 (0,12) 0,71 (0,12)
Ukupno 0,9 (0,44)° i 0,33 (0,59 0,08 (0,01)
Irﬁriol o M 0,76 (0,56) ; 0,73 (0,92) 0,08 (0,01)
F 1,11 (0,05) ] 0,07 (0,02) 0,06 (0)

Znacajne razlike izmedu godisnjih doba testirane su koristenjem ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o
normalnosti testiranoj pomoc¢u Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su prikazani u retku "Ukupno", a godiSnja doba s
razli¢itim slovima u eksponentu (a,b) se znacajno razlikuju. Razlike izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg doba
testirane su koriStenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa ili Mann-Whitneyevog testa no znacajnih
razlika izmedu spolova nije bilo. Svi testovi za razinu znacajnosti koriste p < 0,05. Oznaka <LD znaci da je dobiveni
rezultat ispod limita detekcije (LD) instrumenta.
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Na Slici 24. prikazan je kutijasti dijagram (engl. boxplot distribucija) vrijednosti
biokemijskih parametara i parametra lipidne peroksidacije mekih tkiva H. tuberculata kroz
godiSnja doba, prema spolu. Na osi x naznatena su godiSnja doba (Sezona). Na osi y
(Rezultati) oznacene su mjerene vrijednosti za pojedine parametre: SOD (U/g), GPx (U/g), LDH
(U/g), TBARS (ng MDA/g), TAS (mmol/g). Masno otisnuta poprecna linija oznaava medijan,
dok prostori iznad i ispod medijana oznac€avaju prvi i treci kvartil. Linije koje izlaze izvan okvira
su najvisa ili najniza vrijednost koja nije ve¢a od 1,5 puta interkvartiinog raspona prvog ili treceg
kvartila. Vrijednosti za muzjake (M) oznagene su crvenom, a za zenke (Z) plavom bojom. LDH
je samo u prolje¢e davao rezultate koji su bili razli¢iti od nule. TAS nije bio mjerljiv u ljeto.
Distribucija vrijednosti mjerenih parametara bila je razli¢ita izmedu spolova, te je za vecinu
parametara interkvartilni raspon pokazivao veéu disperziju podataka kod muzjaka, dok su

lokacije medijana izmedu spolova bile podudarne samo za SOD ljeti i za GPx u proljece.
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Slika 24. Boxplot distribucija vrijednosti biokemijskih parametara i parametra lipidne
peroksidacije mekih tkiva H. tuberculata kroz godisnja doba, prema spolu. Mjerene vrijednosti
izrazene su kao U/g proteina za SOD, GPx, LDH, kao mmol/L proteina za TAS, te kao mg/g
tkiva za TBARS.

Korelacija mjerenih biokemijskih parametara antioksidativhog kapaciteta, parametra
lipidne peroksidacije i duzinsko-masenih parametara petrovog uha, nezavisno od spola i

sezone, prikazana je na Slici 25. Korelogram je s naznacenim pozitivnim (plavo) i negativnim
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(crveno) Spearmanovim koeficijentima korelacije koji su izostavljeni ako nisu bili znacajni
nakon primjene Bonferronijeve prilagodbe p vrijednosti. Mjerene duzinsko-masene vrijednosti
se za ukupnu masu organizma, masu mekih tkiva i ljuSture odnose na grame (g), a za duzinu,
Sirinu i visinu ljuSture na milimetre (mm). Mjerene vrijednosti za pojedine parametre izrazene
su kako slijedi: SOD (U/g), GPx (U/g), LDH (U/g), TBARS (ng MDA/g), TAS (mmol/g). LDH je

samo u prolje¢e davao rezultate koji su bili razliiti od nule. TAS nije bio mjerljiv u ljeto.
Biokemijski parametri antioksidativnog kapaciteta nisu imali nikakve korelacije sa
biometrijskim parametrima puza, te se na korelogramu uo¢ava samo medusobno pozitivha

korelacija duzinsko-masenih parametara.
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Slika 25. Korelogram biokemijskih parametara antioksidativhog kapaciteta, parametra lipidne
peroksidacije i duzinsko-masenih parametara H. tuberculata, nezavisno od spola i sezone.
Mijerene vrijednosti izrazene su kao U/g proteina za SOD, GPx, LDH, kao mmol/L proteina za
TAS, te kao mg/g tkiva za TBARS.
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4.5. Masnokiselinski sastav

Sastav masnih kiselina mekih tkiva (Tablica 11.) varirao je u razli€itim godiSnjim dobima,
kao i izmedu spolova. Udjeli ukupnih zasi¢enih masnih kiselina (SFA) bili su sli¢ni u proljece i
jesen, najvisi ljeti, a najmanji zimi. Primjetne spolne razlike u proporcijama SFA bile su u
proljetnim i ljetnim uzorcima. Tako je zastupljenost SFA u petrovog uha bila najviSa u razdoblju
visokih temperatura mora, pogotovo kod Zenki, $to je osobito vidljivo kod C16:0 (PA). Udio
ukupnih jednostruko nezasic¢enih masnih kiselina (MUFA) poveéao se u jesen, sa znacajnim
razlikama izmedu muzZjaka i Zenki u proljeée i ljeto. Udjeli ukupnih viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina (PUFA) bili su najviSi zimi, uz znac€ajne razlike izmedu muzjaka i Zzenki u
proljece i ljeto. Konkretno, petrovo uho imalo je izrazito divergentan rodni sastav C14:00
(proljece), C15:00 (ljeto), C16:00 (ljeto), C17:00 (ljeto), C16:1 (ljeto), C18:1n9 (proljece i ljeto),
C18:1n7 (proliece), C18:2 (ljeto), C20:5n3 (prolje¢e i ljeto), C22:5n3 (ljeti), a omijer
neidentificiranih masnih kiselina ljeti. Znacajne varijacije visokih i niskih udjela tijekom godisnjih
doba pronadene su za C16:00, C18:1n9 i C20:5n3.

Opcenito uzevsi, ustanovljena je znacCajna varijacija izmedu godi$njih doba za sve
masne kiseline osim C22:5n3, i izmedu spolova za sve osim C21:0. Modeliranje je pokazalo
obrazac za sve masne kiseline da su zna¢ajno povezane s godi$njim dobom, no ne i sa spolom,
te je naznacilo da glavni uzrok razlika izmedu spolova proizlazi iz interakcijskog ucinka izmedu
godiSnjeg doba i spola. Drugim rije€ima, koncentracije masnih kiselina nisu razliite izmedu
spolova tijekom zime i jeseni, ve¢ samo tijekom proljeca i ljeta gdje su neke viSe kod zenki, dok
su druge viSe kod muzjaka. Posebno su koncentracije C15:0, C17:0, C18:0, C18:2c, C20:4n6,
C20:5n3 i C22:5n3 bile vise kod muzjaka nego kod Zenki tijekom toplijeg dijela godine, dok su

ostale bile viSe kod Zenki nego kod muZjaka.
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Tablica 11. Sastav masnih kiselina mekih tkiva muzjaka (M) i zZenki (F) petrovog uha (H.

tuberculata) tijekom godidnjih doba (aritmeticka sredina (X) + standardna devijacija (SD)), kao

postotak ukupnih masnih kiselina

Masna kiselina

Aritmeti¢ka sredina (X) + standardna devijacija (SD)

(%) Jednke Proljece Ljeto Jesen Zima
Ukupno 4.4 (0.8)° 444 (0,42  33(0,07¢ 3,52 (0,09)
C14:0 M 367(016) 401(0,08)  3,27(0,09) 3,5 (0,04)
F 499 (056) 478(0,12)  332(0,06)  3,53(0,13)
Ukupno 1.2 (0,17 1,51 (0417  16(0,08°F 1,33 (0,07)°
C15:0 M 136002 194(002) 1,53 (0,06) 1,3 (0,02)
F 1,08(012) 1,18 (0,09) 1,67 (0)t 1,37 (0,09)
Ukupno 21,14 (1,58)® 24,89 (3,5 20,67 (0,39)° 18,02 (0,27)°
C16:0 M 19,62 (0,24 2149 (0,74 20,38 (0,06) 17,89 (0,35)
F o 2222(1,41) 27,61 (1,83)1 20,95(0,38) 18,14 (0,08)'
Ukupno 1,46 (0,32)° 1,76 (0,82)° 1,12 (0,05 1,68 (0,11)°
C16:1 M 115(0,07) 095(02)  111(0,01) 1,57 (0,04)
F 168(022) 241(035¢  113(0,08)  1,78(0,03)
Ukupno 2,46 (0,34)° 2,09 (0,49 2,58 (0,14)° 2,35 (0,03)®
C17:0 M 278(002) 26(0,07)  248(0,04)  2,35(0,03)
F 223(0251 1,69(0,14)  269(012)  2,35(0,03)
Ukupno 7,74 (0,82 7,56 (0,92)° 872 (043)° 7,84 (0,15)
C18:0 M 851(003) 843(0,1)  9,05(0,38) 7,95 (0,15)
F 718(0,61) 686(0,56)  84(0,01)  7,73(0,03)
Ukupno 6,25 (1,97 9,31 (3.66)° 6,16 (0,597 4,21 (0,24)°
C18:1n-9 M 438(0,09) 559 (0,44)  623(0,13)  4,15(0,31)
F 758147 1229(133)'  6,08(0,87)  4.27(0,17)
Ukupno 7,74 (1,000 7,11 (1,597 64 (0,13)F 7,08 (0,15)®
C18:1n-7 M 672(012) 546(023)  648(0,05 7,22 (0,04)
F 846(0,83)' 842(0,39)  631(014) 6,94 (0,02)"
Ukupno 1,27 (0,16)F 1,3 (0,42)® 14 (0,117 1,47 (0,04)
c18:2¢ M 142(006) 172(015  1,538(0,03) 1,49 (0,03)
F 117(013)F 096 (0,14))  142(0,16) 1,44 (0,04)"
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Masna kiselina

Aritmeti¢ka sredina (X) * standardna devijacija (SD)

(%) Jednke Proljece Ljeto Jesen Zima
Ukupno 4,05 (0,26)° 4,01 (0,37 456 (0,35° 3,17 (0,26)°
C20:1 M 381(0,02) 435(0,15)  436(0,02° 3,37 (0,23)
F 422019 375(0,23) 4,76 (041)" 2,96 (0,03)t
Ukupno 0 (0) 0,5 (0,4) 0(0) 0(0)
C21:0 M 0(0) 0,49 (0,56) 0(0) 0(0)
F 0(0) 0,51 (0,29) 0(0) 0(0)
Ukupno 843 (1,330 7.92(116)7  11,15(0,08) 10,61 (0,23)°
C20:4n6 M 97(0,04) 906(0,34) 11,08 (0,04)  10,5(0,27)
F 752(098) 70105 11210020 1073 (0,09)
Ukupno 13,36 (2,02 9,35(2,27 11,11 (021 16,66 (0,51)
C20:5n3 M 1527 (0,1 11,59(0,1)  11,25(0,2) 16,46 (0,54)
F 12(15¢  7,56(0,83)) 10,98 (0,13) 16,85 (0,44)
Ukupno 9,35(0,97)  8(1,97) 9,23(0,31) 9,76 (0,13)
C22:5n3 M 10,27 (0,25 10,05(0,17) 9,07 (0,36) 9,75 (0,1)
F 869(067) 636(046)  938(0,15) 9,77 (0,17)
Ukupno 11,11 (0,24) 10,25 (2,11)° 12,01 (0,717 12,33 (0,41)?
ﬁiffgtﬂféﬁ?n”f M 11,33(0,09) 12,28(0,99) 12,34 (0,58) 12,5 (0,43)
F 1096 (0,17)! 863(0,87)!  11,69(0,73) 12,16 (0,34)

Znacajne razlike izmedu godisnjih doba testirane su koriStenjem ANOVA-e ili Kruskal-Wallisovog testa, ovisno o
normalnosti testiranoj pomoc¢u Shapiro-Wilkovog testa. Rezultati su prikazani u retku "Ukupno”, a godisnja doba s
razli€itim slovima u eksponentu (a,b,c) se znacajno razlikuju. Razlike izmedu spolova unutar svakog godiSnjeg doba
testirane su koriStenjem dvosmjernog neovisnog Studentovog t-testa ili Mann-Whitneyevog testa i oznacavaju se
pomocu simbola u eksponentu (*,1) na isti nacin. Svi testovi za razinu znac¢ajnosti koriste p < 0,05. Vrijednosti (0) za
C21:00 oznacavaiju niske vrijednosti koje ne prelaze 0,4% po uzorku.

Na Slici

masnokiselinskih vrijednosti mekih tkiva petrovog uha, kroz godisSnja doba, prema spolu. Na osi

26. prikazane su prosjeCne vrijednosti, interakcije i trend kretanja
x naznacena su godiSnja doba (Sezona). Na osi y oznacen je relativni udio (%) pojedinih masnih
kiselina (C14.0, C15:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1n9, C18:1n7, C18:2c, C20:1, C21.:0,
C20:4n6, C20:5n3, C22:5n3, i masnih kiselina koje nije bilo moguce identificirati). Vrijednosti za
muzjake (M) oznadene su rozom, a za Zenke (Z) zelenom bojom. Trend kretanja masnih kiselina
podudarao se po spolovima (iako sa znacajno razli¢itim vrijednostima), za vec¢inu masnih kiselina.

Trendovi su bili razliéiti za C16:1, C17:0, C18:2c, C20:1, te za neidentificirane masne kiseline.
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Slika 26. Prosje¢ne vrijednosti, interakcije i trend kretanja masnokiselinskih vrijednosti (%) mekih

tkiva H. tuberculata, kroz godiSnja doba, prema spolu.

Na Slici 27. prikazan je kutijasti dijagram (engl. boxplot distribucija) vrijednosti relativhog

udjela masnih kiselina petrovog uha kroz godiSnja doba, prema spolu. Na osi x naznaCena su
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godiSnja doba (Sezona). Na osi y (Rezultati) oznacene su mjerene vrijednosti kao relativni udio

(%). Masno otisnuta popre¢na linija oznatava medijan, dok prostori iznad i ispod medijana

oznacavaju prvi i tre¢i kvartil. Linije koje izlaze izvan okvira su najvisa ili najniza vrijednost koja

nije veca od 1,5 puta interkvartilnog raspona prvog ili tre¢eg kvartila. Vrijednosti izvan tih linija su

toCke koje su prikazane zasebno. Vrijednosti za muzjake (M) oznacene su crvenom, a za zenke

(£) plavom bojom. Zamjetna je varijacija sastava masnih kiselina mekih tkiva u razli¢itim godiSnjim

dobima, kao i izmedu spolova. Interkvartilni rasponi ukazuju na znatnu disperziju vrijednosti i

unutar kategorije godisnjih doba i unutar kategorije spola, za vec¢inu masnih kiselina.
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Slika 27. Boxplot distribucija vrijednosti relativnog udjela (%) masnih kiselina H. tuberculata kroz

godisSnja doba, prema spolu.
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Korelacije sadrzaja masnih kiselina, kao i ostalih ispitanih parametara prema godi$njim
dobima i spolovima, vezanih uz masne kiseline petrovog uha, prikazane su na Slikama 28.-34.
Korelacije s naznacenim pozitivnim (plavo) i negativnim (crveno) Spearmanovim koeficijentima
korelacije su izostavljeni ako nisu bili zna€ajni nakon primjene Bonferronijeve prilagodbe p
vrijednosti. Mjerene duzinsko-masene vrijednosti se za ukupnu masu organizma, masu mekih
tkiva i ljuSture odnose na grame (g), a za duzinu, Sirinu i visinu ljusture na milimetre (mm). Ukupan
masnokiselinski sastav podrazumijeva relativni udio (%) pojedinih masnih kiselina (C14:0, C15:0,
C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1n9, C18:1n7, C18:2c, C20:1, C21:0, C20:4n6, C20:5n3,
C22:5n3, i masnih kiselina koje nije bilo moguce identificirati). Korelogram ukupnog
masnokiselinskog sastava i duZinsko-masenih parametara, nezavisno od spola i sezone,
prikazan je na Slici 28. Masnokiselinski sastav nije imao nikakvih korelacija s biometrijskim
parametrima, dok su masne kiseline pokazivale veci broj negativnih i pozitivnin medusobnih
korelacija, s visokim korelacijskim koeficijentima u oba slu¢aja, osim C21:0 i C20:4n6. Korelogram
ukupnog masnokiselinskog sastava parametara Zenki, nezavisno od sezone, prikazan je na Slici
29. Veci broj korelacija pokazao se sa negativnim korelacijskim koeficijentom. Kod muzjaka (Slika
30.), korelogram pokazuje maniji broj korelacija nego kod zenki, i to ve¢inom negativnih korelacija.
Korelogrami masnokiselinskog sastava H. tuberculata, nezavisno od spola, prikazani su kroz
razdiobu prema godis$njim dobima na Slikama 31.-34. Korelacija mjerenih parametara u prolje¢e
(Slika 31.) bila je za ve¢inu masnih kiselina izrazito visokih pozitivnih ili negativnih korelacijskih
koeficijenata. Ljeti su odnosi bili drugaciji, gdje je vecina korelacija bila snazno pozitivnih
korelacijskih koeficijenata (Slika 32.). U jesen (Slika 33.) je zamijeceno tek pet korelacija, i one
su uglavnom bile sa po jednom masnom kiselinom, uglavhom negativne. Sli¢no je bilo i zimi (Slika

34.), no tu su korelacije uglavnom bile pozitivhe, sa visokim korelacijskim koeficijentom.
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Na Slici 35. prikazan je kutijasti dijagram (engl. boxplot distribucija) vrijednosti biokemijskih
parametara (plavo), osnovnog kemijskog sastava (Zuto), masnokiselinskog sastava (sivo) i
sadrzaja metala, odn. elemenata u tragovima i makroelemenata (crveno) mekih tkiva petrovog
uha kroz godiSnja doba, prema duzinsko-masenim vrijednostima ljusture i tkiva, nezavisno od
spola. Na osi x naznacena su godiSnja doba. Na osi y oznaCene su mjerene vrijednosti, koje se
odnose na A: masu organizma (g), te na B: duzinu, C: Sirinu i D: visinu ljusture (mm). Masno
otisnuta poprecna linija ozna¢ava medijan, dok prostori iznad i ispod medijana ozna&avaju prvi i
treci kvartil. Linije koje izlaze izvan okvira su najviSa ili najniza vrijednost koja nije veéa od 1,5
puta interkvartilnog raspona prvog ili treceg kvartila. Vrijednosti izvan tih linija su toCke koje su
prikazane zasebno. Sve vrijednosti, osim za kategoriju jeseni, pokazuju velike interkvartilne
raspone, odn. veéu disperziju vrijednosti, sa znatnim brojem toaka odstupanja, pogotovo za
biokemijske parametre. Isti su parametri (osim elemenata) prikazani i na korelogramu na Slici 36.,
gdje je vidljivo da je najveci broj medusobnih korelacija izmjeren za masne kiseline medusobno,
dok ostali parametri imaju znanto manji broj korelacija, koje se uvijek nalaze unutar kategorije

(biokemijski parametri ili kemijski parametri ili duzinsko-maseni parametri).
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Slika 35. Boxplot distribucija svih mjerenih vrijednosti biokemijskih parametara (plavo), osnovnog
kemijskog sastava (Zuto), masnokiselinskog sastava (sivo) i sadrzaja metala, odn. elemenata u
tragovima i makroelemenata (crveno) mekih tkiva H. tuberculata kroz godiSnja doba, prema

duzinsko-masenim vrijednostima ljusture i tkiva, nezavisno od spola.
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Slika 36. Korelogram biokemijskih parametara antioksidativhog kapaciteta, parametra lipidne
peroksidacije, osnovnog kemijskog sastava, masnokiselinskog sastava (%) i duzinsko-masenih
parametara H. tuberculata, nezavisno od spola i sezone, s naznaenim pozitivnim (plavo) i
negativnim (crveno) Spearmanovim koeficijentima korelacije koji su izostavljeni ako nisu bili

znacajni nakon primjene Bonferronijeve prilagodbe p vrijednosti.

Mjerene duzinsko-masene vrijednosti se za ukupnu masu organizma, masu mekih tkiva i
ljuSture odnose na grame (g), a za duZinu, Sirinu i visinu ljuSture na milimetre (mm). Mjerene
vrijednosti za pojedine biokemijske parametre izrazene su kako slijedi: SOD (U/g), GPx (U/g),
LDH (U/g), TBARS (ng MDA/g), TAS (mmol/g). Ukupan masnokiselinski sastav podrazumijeva
relativni udio (%) pojedinih masnih kiselina (C14:0, C15:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1n9,
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C18:1n7, C18:2c, C20:1, C21:0, C20:4n6, C20:5n3, C22:5n3, i masnih kiselina koje nije bilo
moguce identificirati). Osnovni kemijski sastav podrazumijeva relativni udio (%) pojedinih
kemijskih parametara (vodu, pepeo, bjelancevine i masti). LDH je samo u proljece davao rezultate

koji su bili razliCiti od nule. TAS nije bio mjerljiv u ljeto.

4.6. HistoloSka grada

Na tkivima istrazivanih organizama petrovog uha nisu ustanovljene lezije niti promjene
koje bi upucivale na bolest. Nije otkrivena nazo¢nost nametnika, bakterija ni gljivica, kao niti
oSteéenja tkiva koja bi upucivala na njihovu eventualnu propagaciju. HistoloSko-morfoloSke
analize nisu pokazale strukturne ni funkcionalne promjene na istrazivanim tkivima misi¢a ni Skrga
kroz istrazivane sezone. Na tkivima gonada ustanovljena je sezonalna varijacija razvojnih stadija,
dok su na tkivima kanali¢a probavne Zlijezde kroz sve sezone vidljive manje ili ve¢e promjene
veli¢ine i broja lipidnih vakuola u tubuloacinarnim zavrsecima.

Na Slici 38. prikazane su sezonalne varijacije razvojnih stadija petrovog uha. Vidljive su
varijacije u pojavi razli€itih stadija gonada. Tijekom proljec¢a i lieta gonade su uglavnom bile u fazi
ranog aktivnog stadija (sazrijevanja), gdje je na tkivima ovarija vidljiva previtelogena oocita
oznacena strelicom (37.A.), a u jesen su zabiljezene faze zrelosti i djelomi¢nog mrijestenja, gdje
se vidi vitelogena oocita oznaCena isprekidanom strelicom, zrela oocita ozna¢ena vrhom strelice,
te muska gonada sa spermatozoom oznacCena zvjezdicom (37.C.). Kasna aktivna faza gonada
prikazana je u zimi, gje se vidi vitelogena oocita oznacena isprekidanom strelicom i zrela oocita
oznaCena vrhom strelice (37.E.). Karakteristike tubuloacinarnih zavrSetaka kanalica probavne
Zlijezde prikazane su na Slici 37. B, D, F, gdje su strelicom oznacene lipidne kapljice. Promjene
lipidne morfologije tubuloacinarnih zavrSetaka kanali¢a probavne Zlijezde vidljive su djelomice

kroz proljece i kroz ljeto (37.B), izrazenije u jesen (37.D.) i kroz zimu (37.F.).
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Slika 37. Prikaz histolosko-morfoloSkih presjeka tkiva gonada i probavne Zlijezde H. tuberculata.

Prvi red (A,B) oznacava proljece i ljeto, drugi red (C,D), jesen, i treci red (E,F) zimu.

Gametogeni ciklus kroz sezone prikazan je histogramom na Slici 35., gdje se vidi sezonski
uvjetovana ucestalost pojavljivanja odredenih razvojnih stadija gonada. Kroz proljece i ljeto
dominira rani aktivni stadij sa gotovo 80 % zastupljenosti, i ponesto kasnog aktivnog stadija, dok
u jesen nalazimo djelomice izmrijeSteni stadij (42 %) i zreli stadij gonada (58 %). Zimi je

najizrazeniji kasni aktivni stadij (82 %), i donekle zreli stadij gonada.
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Slika 38. Zrelost gonada i sezonski gametogeni ciklus H. tuberculata
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5. RASPRAVA

Ovaj rad prvi je istraZivaCki rad koji prouCava odgovore organizma petrovog uha (H.
tuberculata), vrste prisutne u sjevernom dijelu Jadranskog mora, na temperaturne promjene
tijekom godiSnjih doba. Istrazivanje se sastoji od sveobuhvatnih panel testova koji ukljuCuju
odredivanje njegovog osnovnog kemijskog sastava, mjerenje koncentracije elemenata u
tragovima i makroelemenata, analizu biokemijskog sastava tkiva, kao i procjenu kapaciteta
antioksidativne obrane i razinu peroksidacije lipida. Takoder, istraZuje se i masnokiselinski sastav
i histoloSko-morfoloSka grada ovog mekusca, pruzajuéi sveobuhvatan uvid u fizioloske i
biokemijske odgovore na sezonske promjene temperature.

Temperaturni pomaci, bilo da su uzrokovani sezonskim ekstremima, postupnim Kklimatskim
promjenama ili povremenim ostrim klimatskim dogadanjima, mogu zna¢ajno promijeniti strukturu
morskih populacija i imati Stetne uc€inke na homeostazu gastropoda (Carregosa i sur., 2014), te
dovesti do ozbiljnog fizioloSkog stresa za ove organizme. Plitki sjeverni Jadran postao je zariSte
u vezi s klimatskim promjenama, s posljedicama poput porasta temperature mora i povecanja
njegova saliniteta u najtoplijim mjesecima. Temperatura povrSine mora jedan je od bitnih
klimatskih parametara koji doprinose karakterizaciji lokalne, regionalne i globalne klime. Na
sjevernom Jadranu, temperatura povrsine mora ima brzi uzlazni trend u usporedbi s juznim
dijelom Jadranskog mora, pri Cemu se more na sjevernom Jadranu brze zagrijava (pocevsi krajem
svibnja/poCetkom lipnja), ali se takoder i brze hladi (pocCevsi ve¢ krajem srpnja/pocetkom
kolovoza) (Bonacci i Vrsalovi¢, 2022). Zagrijavanje Jadranskog mora posebno se intenziviralo od
2008. godine, s trendovima koji dosezu ¢ak 1,56 °C po desetljeéu. Ovaj je trend izraZzen &ak i
tijekom veljaCe kada na sjevernom jadranskom Selfu temperature doseZu svoje minimume i stvara
se gusta voda. Ti se trendovi procjenjuju na stopu od oko 0,09 °C po desetljecu, $to ukazuje na
komparativno zagrijavanje ¢ak i tijekom hladnog dijela godine (Grbec i sur., 2018).

Takvi pomaci i promjene temperature opc¢enito povecavaju energetsku potraznju mekusaca,
dok se zbog smanjene mogucnosti cirkulacijskog sustava u dostavi kisika tkivima, normalne
fizioloSke funkcije naruSavaju, a organizmi moraju modificirati svoje fizioloSke i biokemijske
odgovore na temperaturni stres, Sto je detaljno opisano u radu Carregose i suradnika (2014).
Tijekom ljetnog uzorkovanja mora salinitet je na mikrolokaciji uzorkovanja petrovog uha, suprotno
od ocCekivanja, dosegnuo svoj minimum od 36,48 psu. Nizi salinitet mogao bi doprinijeti proizvodnji
oksiradikala u petrovom uhu, Sto predstavlja dodatni stres buduci da petrovo uho nije sposobno
podnijeti smanjeni salinitet tijekom produljenog razdoblja (Mgaya i Mercer, 1994). Razlog ovakvih

promjena lezi u stratifikaciji vodenog stupca koja je na podrucju sjevernog Jadrana intenzivnija
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lieti zbog dotoka povrSinskih voda rijeke Po i manijih istarskih vodotokova §to doprinosi pridnenom
raslojavanju slanije tople vode (Jeffries i Lee, 2007).

U ovom istrazivanju zabiljezeno je da su vrijednosti glukoze (GLU) bile prosjeéno najvise
tijekom ljetnog razdoblja u mekim tkivima muzjaka petrovog uha, dok su kod zenki najviSe
vrijednosti zabiljezene u jesenskom razdoblju. Taj je nalaz moguce staviti u odnos i s dostupnosc¢u
hrane jer je u jesenskom razdoblju morski ekosustav bogat dijatomejama (algama
kremenjaSicama) i kokolitoforidama (fitoplanktonskim algama) koje se nalaze i kao epifiti na
brojnim morskim makroalgama kojima se petrovo uho hrani (Godrijan, 2015; Barber i Blake, 2016;
Gobet i sur., 2018). Naime, mijeSanje vodenog stupca, koje u sjevernom Jadranu poc€inje u
listopadu, utje€e na sukcesiju razli€itih vrsta dijatomeja, a ta se izmjena najbrZze dogada tijekom
jeseni i zime. Koncentracije glukoze (GLU) u mekim tkivima meku$aca mogu se povisiti i tijekom
izrazitog stresa, primjerice uslijed rasta ili pada temperature, a te se promjene odvijaju na racun
nevitalnih funkcija organizma kao $to su rast, reprodukcija i kretanje i moguce ih je ustanoviti
testovima izlaganja (Hannan i sur., 2016). Koncentracija lipidnih parametara, kao $to su kolesterol
(CHOL) i trigliceridi (TRIG) bila je najvisa tijekom ljeta, kako za ukupne jedinke, tako i za jedinke
pojedinacnih spolova. Ustanovljeni su negativni koeficijenti korelacije izmedu glukoze (GLU) i
kolesterola (CHOL) u ukupnim uzorcima, pri éemu su te vrijednosti znac¢ajno varirale izmedu
proljetnih i ljetnih jedinki. Naime, energetske se rezerve pohranjene u misicu i probavnoj Zlijezdi
upotrebljavaju za razvoj gameta i variraju s obzirom na dostupnost hrane, no ako je dostupnost
hrane dovoljna za oba procesa, i za somatogeni i za gametogeni rast, katabolizam misiénih
rezervi se ne odvija (Barber i sur., 2016). Kolesterol (CHOL) je drugi vazan energetski izvor za
metabolicke potrebe mekuSaca, s najviSim zabiljeZenim vrijednostima ljeti. PoviSenje vrijednosti
kolesterola (CHOL) moze upucivati na pojaCanje rigidnosti stani¢nih membrana u tkivima s
obzirom na to da je sadrzaj CHOL u izravhom odnosu s rigidno§¢u membrana, $to djeluje kao
zastitni mehanizam u temperaturnim ekstremima. Istovremeno, pad vrijednosti CHOL moze
upucivati na povecanje fluidnosti membrana (Rodrigues i sur., 2023). S obzirom na to da je
tijekom mrijesta izgledan prekid hranjenja petrovog uha (Mgaya, 1995), koncentracije TRIG,
CHOL i GLU u tkivima djeluju kao glavni izvori energije za metaboli¢ke potrebe (Palacios i sur.,
2007; Pernet i sur., 2007; Martinez-Pita i sur., 2012). Mekusci, naime, tvore cikluse pohrane i
koriStenja energije u vezi s godiSnjim sezonama i ciklusima gametogeneze. Promjene u
biokemijskom sastavu tkiva tako pokazuju koji od ovih supstrata djeluje u metabolizmu energije,
u razli¢itim sezonskim uvjetima.

Trendovi kretanja prosjecnih vrijednosti elektrolita magnezija (Mg) i kalcija (Ca) pokazivali su

podudarnost, s time da su prosjeéne vrijednosti Mg bile viSe kroz sve sezone. Elektroliti su
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dosezali najviSe vrijednosti tijekom jeseni, a zapazeno je da su vrijedosti i Mg i Ca bile znacajno
vise kod muzjaka nego kod zZenki. Magnezij i kalcij mekih tkiva aktivni su u odrzavanju ionske
homeostaze; sudjeluju u oslobadanju prostaglandina iz tkiva i imaju vaznu ulogu u kontroli
reprodukcije (Freas i Grollman, 1980; Deridovich i Reunova, 1993; Carregosa i sur., 2014).
Donekle korigiraju ionske koncentracije okoliSa i varijacije saliniteta vode (Carregosa i sur., 2014).
Osim toga, tkivni Mg ima regulatornu ulogu u oksidativnim procesima i smatra se esencijalnim
kofaktorom za sintezu glutationa (GSH). Pad koncentracije Mg u tkivima dovodi do smanjenja
razina GSH i intenzivnije proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) (Brucka-Jastrzebska i sur.,
2009), sto mozZe imati Stetne posljedice na stanice i tkiva. Kalcij, s druge strane, regulira vezanje
adenozin difosfata i afinitet aktina kod meku$aca. U odsutnosti Ca, dolazi do potiskivanja
napetosti popre¢no prugastog misica i smanjenja pokretljivosti ovisne o aktinu. Podizanje
koncentracije Ca iznad mikromolarnih razina zna¢ajno povecava ove aktivnosti (Chantler, 2016),
8to je klju€no za pravilno funkcioniranje misi¢a.

Parametri antioksidativhe obrane tkiva u ovom istraZivanju pokazali su zna&ajne varijacije
prema godisnjim dobima, ali su razlike izmedu spolova bile manje izrazene. Prethodna su
istrazivanja dokazala da promjene temperature mora, bilo smanjenije ili povecanje, mogu potisnuti
imunitet petrovog uha (H. discus hannai) i potaknuti pove¢anu proizvodnju ROS-a (Ding i sur.,
2015). HistoloSka analiza gonada petrovog uha otkrila je dva vrhunca gonadalne zrelosti i jedan
vrhunac mrijesta, tijekom jeseni. Mrijest je proces koji zahtijeva energiju, a vecina energije dolazi
iz metabolizma masti pohranjenih u probavnoj Zlijezdi (Le Pennec i sur., 2001). Stoga bi ovaj
energetski zahtjevan proces mogao doprinijeti povec¢anoj proizvodnji antioksidansa i reaktivnih
tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS) u gonadama kako bi se masne kiseline i oocite zastitile od
lipoperoksidativne Stete (BariSi¢ i sur., 2017). Opéenito, smanjenje antioksidativnhe obrane obi¢no
se dogada tijekom zimskih mjeseci, $to je povezano s pove¢anom peroksidacijom lipida (Power i
Sheehan, 1996). Gastropodi s niZzim antioksidativnim statusom podlozniji su peroksidaciji lipida,
8to se manifestira viSim razinama malondialdehida (MDA) i degradacijom stani¢nih membrana
(Bouzahouane i sur., 2018). Jedan od terminalnih produkata u peroksidativnoj razgradnji lipida,
MDA, mjerio se TBARS testom, a dobiveni su rezultati bili u skladu s prethodnim istrazivanjima,
pokazujuéi najnize vrijednosti kod oba spola zimi. Vrijednosti TBARS-a viSe su se razlikovale
izmedu godisnjih doba (jedinke uzorkovane tijekom ljeta i jeseni imale su znacajno vise vrijednosti
u usporedbi s jedinkama uzorkovanim tijekom proljeca i zime) nego izmedu spolova u tim
godi$njim dobima. NajviSe vrijednostima TBARS-a zabiljeZene su tijekom jeseni kod muzjaka i
tijekom ljeta kod Zenki. Nisu uoCene znacajne razlike izmedu godiSnjih doba i spolova tijekom

zime i prolje¢a. Stoga se mozZe zakljuCiti da su visoke lijethe temperature veca prijetnja za
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peroksidaciju lipida ove vrste puza, buduéi da su TBARS vrijednosti bile ¢ak Cetiri puta veée u
usporedbi sa zimskim niskim vrijednostima, posebno kod Zenki. Znacajan porast TBARS-a
djelomi¢no bi mogao biti uzrokovan poveéanom proizvodnjom ROS-a zbog pojacane metaboli¢ke
aktivnosti, kako je pokazano u studiji Nahrgang i sur. (2013), a podrzano je poveéanom
aktivnoSéu superoksid dismutaze (SOD) tijekom maksimalnih razina TBARS-a. Najvecéa aktivhost
za SOD u ovom radu bila je zabiljezena ljeti za oba spola, a razlike uoCene izmedu spolova nisu
bile zna¢ajne. Iznimka je bila aktivnost SOD za sveukupne jedinke gdje su se vrijednosti kod
puzeva uzorkovanih tijekom ljeta znacajno razlikovale od ostalih godisSnjih doba. SOD je prva linija
antioksidativne obrane, takoder i najjaCi antioksidans u stanicama koji katalizira razgradnju
superoksidnog radikala u molekulu kisika i vodikov peroksid, koji se dalje razgraduje na vodu i
kisik pomocu glutation peroksidaze (GPx) (Nahrgang i sur., 2013). U ovom je istrazivanju uo€ena
i varijabilnost u godidnjim dobima za ukupni antioksidativni status (TAS) i GPx, iako su statisti¢ki
znacajne varijacije zabiljezene samo za TAS (znacajno viSe vrijednosti u proljetnim u usporedbi
s zimskim jedinkama), dok spol nije pokazao znacajan statisticki u€inak na ove parametre. Niske
sezonske promjene aktivnosti GPx-e, posebno kod Zenki, mogu se smatrati predno$¢u za njihovu
upotrebu u ekoloSkom monitoringu (Nahrgang i sur., 2013). U&inak godis$njih doba na enzimske
aktivnosti u ovom istrazivanju nije bio uniforman, pokazujuci znac¢ajno vece vrijednosti za SOD
lieti i za laktat-dehidrogenazu (LDH) i TAS u prolje¢e, dok su jedine znacajne razlike izmedu
spolova uocene u slu€aju LDH-e, gdje su vrijednosti bile zna¢ajno viSe kod muZjaka. Mrijest se
smatra prirodnim oksidativnim stresom s porastom aktivnosti GPx-e. Budu¢i da GPx nije
konstitutivni, ve¢ inducibilni enzim, vazno je procijeniti razdoblje mrijesta mekusaca (Soldatov i
sur.,2008). Biomarkeri stresa mogu stoga posluziti kao izvrsni alati za procjenu fizioloSkih i
biokemijskih uCinaka stresa na puzeve, bilo da je uzrokovan temperaturnim promjenama,
mrijestom, oneciS¢enjenjem ili drugi faktorima (Carregosa i sur., 2014). Ovi biomarkeri mogu
pomoc¢i u razumijevanju prilagodbenih mehanizama koje puzZevi koriste za suoCavanje sa
stresnim uvjetima u svom okoliSu, omogucujuéi preciznije prac¢enje zdravlja i stanja njihovih
populacija.

PuZevi bi mogli biti idealni organizmi za biomonitoring metala, odnosno elemenata u
tragovima i makroelemenata zbog njihove ograniene pokretljivosti, stalne prisutnosti i
dostupnosti tijekom cijele godine i jednostavnosti uzorkovanja. Oni preuzimaju metale iz morskog
okoliSa putem ingestije i zatim ih koncentriraju u svojim mekim tkivima i ljusturi (Ledn i sur., 2021).
Ipak, najveci dio metala puzevi dobivaju putem hrane (pri E&emu su crvene alge njihova preferirana
hrane), a manje iz vodenog stupca (Bryan i sur., 1977). Stoga koncentracija elemenata u

probavnoj Zlijezdi petrovog uha uglavnom premasSuje koncentraciju u misicu stopala ili drugim
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tkivima (Bryan i sur.,1977). Poznato je da je metabolizam elemenata u tkivima puza pod utjecajem
nekoliko fizioloSkih i fizikalno-kemijskih ¢imbenika poput dobi, spola, saliniteta i temperature.
Temperatura posebno utje€e na tjelesnu aktivnost gastropoda putem njihovog utjecaja na
metabolicku dinamiku $to je povezano s kinetikom akumulacije i izluivanja elemenata
(Bouzahouane i sur., 2018; Taylor i Maher, 2006). Postoji vrlo malo studija koje su se bavile
istraZivanjem elemenata u tragovima u tkivima petrovog uha, a samo nekoliko radova govori o
njihovim koncentracijama u petrovom uhu s lokaliteta juzne Italije (Conte i sur., 2015), Azora
(Torres i sur., 2020) i francuskih Kanalskih otoka (Bryan i sur., 1977). Medutim, nijedna od tih
studija nije uzela u obzir sezonalnost izmjerenih koncentracija. U ovom smo istrazivanju primijetili
sezonske fluktuacije (usporedujuéi ljethe i zimske ekstreme) elemenata u tragovima i
makroelementata u mekim tkivima i ljuSturama petrovog uha. Naime, od 33 elemenata izmjerenih
u cjelovitim mekim tkivima, zna€ajno veci sadrzaj Ba, Co, Ni, Mn, Pb, Sb i Se uocen je u zimskim
uzorcima u usporedbi s ljetnim, dok je znacajno veci sadrzaj As uocen tijekom ljetnog razdoblja.
Nasuprot toga, u ljusturama u dva temperaturna ekstrema mjereni metali imali su znac¢ajno nize
vrijednosti za Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Rb, S, U, Vi Y tijekom zime, dok su viSe vrijednosti za Be i Cd
uocene u istim uzorcima u usporedbi s ljetom. U svakom slucaju, znacajne razlike izmedu spolova
nisu uoCene niti u tkivima niti u ljusturama. Opcenito uzevsi, 83 % analiziranih elemenata iz
ljustura imalo je viSu koncentraciju ljeti, a 67 % analiziranih elemenata iz tkiva imalo je viSu
koncentraciju zimi.

Suprotno tome, studija provedena u ameriCkom habitatu (Frazier, 1976) utvrdila je da se
kinetika apsorpcije vecine elemenata u tragovima kod mekuSaca ubrzava viSim temperaturama i
potiskuje niZzim temperaturama, Sto se moze pripisati izravhom ucinku na metabolizam ili
neizravhom ucinku na dostupnost metala (Taylor i Maher, 2006). Medutim, na podrucju
Mediterana zabiljeZzeni su drukdiji obrasci: primjerice, puz Stramonita haemastoma
(Bouzahouane i sur., 2018) imao je maksimalne zimske koncentracije bakra i cinka, bas kao i
nasi primjerci petrovog uha. Visoke zimske razine bakra i cinka, koji su bitni elementi za mekusce,
odgovaraju visokom razdoblju pohrane energetskin rezervi prije mrijesta. Visoke zimske
koncentracije elemenata u tragovima i makroelemenata mogu se takoder povezati i s nizom
respiracijom, smanjenim stopama probave i izlu€ivanja (Taylor i Maher, 2006). RazliCite sezonske
varijacije Cd, Cu, Pb, Ni i Mn takoder su primije¢ene u nekoliko drugih vrsta mediteranskih
mekus$aca (Frias-Espericueta i sur. 1999), u kojima su koncentracije metala pocele rasti tek u
jesen, kada je tkivo gonade smanjeno nakon mrijesta, da bi dosegnule vrhunac zimi.

Usporedujuci sadrzaj elemenata u mekim tkivima i ljuSturama petrovog uha, primijetili smo

da velina elemenata pokazuje vece koncentracije u mekim tkivima nego u ljusturama. Vise
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koncentracije u mekim tkivima mogu biti povezane s mnogo brzim metabolizmom tih tkiva u
usporedbi s inertnim strukturama ljustura (Torres i sur., 2020). U skladu s tim, Torres i suradnici
(2020) utvrdili su da su elementi poput Li, Pb i Sr akumulirani u veéim koncentracijama u
ljuSturama petrovog uha nego u mekim tkivima. U ovom istrazivanju, primijeéene su vece
koncentracije u ljuSturama za elemente poput Ba, Be, Li, Se, Sri U, pri ¢emu su posebno visoke
vrijednosti zabiljezene za Se i Sr. Visok sadrzaj Se mogao bi potjecati od unosa selena u
organizam putem hrane ili od spore difuzije iz sedimenta (Montroni i sur., 2021). S druge strane,
visok sadrzaj Sr povezan je s njegovim visokom afinitetom prema Ca, glavnom strukturnom
elementu ljusture, $to omogucéava stronciju da kemijski, a u odredenoj mjeri i fizioloski zamijeni
kalcij u ljusturi (Torres i sur., 2020). Analizom odnosa zastupljenosti Mg i Ca u ljuSturama, mogu
se dobiti vrijedne informacije o varijacijama saliniteta i temperature tijekom formiranja ljusture
(Tynan i sur., 2016).

Neki elementi u ovom istrazivanju pokazali su primjetnu, iako statistiCcki neznacajnu,
diferencijaciju unutar spola i izmedu spolova. Primjerice, elementi poput Cu (ljeto) i Zn (zima), te
Fe (zenke u oba temperaturna ekstrema), kao i Mn, Ti, Ca i Mg (kod zenki i muzjaka zimi i ljeti).
Ako takvu varijabilnost medu jedinkama uzrokuju metabolicke promjene tijekom njihovog
reproduktivnog ciklusa, moze se pretpostaviti da bi prikupljanje nezrelih Zivotinja moglo smanijiti
varijabilnost unutar uzorka (Taylor i Maher, 2006). Medutim, uzorkovanje nezrelih jedinki uz
pomo¢ ronilaca predstavlja tezak zadatak zbog relativno male veliine petrovog uha i dubine
lokacija uzorkovanja.

Taylor i Maher (2006) pretpostavljaju da bi se za objektivhu analizu elemenata izmedu
spolova i muzjaci i Zenke trebali mrijestiti istom stopom i u isto vrijeme (Sto bi takoder bio preduvjet
za uspjeSnu oplodnju). Ipak, iako je sinkrono mrijeStenje uobiCajeno kod mnogih morskih
beskraljeSnjaka, prirodni mrijest haliotida je nepredvidljiv (Counihan i sur., 2001). Na temelju
rezultata ovog istraZivanja moguce je zakljuCiti da bi procjena elemenata u tragovima i
makroelemenata petrovog uha iz odredenog okoliSa trebala biti provedena na sveukupnim mekim
tkivima, umjesto na nekom odredenom tkivu. Buduéi da razlike izmedu spolova u ovom
istraZivanju nisu bile znacajne, analize sveukupnih organizama vjerojatno nece dovesti do
pristranih pretpostavki u vezi s koncentracijama istrazivanih elemenata. Nadalje, vec
uspostavljeni visoki potencijal bioakumulacije mediteranskog puza (Hexaplex trunculus) u odnosu
na morski krastavac (Holothuria polii) i SkoljkaSa Tapes decussatus (Leon, i sur., 2021; Maria-
Cervantes i sur., 2009), mogao bi implicirati da se petrovo uho takoder moZze koristiti kao
organizam od interesa za prou€avanje zagadenja metalima. Zahvaljuju¢i svojim fizioloSkim i

biokemijskim karakteristikama, puzevi pruZaju dragocjene podatke o stanju okoliSa u kojem Zive.
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Njihova sposobnost akumulacije metala u tkivima omoguduje precizno pracenje zagadenja i
promjena u okoliSu, ¢ime se potvrduje njihova uloga kao pouzdanih biomonitora. Petrovo uho
moze postati klju¢ni indikator ekoloskog stanja morskog okoliSa, pruzajuéi korisne podatke za
monitoriranje zagadenja metalima i drugih elemenata u tragovima i makroelemenata, $to je
kljuéno za oc€uvanje morskih ekosustava i razumijevanje utjecaja antropogenih aktivnosti na
morski okolis. Rezultati ovog istraZzivanja nagladavaju vaznost uzimanja u obzir sezonalnosti pri
interpretaciji podataka o koncentracijama elemenata u tragovima i makroelemenata, Cime se
osigurava toCnije razumijevanje ekoloskih i biokemijskih procesa koji se odvijaju u morskom
okolisu.

Razmatrajuci osnovni kemijski sastav mekih tkiva petrovog uha, uocili smo da svi parametri
pokazuju znacajnu povezanost s godiSnjim dobom, ali ne i sa spolom. Opc¢enito, udio vlage bio
je najvisi tijekom ljetnih mjeseci, $to je rezultiralo najnizim vrijednostima za sve ostale parametre.
Svi parametri pokazali su znaCajne razlike izmedu godisSnjih doba, osim udjela sirovih masti
izmedu zime i jeseni. Naime, sadrzaj sirovih masti bio je najvii u jesen, dok je sadrzaj sirovih
proteina i pepela dosegnuo vrhunac u prolje¢e. Najnizi sadrzaj sirovih masti i proteina, koje smo
utvrdili u tkivima petrovog uha tijekom ljetnog razdoblja, vjerojatno je povezan s reproduktivnim
statusom ovih organizama. Kako gonade sazrijevaju i dozrijevaju u prolje€e, sadrzaji proteina
rastu, Sto sugerira nakupljanje energetskih rezervi potrebnih za reprodukciju. Nakon mrijesta,
sadrzaji proteina padaju na najnize razine, S§to ukazuje na mobilizaciju somatskih rezervi u
potporu reprodukciji (Pichaud i sur., 2009). Istovremeno s mrijestom, probavna Zlijezda prelazi u
fazu mirovanja, $to dodatno objaSnjava niski sadrzaj masti i proteina mekih tkiva ljeti, a
posljedi€no i najvisi udio vlage ljeti. Nakon ispustanja spolnih produkata dolazi do resorpcije
gonadalnog tkiva, praceno nakupljanjem produkata razgradnje, ukljuCuju¢i metabolite
peroksidacije lipida. Tijekom jeseni i zime, moguée je da organizmi ulaze u fazu intenzivnog
hranjenja i rasta te nakupljanja lipidnih rezervi, $to objaSnjava visoki sadrzaj sirovih masti u mekim
tkivima u tim razdobljima (Mateos i sur., 2010).

Posljedi¢no tome, sastav masnih kiselina u mekim tkivima petrovog uha varirao je zna€ajno
izmedu godidnjih doba, ali i izmedu spolova. Znacajna varijabilnost pokazala se izmedu godiSnjih
doba za sve masne kiseline osim C22:5n3 (DPA), i izmedu spolova za sve osim C21:0 (HNA).
Istrazivane masne kiseline bile su znac¢ajno povezane s godiSnjim dobom, ali ne uvijek i sa
spolom. Svakako, glavni razlog za razlike izmedu spolova proizlazi iz interakcijskog ucinka
godiSnjeg doba i spola. Naime, koncentracije masnih kiselina nisu razliite izmedu spolova
tijekom zime i jeseni, ve¢ samo tijekom proljeca i ljeta, gdje su neke viSe kod Zenki, a druge kod
muZjaka. Posebno su koncentracije C15:0 (PDA), C17:0 (HA), C18:0 (SA), C18:2c (LA), C20:4n6
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(AA), C20:5n3 (EPA) i C22:5n3 (DPA) bile veée kod muzjaka nego kod zenki tijekom toplijeg
dijela godine, dok su ostale bile vise kod zenki nego kod muzjaka. Buduc¢i da haliotidi, kao
poikilotermi, nemaju sposobnost regulacije tjelesne temperature, njihove se staniéne membrane
moraju prilagoditi promjenama temperature. Oni se hvataju u kostac s niskim temperaturama
mijenjajuéi lipide membrana na nacin da im smanjuju prosjecnu temperaturu tranzicije, i obrnuto.
Stoga je jedan od kljuénih mehanizama za temperaturnu prilagodbu upravo modifikacija sastava
masnih kiselina petrovog uha (Guschina i Harwood, 2006). Kao rezultat takve modifikacije, u
ovom se istraZzivanju oCekivao porast ukupnog sadrzaja PUFA zimi. To je uglavhom bilo zbog
veéih prethodno zabiljeZenih koncentracija n-3 PUFA (Dunstan i sur., 1996). Rezultati ovog
istraZivanja u skladu su s prethodnim studijama (Hernandez i sur., 2013; Mateos i sur., 2010) koje
su ustanovile nakupljanje PUFA pri niZzim temperaturama mora. Takoder su ustanovile da petrovo
uho moZze sintetizirati masne kiseline iz njihovih prekursora ¢ak i kada C20:5n3 (EPA) i C22:5n3
(DPA) nisu prisutne u njihovoj prehrani. Doista, bas kao i u naSem istrazZivanju, utvrdeno je da su
i EPA i DPA obilne pri nizim temperaturama, ali da C22:6 (DHA) uopce nije determinirana. Stoga
je vrlo vjerojatno da petrovo uho ne sintetizira DHA, ali ju moze akumulirati u membranama samo
kada je DHA zastupljena u prehrani (Hernandez i sur., 2013).

Ocito je kako je sastav masnih kiselina haliotida drugaciji od drugih morskih zivotinja, koje
imaju EPA i DHA kao glavne PUFA u tkivima (Dunstan i sur., 1996; Su i sur., 2004). Povec¢ani
sadrzaj EPA takoder moze biti prilagodba niskoj lipidnoj makroalgalnoj prehrani petrovog uha,
koji preferira DPA umjesto DHA u svojoj prehrani (Dunstan i sur., 1996). Profili lipida makroalgi
koje doprinose prirodnoj prehrani haliotida razlikuju se izmedu taksona i variraju sezonski (Su i
sur., 2004). EPA se Cesto povezuje s peroksidacijom ili smanjenjem propusnosti membrana
mekusaca (Silva i sur., 2017), iako je opcenito vazna predstavnica PUFA u morskim puzevima
(Dunstan i sur., 1996). U haliotidima se &esto mjeri i C20:4n6 (ARA) kao primarna PUFA (Lou i
sur., 2013), iako je u ovom istrazivanju bila druga najzastupljenija PUFA.

Udio ukupnih MUFA povecavao se u jesen. Udio ukupnih SFA bio je sli€an u proljece i jesen,
najvisi ljeti i najnizi zimi. Dakle, zastupljenost SFA u petrovom uhu bila je najvisa u razdoblju
visoke temperature morske vode, posebno kod Zenki za C16:0 (PA). Veca akumulacija lipida
tijekom ljeta moze sugerirati da petrovo uho moze nelipidne prehrambene komponente pretvoriti
u lipide, posebno zasi¢ene masne kiseline (Su i sur., 2006). Smanjenje udjela zasi¢enih masnih
kiselina zimi, zajedno s poveéanjem razina PUFA, znacajno bi moglo doprinijeti odrzavanju
fluidnosti stani¢nih membrana buduci da PUFA imaju nizu toCku taljenja od SFA (Dunstan i sur.,

1999). U manjoj mjeri, povecana nezasi¢enost nemembranskih lipida mogla bi doprinijeti
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odrzavaniju tjelesne fleksibilnosti za kretanje pri niskim zimskim temperaturama (Dunstan i sur.,
1996).

S obzirom na nutritivne znacajke (poglavito misiénog) tkiva petrovog uha, rezultati ovog
istrazivanja pokazuju kako je nutritivna kvaliteta miSi¢a izrazenija zimi i u proljece, kada su razine
CHOL i TRIG bile najnize. U tom je razdoblju i ukupna masa mekih tkiva, kao i masa probavne
Zlijezde i miSic¢a, bila najviSa. S obzirom na to da se petrovo uho intenzivno hrani u jesen i zimu
(Dunstan i sur., 1996), ne iznenaduje niti poviSena razina PUFA zimi i MUFA u jesen, dok razina
SFA raste ljeti. Potrodaci pridaju sve vecu pozornost nutritivnoj kvaliteti hrane kako bi unaprijedili
zdravlje, smanijili uestalost bolesti i povecali Zivotni vijek konzumacijom hranjivih tvari iz hrane.
Poznato je kako se petrovo uho smatra ,ginsengom oceana“ i delikatesom, poglavito u azijskoj
gastronomiji, $to pogotovo vrijedi za krupne haliotide koji se komercijalno eksploatiraju (De Zoysa,
2013). Takvi varijeteti petrovog uha obilati su hranjivim tvarima i bioaktivnim komponentama
poput mikronutrijentata, Mg, Fe, silikata, sulfata, fosfata i klora (De Zoysa, 2013), 8to je dokazano
i ovim istraZivanjem. Osim §to je niskokalrori¢no sa tek 40-80 kcal na 100 g mekog tkiva, petrovo
uho ima dobar masni profil te je bogato visokovrijednim bjelanéevinama (Boye i sur., 2012). U
ovom je istraZivanju udio sirove masti bio najvisi u jesen i zimu, dok je udio sirovih bjelan€evina
bio najvisi u prolje¢e. Meka tkiva petrovog uha u ovom istrazivanju vrlo su bogat izbor bjelancevina
koje su bile najzastupljenija kemijska komponenta tkiva. Bjelanevine su medu kljuénim
parametrima koji odreduju nutritivnu vrijednost hrane, a miSi¢ petrovog uha sadrzi
visokokvalitetne bjelan¢evine (Shi i sur., 2020). BioloSka vrijednost i kvaliteta bjelancevina ovise
0 sastavu aminokiselina i prikladnosti za probavu, apsorpciju i sintezu u tijelu, a esencijalne se
aminokiseline ne mogu sintetizirati u ljludskom organizmu i moraju se unositi iz prehrambenih
proteina (Shi i sur., 2020). BjelanCevine podrijetlom iz mekih tkiva petrovog uha lako su
probavljive, dobro iskoristive i imaju pogodan aminokiselinski sastav u odnosu na druge mekusce
(Boye i sur., 2012). Tkiva petrovog uha sastoje se i od polisaharida i masnih kiselina koji imaju
potencijalno pozitivhe ucinke na zdravlje ljudi (Suleria i sur., 2015). Ona su bogat izvor omega-3
masnih kiselina koje povoljno djeluju na kardiovaskularni sustav, kognitivhe funkcije, Stite od
malignih i kroni¢nih upalnih bolesti (Han i sur., 2015), Sto je osobito vazno jer ljudski organizam
ne moze sintetizirati omega-3 masne kiseline, ve¢ ih mora unositi hranom ili dodacima prehrani.
Osim toga, za pravilan unos masnih kiselina izuzetno je vazan omjer omega-3 i omega-6 masnih
kiselina, koji se kroz zadnjih nekoliko desetlje¢a u ljudskoj prehrani poveéava u korist omega-6
masnih kiselina (Riediger i sur., 2009). U ovom istrazivanju omjer omega-3 i omega-6 bio je najvisi
u proljece (3:1), dok je tijekom ostalih sezona bio 2:1. S obzirom na to da neuravnotezena

prehrana nepravilnim omjerom masnih kiselina (pogotvo podrijetlom iz mesa uzgajanih Zivotinja
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dohranjivanih zitaricama) dovodi do upalnih procesa, alergija, kardiovaskularnih poremecaja te
poti€e rast tumorskih stanica (Riediger i sur., 2009), petrovo uho mozemo smatrati izuzetno
zdravom prehrambenom namirnicom. Nadalje, organizmi iz mora predstavljaju vazan izvor
bioaktivnih spojeva zbog razvoja u Sirokom rasponu okolisa, sto zahtijeva brojne mehanizme
prilagodbe. Ti mehanizmi ukljuuju sintezu bioaktivnih molekula koje djeluju kao signalne
molekule, sluZe u obrani protiv predatora te za inhibiciju bakterijskih i/ili gljivi¢nih infekcija (Rivera-
Pérez i sur., 2023). Osim toga, ti se spojevi sintetiziraju u visokim koncentracijama kako bi se
omogucilo njihovo izlu€ivanje u vodeni medij i osigurala njihova ucinkovitost. Trenutno je opisano
preko 3 000 spojeva (npr. bjelanéevina, polisaharida, pigmenata, itd.) s novom bioaktivnoscu iz
morskih izvora. Primjerice, peptidi dobiveni hidrolizom tkiva petrovog uha pokazuju antimikrobno
djelovanje protiv razli¢itih patogena te citotoksi¢ne ucinke protiv stanica raka (Rivera-Pérez i sur.,
2023). Mediteranske civilizacije koje su tradicionalno konzumirale petrovo uho kao funkcionalnu
hranu imale su iskustvenu potvrdu o njegovim zdravstvenim ucincima (Suleria i sur., 2015).

S obzirom na to da je globalni ulov beskraljeZznjaka dramati¢no porastao tijekom zadnjih
godina, uklju€ujuéi Sirenje postojec¢ih i pojavu novih ribolovnih metoda na mekusce, ukljucujudi
puzeve, ozbiljne posljedice osje¢aju se pri sveukupnom funkcioniranju i strukturi ekosustava
(Eddy et al, 2017). Cak i ako nije izravno cilj ribolova, petrovo uho moze biti pogodeno pridnenim
ribolovnim alatima i naruSavanjem morskog dna (Kaiser et al, 2006). Zbog sve veceg pritiska na
divlie morske populacije, ukljuéujuéi sjeverni Jadran gdje su pritisci ribarenja pridnenom
povlaénom mrezom — kocom vec¢ desetljeCima uobiCajena praksa, Sto dovodi do uniStavanja
morskog dna i staniSta mekuSaca, uzgoj gastropoda, posebno petrovog uha, u sjevernom
Jadranu Cini se potencijalno mogucéim, posebno nakon uspjes$nih praksi u nekim europskim
zemljama. U tu svrhu, ovo istrazivanje doprinijelo je dobivanju uvida u ucinke promjena
temperature mora na bioloSke karakteristike petrovog uha, njegove fizioloSke i biokemijske
prilagodbe putem sveobuhvatnog panela provedenih testova. Rezultati ovog istrazivanja istiCu i
samoreguliraju¢e procese kojima bioloski sustavi petrovog uha teZe oluvati stabilnost dok se
prilagodavaju razliitim temperaturnim/sezonskim uvjetima, te pokazuju da petrovo uho podlijeze
shaznim sezonskim promjenama u sjevernom Jadranu. Istovremeno, vazno je napomenuti da je
tumacenje bioloskih odgovora petrovog uha na promjene temperature prilicno kompleksno u
kontekstu prirodnog morskog okolisa (Topi¢ Popovi¢ i sur., 2023). Rezultati dobiveni ovim
istraZivanjem od izuzetne su vaznosti za upravljanje ovom vrstom u Jadranskom moru i mogu
posluziti kao dragocjeni ishodiSni podaci za potencijalni ugoj petrovog uha.

Razumijevanje sezonskih varijacija u kemijskom sastavu i fizioloSkim procesima petrovog

uha kljuéno je za planiranje odrzivih strategija upravljanja i oCuvanja ove vrste. Adaptacije na
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temperaturne promjene, izrazene kroz promjene u sastavu masnih kiselina, odrazavaju bioloSku
fleksibilnost i kapacitet prilagodbe na promjenjive uvjete okoliSa. Ovakvi uvidi pruzaju neophodne
informacije za optimizaciju potencijalnih uzgojnih praksi, ¢ime bi se mogla povecati produktivnost
i odrzivost uzgoja petrovog uha u sjevernom Jadranu, $to bi istovremeno moglo dovesti do

smanjenja pritiska na divlje populacije i direktnog utjecaja na o€uvanje vrste.
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6. ZAKLJUCCI

Utjecaj promjene temperature mora, odnosno prilagodbe homeostaze petrovog uha na
sezonske promjene temperature u sjevernom Jadranu, odraZava se na biokemijske pokazatelje i
histoloSko-morfoloSku gradu tkiva, peroksidaciju lipida i antioksidativni kapacitet, osnovni kemijski
i masnokiselinski sastav tkiva, te na koncentraciju elemenata u tragovima i makroelemenata.
Rezultati istraZivanja ukazuju na samoregulirajuée procese kojima biolo3ki sustavi petrovog uha
nastoje odrzati stabilnost dok se prilagodava razli¢itim temperaturnim, odn. sezonskim uvjetima
kroz godinu. S tim u vezi, bitno je istaknuti da je ustanovljen snazan utjecaj sezona na sve mjerene
parametre petrovog uha isto¢nog dijela sjevernog Jadrana.

Petrovo uho imalo je najviSu masu cjelovitog mekog tkiva i ljuSture u prolje¢e. No, masa
najzastupljenijin mekih tkiva (probavne Zlijezde i misi¢a) bila je najviSa zimi, $to se podudara s
mijeSanjem vodenog stupca, koje u sjevernom Jadranu pocinje u listopadu, te utje€e u jesensku
i zimsku izmjenu viSe vrsta algi i omogucuje vecu dostupnost hrane.

HistoloSko-morfoloSke analize ukazale su na sezonalnu varijaciju razvojnih stadija te
produzeni reproduktivni ciklus s pojavom ranog i kasnog aktivhog stadija kroz sezone proljec¢a i
lieta. U jesen su zabiljezene faze gametogene zrelosti i djelomi¢nog mrijesta. Drugim rije€ima,
petrovo uho prolazi kroz snaznu gametogenu i reproduktivnu aktivnost u toplim mjesecima i ranu
jesen kada se odvija mrijest. Osim gonada, nisu uoCene znacajne strukturne ni morfoloske
promjene drugih mekih tkiva.

Od osnovnog kemijskog sastava vazno je istaknuti da su svi parametri pokazali znagajnu
povezanost s godiSnjim dobom, ali ne i sa spolom. Sadrzaj vlage u mekim tkivima uha bio je
najvisi ljeti. Udio sirove masti bio je najvisi u jesen i zimu, dok je udio sirovih bjelancevina i pepela
bio najvidi u proljeCe, a vrijednosti su bile znacajno razli€ite po sezonama. Intenzivna faza
hranjenja i rasta te nakupljanje lipidnih rezervi tijekom jeseni i zime objaSnjavaju visoki sadrzaj
sirovih masti u mekim tkivima u tom razdoblju.

Koncentracija osnovnih biokemijskih parametara - metabolita (GLU), lipida (CHOL, TRIG) i
elektrolita (Mg i Ca) varirala je s godi$njim dobima, gdje su elektroliti imali najviSe vrijednosti u
jesen, a ostali parametri ljeti, osim za GLU kod zenki, koja je bila najviSa u jesen. Promjene u
biokemijskom sastavu tkiva pokazuju koji od ovih supstrata djeluje u metabolizmu energije i
ciklusima gametogeneze u razli€itim sezonskim uvjetima.

Parametri antioksidativne obrane tkiva u ovom istrazivanju varirali su prema godiSnjim
dobima, no ne toliko izmedu spolova. Utjecaj godiSnjih doba na enzimske aktivnosti nije bio

uniforman, pokazujuc¢i zna€ajno viSe vrijednosti za SOD ljeti a za LDH i TAS u proljece, dok su
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znacajne razlike izmedu spolova zabiljezene samo u slu€aju LDH, koji je bio znacajno visi kod
muzjaka. TBARS je pokazao najviSe vrijednosti tijekom jeseni kod muzjaka i tijekom ljeta kod
zenki, $to je moguce povezati i s reproduktivnim stresom. Svakako, visoke ljetne temperature
vecéa su prijetnja za peroksidaciju lipida ove vrste puza, buduéi da su TBARS vrijednosti bile ¢ak
Cetiri puta vecée u usporedbi sa zimskim niskim vrijednostima, posebno kod Zenki.

Sastav masnih kiselina mekih tkiva petrovog uha varirao je izmedu godiSnjih doba i izmedu
spolova. Masne kiseline C15:0 (PDA), C17:0 (HA), C18:0 (SA), C18:2c (LA), C20:4n6 (AA),
C20:5n3 (EPA) i C22:5n3 (DPA) bile su vise kod muZjaka nego kod Zenki tijekom toplijeg dijela
godine, dok su preostale bile viSe kod Zenki. Ve¢a akumulacija lipida tijekom ljeta moze sugerirati
da petrovo uho nelipidne prehrambene komponente pretvara u lipide, posebno u zasi¢ene masne
kiseline. Ovo je istrazivanje pokazalo da petrovo uho vjerojatho ne sintetizira
dokosaheksaenoi¢nu kiselinu (DHA).

Od 33 elemenata u tragovima i makroelemenata mjerenih u ukupnom mekom tkivu petrovog
uha, znacajno vise koncentracije imali su Ba, Co, Ni, Mn, Pb, Sb i Se zimi u usporedbi s toplim
mjesecima, dok je znacajno veci sadrzaj As zabiljezen tijekom ljetnog razdoblja. Vecina
elemenata imala je viSe koncentracije u mekim tkivima nego u ljusturama. Radi visokog
potencijala bioakumulacije, petrovo uho je organizam od interesa za prou€avanje zagadenja

okoliSa oneciscuju¢im elementima.
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