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Sazetak

Biomineralizacija je rasprostranjen i raznolik proces, a odnosi se na skup procesa kojima
organizmi otopljene ione iz okoliSa pretvaraju u ¢vrste minerale. Vise od 60 minerala sudjeluje
u procesu mineralizacije, a sudjeluju gotovo svi eukarioti. U ovom radu detaljnije su obradeni
Skoljkasi koji su temeljito istraZeni zbog njihove komercijalne upotrebe. Uoceno je da linije
rasta ljuSture uglavnom proizlaze iz periodi¢nih odnosno sezonskih, dnevnih ili plimnih
procesa, iako se mogu pojaviti nasumi¢ne anomalije rasta koje mogu biti izazvane stresnim
dogadajima. Uzorak rasta na ljusturi je vidljiv 1 prvenstveno odrazava promjene okoliSnih
¢imbenika, i1 zbog toga se Skoljkasi smatraju bioloSkim arhivarima, Skoljkasi se zbog toga
smatraju bioloSkim arhivarima. lako dolazi do sinkronizacija s varijablama okoliSa, to¢no
podrijetlo povecanja rasta ljuSture se joS uvijek raspravlja u literaturi. Informacije o biosferi ili
kemijskom sastavu oceana mozemo dobiti zahvaljujuci ljusturama skoljkasa koje sluze kao
arhive okoliSnih promjena. Neke od metoda za istraZivanje ljuSture Skoljkasa kao bioloSkih
arhiva su: LA-ICP-MS metoda, Mg/Ca termometrija, oneciS¢enje olovom odnosno
koncentracija Pb u prirastu ljuture i promatranje promjena u bazi karbonata u ljuSturama
SkoljkaSa.
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Abstract

Biomineralization is a widespread and diverse process, and it refers to a set of processes by
which organisms convert dissolved ions from the environment into solid minerals. More than
60 minerals participate in the mineralization process, and almost all eukaryotes participate. This
paper deals in more detail with bivalves that have been extensively researched due to their use
for commercial purposes. It has been observed that the growth growth lines of the valves result
mainly from periodic or seasonal, daily or tidal processes, although random growth anomalies
can also occur which can be triggered by stressful events. Therefore, the growth pattern on the
valve of the individual is visible and primarily reflects changes in its environment. For this
reason bivalves are rearded as biological archives. Information about the biosphere or the
chemical composition of the ocean can be obtained thanks to the valve of bivalves, which serve
as archives of the environment surrounding the individual. Although it is not yet known how
organisms form minerals, we do know how they control their formation. Some of the methods
for researching bivalve shells as biological archives are LA-CP-MS method, Mg/Ca
thermometry, lead pollution or Pb concentration in the shell growth and observation of changes
in the carbonate base in bivalve valves.

(17 pages, 4 figures, 59 references, original in: Croatian)

Keywords: biomineralization, bivalve, valve, minerals, growth

Supervisor: Josipa Ferri, PhD / Associate Professor

Reviewers: 1. Vedran Poljak, PhD / Associate Professor

2. Vedrana Nerlovi¢ PhD / Associate Professor

3. Josipa Ferri, PhD / Associate Professor



SADRZAJ:

LUV OD . e 1
2. RAZRADA TEME . ..o 3
2.1. Nastajanje [JuSture SKOIJKaSa........cccueieiiiiiiiiieiiceeece e e e 3
2.2. Skoljkasi kao bioloSKi ArNiVALL............c.oveveeueeeieeeeeeeeeeee oo 7
2.3. Metocvie istrazivanja ljuStura Skoljkasa kao bioloSkih arhivara..........cccceeviininiinnnnn 9
3. ZAKLIUC AK . e e 11

4. LITERATUR A . e e, 13



1. UVOD

Pojam biomineralizacije odnosi se na skup procesa kojima organizmi otopljene ione iz
okoliSa pretvaraju u ¢vrste minerale. Vise od 60 minerala sudjeluje u procesu mineralizacije, a
vedéinu Cine kalcij 1 zeljezo, kao najucestaliji metali, dok su najbrojniji biominerali fosfati, oksidi
1 karbonati. Proces je rezultat unutarstani¢ne aktivnosti koja omogucuje potrebne fizikalne i
kemijske promjene za formiranje minerala. Proizvodi biomineralizacije imaju snaZan utjecaj na
ekoloske sustave. Primjerice kalcijev karbonat koji proizvode morski organizmi poput
nektonskih puzeva, kokolitoforidia i foraminifera, znacajno utjecu na raspodjelu kalcijevih i
bikarbonatnih iona, kao i1 raznih elemenata u tragovima. Skupine tih organizama uvelike
doprinose sedimentaciji kalcijeva karbonata u morima, stvarajuci specificne sedimente. Stoga,
na sve geokemijske cikluse ugljika utjeCe stopa mineralizacije morskih organizama
(Lowenstam i Weiner, 1989).

Kod organizama postoje dvije vrste procesa, oni koji nisu evoluirali u svrhu
mineralizacije, ali ipak rezultiraju nastankom minerala te oni koji su usmjereni ka stvaranju
minerala. Kako bismo ih razlikovali uvedeni su pojmovi: ,,bioloski inducirana“ mineralizacija
za prvi tip procesa i ,,organskim matriksom posredovana“ mineralizacija za drugi tip procesa
(Lowenstam, 1981), odnosno ,,bioloski kontrolirana“ mineralizacija (Mann, 1983). Organizmi
koji posjeduju proces biomineralizacije imaju veliku prednost nad svojim predatorima zbog
cvrstoce 1 trajnosti svojih skeleta a primjer toga su Skoljkasi. PuZevi, glavonosci, koponoSci 1
jednoljusturasi su razredi mekuSaca koji kao 1 SkoljkaSi stvaraju ljuSture. MnogoljuSturaSi
stvaraju niz plo€ica nalik ljuSturama, a ostatak tijela im je prekriven spikulama, dok razred
bezljuSturasa ne sadrzava ljusture. Pored stvaranja ljuStura, mekusci sudjeluju u brojnim
procesima koji ukljucuju biogene minerale. Osim uobi¢ajenih uloga, poput zastite od isuSivanja
1 predacije, mekusci koriste minerale u razlicite svrhe, ukljucujuci ljubavne strelice, ljuske jaja,
zamke 1 skladista kalcijevih iona (Marin i sur., 2012).

Razred Skoljkasa (Bivalvia) jedan je od sedam razreda koljena mekusaca (Mollusca).
Skoljkadi su vodene, pretezito morske Zivotinje i obuhvaéaju oko 25 000 vrsta. Njihovo
spljosteno tijelo obavijeno je mekim plastom koji biomineralizira lijevu i desnu vapnenastu
ljusturu. Elasticna veza ili ligament je spoj izmedu dvije ljuSture Skoljkasa. Morfologija
ligamenta 1 brave, ukljucujuéi sustav zubic¢a koji se nalazi ispod ligamenta, predstavlja vazan
kriterij za odredivanje vrsta (Lowenstam i Weiner, 1989). Na presjeku ljusture mogu se uociti

tri sloja: tanki vanjski sloj periostracum, sastavljen od organske tvari konhiolina, ispod njega



se nalazi deblji sloj oostrakum (prizmaticni sloj), pretezito sastavljen od kalcijeva karbonata 1
unutra$nji, sedefasti sloj koji pokazuje interferenciju svjetla, Sto uzrokuje prelijevanje sedefa u
razli¢itim bojama. Vanjska ledna strana tijela obavijena je plastom koji izlucuje kalcijeve soli,
koje izgraduju ljusturu. Neke vrste Skoljkasa imaju moguénost formiranja bisera, a biseri su
proizvod lucenja plasta. PlaStana Supljina je prostor s unutarnje strane plasta u kojoj su
smjestene Skrge, usni lapovi i stopalo, iznad kojeg se nalazi utroba (Matonickin, 1981; Titlow,
2007). Skoljkasi se &esto koriste u komercijalne svrhe, kao hrana ili u proizvodnji bisera za
industriju nakita. Uzimajuéi u obzir navedeno ljusture Skoljkasa su vrlo bitni faktori u

istrazivanju biomineralizacije.



2. RAZRADA TEME

2.1 Nastajanje ljusSture SkoljkaSa

Tvrda tkiva koja tvore mnogi organizmi mogu imati razli¢ite funkcije, kao Sto je
zaStita mekog tkiva kod Skoljkasa, struktura kostiju ili ravnoteza kod otolita. Proces kojim
nastaju tvrda tkiva naziva se biomineralizacija i odnosi se na aktivne procese taloZenja minerala
u organizmu. Organizmi proizvode razne minerale, ukljucujuci silicij, bioapatit, Zeljezne okside
i hidrokside, ali glavna proizvedena komponenta je kalcijev karbonat kroz tri polimorfa: kalcit,
aragonit i manje Cesto, vaterit (Skinner i Jahren, 2003). Mineralne jedinice se same okupljaju
unutar intrakristalnih organskih okvira. Kod skoljkaSa organski matriks predstavlja do 5%
tezine, a sastoji se od niza proteina, peptida, slobodnih aminokiselina, lipida, polisaharida i
pigmenata (Marin 1 sur., 2012). Organski dio se nalazi ispod netopljive hidrofobne faze koja je
glavna komponenta za rast kristala i bogata topljivom kiselom fazom u asparaginskoj kiselini
te utjeCe na vezivanje organskih spojeva iona kalcija (Marin i sur., 2007). Takvi organski
spojevi kontroliraju mineralizaciju ljusture 1 oblik rasta (Marin 1 Luquet, 2004). LjuStura
Skoljkasa sastoji se od slojeva koji se medusobno nadovezuju. Vanjski sloj, nazvan
periostracum, bogat je organskim spojevima. Vecina SkoljkaSa ima dva subperiostrakalna sloja
koji mogu biti izradeni ili samo od kalcita, ili samo od aragonita, ili oboje. Podru¢je umetanja
miSica sastoji se od aragonita. Kalcit 1 kristali aragonita mogu slijediti razlicite osi rasta, §to
dovodi do formiranja raznolikih morfologija 1 rasporeda, tzv. mikrostruktura (Checa, 2018)

(Slika 1).
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Slika 1. Prikaz strukturne organizacije SkoljkaSa izmedu ljusture 1 donjeg plasta (izvor: Louis

1sur., 2022).



Postoje razliciti oblici mikrostruktura kod Skoljkasa. Na primjer, Mytilidae imaju
fibrozni prizmaticni kalcit u vanjskom dijelu ostrakuma, a u unutarnjem dijelu sadrze aragonit
koji je sedefast. Plast ima vrlo vaznu funkciju u izlu¢ivanju kalcijeva karbonata za formiranje
same ljuSture Skoljkasa. LjuStura se sastoji od polariziranog tkiva koje se na temelju
funkcionalne heterogenosti 1 morfoloske razlike dijeli na tri sloja: rubni, submarginalni i

sredisnji (Hickman i sur., 2003; Fougerouse i sur., 2008) (Slika 2).
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Slika 2. Uzduzni histoloski presjek ruba plasta Mytilus galloprovincialis. (A) Histoloski
pregled na dio periostracuma vezan za plast, u podrucju podijeljenom na tri reznja: vanjski
reZanj, srednji reZanj i unutarnji rezanj. (B) Detalj periostrakalnog zlijeba (PG), izmedu
vanjskog (OL) i srednjeg (ML) reznja. Bazalna lukovica (BB) je skupina stanica koje luce

periostracum (PE) (izvor: Louis i sur., 2022).

Vanjski epitel ili rubni dio plasta naziva se 1 kalcificirajuéi epitel. Rubna zona plasta
dalje se dijeli na vanjski nabor, srednji nabor i1 unutarnji nabor (Gerdol 1 sur., 2018). Svaki
navedeni nabor ima razli¢ite vrste stanica s razliCitim funkcijama. Vanjski nabor izlucuje
ljusturu, srediSnji nabor se koristi u osjetilno funkcionalne svrhe, a unutarnji nabor sadrzi misice

(Yonge, 1957; 1983). Rub plasta Skoljkasa ima nekoliko adaptivnih osobina povezanih s



razli¢itim stilovima zivota (Audino i sur., 2015). Skupine stanica smjestene u bazi vanjskog i
srednjeg nabora proizvode periostrakum koji prekriva vanjski dio ljusture te izolira prostor
izmedu plasta i ljuske od vanjske okoline, naziva se vanstani¢ni prostor. Vanstani¢ni prostor
ispunjen je vanstani¢cnom tekucinom, prezasi¢enom tekué¢inom za zadrzavanje komponenti
ljuske u otopini prije njihove ugradnje u matriks (Richardson i sur., 1981; Marin i sur., 2012).
Anorganski dio vanstani¢ne tekucine sastoji se od prekursora iona kalcijeva karbonata i takoder
drugih iona kao §to su Na+, K+, Mg, Cl i SO, . Koncentracije bikarbonatnih i kloridnih iona su
veée u vanstani¢noj tekucini nego u morskoj vodi, dok su ostali ioni prisutni u priblizno istoj
koncentraciji u obje tekuc¢ine (Wilbur 1 Saleuddin, 1983). Epitelne stanice plaSta proizvode
komponente organskog matriksa ljusture (Marin i sur., 2005; Marie i sur., 2012) i uvijek su bili
povezani s biomineralizacijom zbog svoje blizine s povrSinom ljusture i sposobnosti odrzavanja
talozenja ljusture ex vivo (Wilbur i Jodrey, 1955). Unos kalcija kod Skoljkasa javlja se na
razli¢itim mjestima. Apsorpcija kalcija iz vode dogada se u Skrgama, a iz hrane u probavnom
sustavu. Ioni mogu do¢i do vanstani¢nog prostora pasivno difuzijom kroz Ca;j kanala, aktivno

Ca3 -ATPazom, ali i u medustaniéni prostor (Carré i sur., 2006) (Slika 3).
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Slika 3. Shematski prikaz kalcifikacije ljusture SkoljkaSa (izvor: Louis i sur., 2022).

Otopljeni anorganski ugljik iz morske vode je izvor HCO5 . Metabolizam takoder
oslobada CO,, koji se moZe pretvoriti u ugljik anhidraze u HCO3 . Karboanhidraza takoder
stvara vodikove ione, zakiseljavajuci vanstanicni prostor. Stoga, aktivno pumpanje regulira pH

vanstani¢ne teku¢ine (Marin i sur., 2012).



U procesu transporta minerala za biomineralizaciju ukljuceni su i hemociti; medutim,
profil ekspresije gena navodnih biomineraliziraju¢ih hemocita pokazuje da i oni igraju ulogu u
stvaranju vanstani¢nog matriksa (Ivanina i sur., 2017). Hemociti ¢ine sastavni dio hemolimfe,
ali takoder borave i na drugim mjestima kao S§to su epitelno i vezivno tkivo (Loker, 2010).
Hemociti su prvenstveno ukljuene u fagocitozu, inkapsulaciju i stvaranje citotoksi¢nih
molekula (dusikov oksid i vodik peroksid) za ubijanje i eliminaciju patogena. Medutim, oni
takoder sudjeluju u drugim vitalnim procesima kao §to su zacjeljivanje rana, popravak ziv€anih
stanica 1 stvaranje ljusture (Pila i sur., 2016). Hemocite mozemo podijeliti u dvije vrste: stanice
koje sudjeluju u biomineralizaciji i stanice koje reagiraju na imunoloski podrazaj (Johnstone i
sur., 2015; Huang i sur., 2018). Hemociti mogu unositi Cafi C 0§_ 1 transportirati ih
unutarstani¢no u obliku kalcijevog karbonata do mjesta mineralizacije ljuske (Johnstone i sur.,
2015). Hemociti u Skoljkasa se klasificiraju kao granulociti (veliki i mali) i hijanociti (Pila i
sur., 2016). Pacificka kamenica Crassostrea gigas, sada prihvacena kao Magallana gigas,
pokazuje znacajnu funkcionalnu specijalizaciju izmedu biomineraliziraju¢ih tkiva i hemocita,
koji su uklju€eni u proizvodnju ljusture i imunoloski odgovor (Ivanina i sur., 2017).
Mineralizacija kristala kalcijevog karbonata pocinje s nukleacijom, koja se sastoji od visoko
termodinamicki nestabilne jezgre CaCO; regulirane lokalnom prezasi¢enoséu organskog
materijala. Navedeni korak je posebno pogodan za diferencijalnu ekspresiju polisaharida i
proteina koji imaju razli¢itu gusto¢u naboja kroz vrijeme (Giuffre i sur., 2013). Rast i
organizacija kristala su bioloski 1 fizicki kontrolirani (Checa, 2018). Opisana su dva mehanizma
fizicke kontrole. Prvi je kristalno natjecanje, gdje najbrza osovina rasta nadmasuje drugu
osovinu rasta, ovaj tip fiziCkog procesa uocava se u slucaju lisnatih kalcitnih mikrostruktura i
sinteze sedefa Skoljkasa (Checa i sur, 2006; Checa i sur., 2007). Drugi fizi¢ki proces je
samoorganizacija organskog matriksa, koja djeluje kao predlozak za rast kristala (Checa, 2018).
Preteca organskih Sablona je tekucina koja je samoorganizirana povrSinskom napetosti (Checa
1 sur., 2005; Checa 1 sur., 2016). Navedena pojava je opisana u slatkovodnoj dagnji Cristaris
plicate, gdje predlozak organskog sac¢a odreduje smjer i veli¢inu rasta kristala (Tong 1 sur.,
2002). Postupak samoorganizacije je povezan s bioloSkom kontrolom subcelularnog
prepoznavanja izvanstanicnog matriksa putem njegovih fizikalno-kemijskih svojstava (Checa i
sur., 2005; Checa, 2018). Odnos izmedu stanica plasta i izvanstanicnog matriksa dovodi do

izlu€ivanja stanica vanjskog epitela bilo organskih (tekuci prekursor) ili mineralnih materijala.



2.2 Skoljkasi kao biolo3ki arhivari

Molekularni putevi ukljuceni u proces biomineralizacije se neprestano aktiviraju tijekom
zivota SkoljkaSa. To bi znacilo da stvaranje ljusture treba biti kontinuirano. Medutim, brzina
rasta ljusture Skoljkasa nije konstantna od li¢inke do odrasle jedinke (Schone, 2008). Rast se
moze opisati Von Bertalanffyjevim modelom rasta, gdje juvenilni primjerci imaju
eksponencijalni rast dok se stopa rasta kod starijih jedinki usporava i stabilizira. Na vi$oj
vremenskoj razlucivosti, rast se redovito usporava ili zaustavlja (Lutz i Rhoads, 1977; Karney
isur., 2012). Tijekom usporenog rasta prati se niZe talozenje karbonata dok se organski matriks
i dalje proizvodi, izazivaju¢i promjenu u omjeru izmedu mineralnog i organskog materijala, te
formiranje linije rasta. Linija rasta razdvaja formaciju ljuske u male jedinice vremena,
takozvano povecanje prirasta ili prstenovi. Stoga se povecanje prirasta mora razlikovati od
mikrostruktura ljusture, jer se ovo odnosi samo na oblik kristala. Linije rasta uoc¢avaju se vrlo
rano tijekom razvoja SkoljkaSa. Tako je primjeceno da se kod vrste Mytilus galloprovincialis
prva linija nakupljanja uocava nakon 32 sata od oplodnje li¢inke (Miglioli i sur., 2019) (Slika
4). Opisano odgovara velikoj promjeni organizacije tijela tijekom planktonske faze kada se
li¢inka pretvara iz slobodno plivaju¢eg planktonskog oblika li¢inke s trepetljikama, nazvanog
trohofora, u D-veliger li¢inku, §to znaci slobodno Zivuca planktonska li¢inka s valvom. Nakon

toga prirasti se na ljuSturama proizvodi tijekom cijelog Zivota organizma.
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Slika 4. Povecanje rasta kod vrste Magallana gigas u odnosu na uvjete u okoliSu (izvor:

Louis i sur., 2022).



Uoceno je da linije rasta ljusture uglavnom proizlaze iz periodi¢nih (npr. sezonski,
dnevni, plimni) procesa, iako se mogu pojaviti nasumi¢ne anomalije rasta izazvane stresnim
dogadajima kao Sto su predatorstvo, oluja, zagadenje (Schone, 2008). Stoga, uzorak rasta je
vidljiv na ljusturi jedinke i prvenstveno odrazava promjene u njenom okruzenju. S obzirom da
Skoljkasi u svojim ljuSturama stvaraju trajni zapis uvjeta koji vladaju u okolisu koji ih okruzuje,
mogu se smatrati bioloskim arhivarima. Godi$nje linije rasta su najéeS¢e promatrani obrasci u
literaturi (>60% SkoljkaSa), osobito kod vrsta iz srednjih i visokih geografskih S§irina, a
uglavnom su povezani sa zimskim niskim temperaturama koje usporavaju ili ¢ak zaustavljaju
rast (Schone, 2013; Killam i Clapham, 2018). Takoder mogu biti posljedica mrijestenja, pod
pretpostavkom da navedeni fizioloski dogadaj tro$i puno energije 1 tako ogranicava
kalcifikaciju (Jones, 1980). Podaci o uvjetima u proslosti u umjerenim i arkti¢kim vodama bili
bi vrlo korisni u istraZzivanju klime, pa je stoga ispitano mogu li takve informacije osigurati
ljusture Skoljkasa (Schone i sur., 2005). Dugovjecne vrste mogu osigurati zapise s godiSnjom
rezolucijom koja se proteze kroz nekoliko stotina godina, dok kratkotrajne, brzorastuce vrste
mogu pruziti sezonsku ili u nekim slucajevima dnevnu rezoluciju tijekom razdoblja od nekoliko
godina. Vecina Skoljkasa su sjedilacki organizmi, a jedinke se obi¢no ocuvaju kao fosili.
Medutim, postoji niz izazova povezanih s koriStenjem SkoljkaSa kao predstavnika arhivara: (1)
mnogi predstavnici pokazuju ponaSanje specificno za vrstu (Seed, 1980); (2) samo nekoliko
predstavnika ovisi o jednoj varijabli (Wefer 1 sur., 1999); 1 (3) u¢inak biologije i ontogeneze na
usvajanje elemenata u tragovima i frakcioniranje stabilnog izotopa u karbonatnoj ljusturi je u
velikoj mjeri nepoznato 1 moraju se empirijski procijeniti. Stoga, svaki potencijalni predstavnik
mora biti kalibriran pojedina¢no za svaku vrstu od interesa prije nego $to se po¢ne koristiti.
Potreban je veliki broj kemijskih analiza za kalibraciju svakog predstavnika. Brojanje godisnjih
linija rasta kod dugovjecnih vrsta moze otkriti promjene stope rasta na nizim segmentima Zivota
organizma, poput viSegodiSnjih dinamika okoliSa. Arctica islandica i slatkovodna dagnja
bisernica Margaritifera falcata prikazuju dugotrajna razdoblja rasta vezana za oscilacije
sjevernog Atlantika (NAO), kojeg karakteriziraju hladnije zime svakih 5 do 30 godina (Schone
i sur., 2003; Schone i sur., 2007). U kra¢im vremenskim razmacima biljezi se jedan ili dva
prirasta dnevno (Schoéne 1 sur., 2005). Zanimljivo, bibliografska baza podataka otkriva da se u
ljusturama Skoljkasa ¢eS¢e opaza dnevni prirast nego poludnevni prirast. Poludnevni prirast je
usko povezan s izmjenom plime i oseke u podrucjima koja pokazuju dvije plime tijekom 24
sata, dnevni prirast moze odgovarati cirkadijskoj (24h) promjeni brzine rasta (Hallmann 1 sur.,
2009.; Schwartzmann i sur., 2011). Broj linija rasta takoder ukazuju na Cest rast u razdobljima

blizu 14,8 1 zatim 29,5 dana, to se odnosi na semi-cirkalunarne i cirkalunarne fluktuacije.
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Promatraju se i manje konvencionalni ciklusi rasta (tj. 60 dana, pet dana), ali njihov odnos s
okolinom je loSe opisan ili odgovara specificnim lokalnim uvjetima. Uocen je uzorak rasta od
60 dana kod jedinki dubokomorske vrste Bathymodiolus thermophilus koji bi mogao odrazavati
promjene brzine struje u hidrotermalnim staniStima induciranih mlazovima na grebenu
(Nedoncelle i sur., 2014; Nedoncelle i sur., 2015). Petodnevni i trodnevni obrasci kod dagnje
M. galloprovincialis uoceni u sredozemnoj laguni Salses-Leucate (Francuska) mogli bi biti
posljedica redovitih pojava vjetra koji se javljaju na ovom podruc¢ju (Andrisoa i sur., 2019).
Dvodnevna periodi¢nost zabiljeZena u ljusturi tropske vrste Comptopalliuma radula se moze
sinkronizirati s temperaturom ili tlakom na razini mora, jer oba navedena parametra prikazuju
dvodnevne cikluse (Thébault i sur., 2006). Iako se pokazuje sinkronizacija s varijablama
okoline, to¢no podrijetlo povecanja rasta se jos uvijek raspravlja u literaturi. Dok je integracija
ekoloskih varijabli u ljuSturama SkoljkaSa temeljno pitanje za zajednicu sklerokronologa
(Trofimova 1 sur., 2020), predloZene su dvije hipoteze da se objasni formiranje prirasta: 1.

izravno kontrolirano parametrima okolisa ili 2. posredovanje bioloskim satovima.

2.3 Metode istrazivanja ljuStura Skoljkasa kao bioloskih arhivara

LA-ICP-MS je metoda istraZivanja s kojom se, uz pomo¢ lasera, na popre¢nom presjeku
Skoljke SkoljkaSa moze iS€itati relativna starost jedinke 1 pratiti promjene u okoliSu danas 1 u
proslosti (Pearce 1 sur., 1997). Puno vrsta formira godiSnje priraste koji se mogu koristiti za
pretpostavljanje relativne starosti jedinke. Nadalje, sve vrste pokazuju mikropriraste koji su
vidljivi mikroskopom. Uski pojasevi rasta nisu uvijek pravilni, ve¢ u odredenom broju vrsta
prirast pokazuje periodi¢nost povezanu s fazom mjeseca ili dnevnog ili plimnog pomaka.
Koriste¢i ovu metodu periodi¢nost stvaranja prirasta, kod analiziranih vrsta, moze se dodijeliti
relativna starost kemijskim analizama i izracunati priblizne stope rasta za analiziranu ljusturu.

Promjene u bazi karbonata ljuStura Skoljkasa mogu se koristiti za danasnje pracenje
okolidnih ¢imbenika, te za rekonstrukcije uvjeta u okolidu iz fosiliziraih jedinki. Skoljkasi iz
muzejskih zbirki 1 SkoljkaSi pronadene u arheoloskim sredinama mogu dati informacije o
povijesnim 1 pretpovijesnim uvjetima okoliSa (Carrell i sur., 1987). Fosili $koljakasa se mogu
koristiti kao arhivari parametara okoliSa na geoloSkim vremenskim skalama (Hendry 1 sur.,
2001). Mineralizacija ljuSture Skoljkasa sastoji se uglavnom od kalcijevog karbonata s im —
¢istocom u obliku raznih elemenata koji zamjenjuju kalcij u kristalnoj strukturi. Kalcijev

karbonat predstavlja 95-99% tezine ljusture, preostalih 1-5% je organski matriks, u kojem
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dominiraju proteini (Marin i Luquet, 2004). Materijali ljuSture se taloZe uzastopno s prirastom
i Cesto su vidljivi u poliranim dijelovima, a proucavaju se racunalno, kontroliranim
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (CC-SEM). Kao posljedica obrasca rasta, vidljiva
povecanja na ljusturi se dogadaju kronoloskim redoslijedom 1 u relativnom vremenu se moze
uspostaviti linija za kemijske analize. Elementi potrebni za mineralizaciju ljuSture potjecu iz
vode ili od Cestica koje se filtracijom udu u jedinku skoljkasa. Kako bi elementi bili uklju¢eni
u ljusturu moraju prijeci dvije bioloSke membrane, vanjski 1 unutarnji epitel plasta. Navedene
membrane aktivno diskriminiraju odredene elemente, ali za neke elemente na ovu
diskriminaciju utjecu vanjski podrazaji (Klein i sur., 1996).

Mg/Ca termometrija je kemijski test u kojem se iz omjera Mg/Ca, na ljuSturama
SkoljkaSa, mogu isc¢itati promjene u temperaturi okolisa u odredenom periodu. Najrelevantniji
podaci temperature se i§¢itavaju na ljusturama iz ljetnih razdoblja (Henderson, 2002).

Koncentracija olova u prirastu ljuSture Skoljkasa kod vrste Mya arenaria je
koncentracija Pb u vodi, stoga se prijasnja koncentracija Pb u vodi moze izraCunati iz
koncentracije olova u ljuSturama M. arenaria (Pitts i Wallace, 1994). Navedeni autori su 2005.
godine sakupilli ¢etverogodiSnje primjerke jedinke SkoljkaSa iz Limfjordena, Danska, te ih
analizirali. Rezultati su pokazali da je koncentracija Pb u Limfjordenu varirala od 20 do 280
pmol/kg vode tijekom vremena uzorkovanja. Stoga analiza pojedinacnog uzorka vode moze
dati pogreSnu sliku o razini Pb-a. Koncentracija Pb u Limfjordenu je usporediva s onom
pronadenom u relativno nezagadenom Cape Codu Bay-u, na istoku SAD-a, to je do deset puta
viSe od predindustrijskih razina u podru¢ju Bostona, kako je izraCunato iz sadrzaja Pb u
subfosilnim ljusturama iz srediSta Skoljki, 1 deset puta niZa nego u Bostonskoj luci (Pitts 1
Wallace, 1994). Pb predstavnik je takoder primijenjen na podatke iz jedinke Arktike islandica
koja je prenesena iz Baltickog mora u nizozemsku luku. Primijeéeno je da se koncentracija Pb
u materijalu ljuSture izlu¢enom nakon presadivanja u luku znatno povecala od one izlucene u
Baltiku. Ovi rezultati pokazuju da se ljustura A. islandica moze koristiti za pracenje

kontaminacije morske vode olovom.
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3. ZAKLJUCAK

Biomineralizacija je vrlo vazan proces stvaranja tvrdih struktura kod organizama.
Organizmi uz pomo¢ procesa biomineralizacije stvaraju tvrde strukture van mekih dijelova
tijela poput oklopa i ljustura koje im sluze za zastitu od vanjskog okolisa, predatora i isuSivanja,
a mogu stvoriti i potporne skelete unutar tijela. Proces biomineralizacija se uglavnom obavlja
uz pomo¢ minerala koji se nalaze u okolini gdje jedinka obitava. Zbog navedenog fenomena
organizmi koji koriste minerale iz okoliSa 1 biomineraliziraju ih u svoje skelete ili ljusture na
tijelu imaju trajni zapis o uvjetima koji su bili prisutni na podr¢iju gdje su jedinke boravile..
Primjer memoriranja okoliSnih promijena u ljuSturam imaju Skoljkasi. Unato¢ tome Sto je
poznat mehanizam kontrole nastanaka minerala, na¢in na koji ih organizmi stvaraju nam i dalje
nije poznat. Vazno je imati na umu da su dosadasnje teorijske podjele stvorene kako bi olakSale
naSe razumijevanje procesa biomineralizacije, a u stvarnosti granice izmedu tih podjela nisu
uvijek jasne. U posljednjih deset godina podrucje istrazivanja biomineralizacije Skoljkasa
dozivjelo je znaCajan napredak. Istrazivanja su fokusirana na proucavanje struktura minerala i
identifikaciji proteina u matriksu ljustura. Nukleacija kristala i inhibicija rasta kristala su se
donedavno smatrale jedinim procesima koji reguliraju biomineralizaciju. Danas znamo da
proteini, iako su prisutni u maloj koli¢ini, imaju vaznu ulogu u upravljanju sinteze biominerala.
Danasnja istrazivanja imaju za cilj da se uz pomo¢ ljustura Skoljkasa istraze kolebanje okoli$nih
parametra koji su bili u proslosti. Naime ljusture pronadene u arheoloSkim sredinama mogu dati
informacije o povijesnim i pretpovijesnim uvjetima okoliSa, a fosili ljustura se mogu koristiti
kao arhivari parametara okoliSa na geoloSkim vremenskim skalama.

No, kada je rije¢ o biomineralizaciji postoje brojni izazovi povezani s istrazivanjem
Skoljkasa: mnogi predstavnici pokazuju ponaSanje specificno za vrstu, samo nekoliko
predstavnika ovisi o jednoj varijabli 1 u¢inak biologije i ontogeneze na usvajanje elemenata u
tragovima i frakcioniranje stabilnog izotopa u karbonatnoj ljusci je u velikoj mjeri nepoznato.
U budu¢im istrazivanjima zelja je napraviti arhivu svih vrsta te odrediti koji parametri su
najrelevantniji za i§¢itavanje ovisno kod koje vrste. Postoji viSe metoda za istrazivanje ljusture
SkoljkasSa kao bioloskih arhivara, a neke od njih su: LA-ICP-MS metoda u kojoj se uz pomo¢
lasera, na popre¢nom presjeku skoljkaSa moze iS¢itati relativna starost jedinke 1 pratiti promjene
u okolisSu danas 1 u proslosti. Mg/Ca termometrija je kemijski test u kojem se iz omjera Mg/Ca,
na ljuSturama Skoljkasa, mogu is¢itati promjene u temperaturi okoliSa organizma u odredenom
periodu. Promatranje promjena u bazi karbonata u ljusturama skoljkasa mogu se koristiti za
danaSnje pracenje okoliSnih uvjeta, te za rekonstrukciju istih iz fosiliziranih skoljkasa.
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