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1. UVOD

1.1. Potkoljeno rakovi (Crustacea)

Crustacea su vrlo stara skupina organizama. Najstariji fosilni nalazi rakova su
jos iz doba kambrija (Martin i Davis, 2001) iako se u ve¢em broju pojavljuju tek u
karbonu. Broj opisanih vrsta rakova procjenjuje se na oko 52 000 (Land, 1996 i Monod
i Laubier, 1996 prema Martin i Davis, 2001). Navedena Cinjenica smjeSta Crustaceae
uz kukce, mekusSce i kljeStare u sam vrh po brojnosti vrsta u Zivotinjskom svijetu (Martin
i Davis, 2001).

Rakove karakterizira tagmatizacija tjelesnih kolutica kojom je doSlo do
specijaliziranja njihovog tijela u dvije funkcionalne cjeline: glavoprsnjak (cefalopereon
ili cefalotoraks) i zadak (pleon). Glavoprsnjak je prekriven koznim naborom ili korom
(karapaks) te je kolutiCavost prednjeg dijela tijela vidljiva samo prema rasporedu
tielesnih privjesaka. Privjesci su uvijek rasporedeni sljede¢im redom redom: o€i,
antenula, antena, Celjusti, Celjusne nozice (maksilipediji) i noge hodalice (pereopodiji).
Zadak nosi plivace nozice (pleopodiji) te na zadnjem koluticu (telzon) uropode koiji €ine
repnu peraju. Vecina unutrasnjih organa nalazi se samo u glavoprsnjaku. lznimka su
Zivéana vrpca, ledna arterija i crijevo koji prolaze i kroz zadak. Skrge se nalaze uz bazu
tielesnih priviesaka u prsnom dijelu raka, a to€an raspored varira od vrste do vrste
(Felgenhauer, 1992).

Unutar potkoljena Crustacea nalazi se razred Malacostraca, a njemu pripada
red Decapoda. Prema dana$njim saznanjima opisano je viSe od 640 vrsta slatkovodnih
deseteronoznih rakova koji pripadaju podredu Astacidea unutar reda Decapoda
(Crandall i Buhay, 2008). Rakovi su poznati kao vazna sastavnica bioloSke raznolikosti
u rijekama, jezerima i moCvarama s vaznom ekoloSkom ulogom u funkcioniranju
vodenih ekosustava (Holdich, 2002; Gherardi, 2011) te vaznom ulogom u hranidbenim
mrezama (Nystrom i sur., 1996; Usio i Townsend 2004; Sint i sur., 2007; Zimmerman,
2012). Podred Astacoida dijeli se na tri porodice; Astacidae (Latreille, 1802),
Cambaridae (Hobbs, 1942) i Parastacidae (Huxley, 1879) koje se medusobno razlikuju

po morfoloSkim, bioloskim i ekoloSkim zna€ajkama (Holdich, 2002).

7



Porodica Astacidae prirodno je rasprostranjena na podru€ju Europe i Sjeverne
Amerike, a na prostorima Europe je zastupljena s dva autohtona roda; Astacus
(Fabricius, 1775) i Austropotamobius (Skorikov, 1907) (Maguire, 2010). Na podrucju
Europe obitava pet autohtonih vrsta rakova iz porodice Astacidae; Astacus astacus
(Linnaeus, 1758) - rijecni ili plemeniti rak, Astacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) -
uskoS$kari, turski ili barski rak, Astacus pachypus (Rathke, 1837), Austropotamobius
pallipes (Lereboullet, 1858) - bjelonogi ili primorski rak i Austropotamobius torrentium
(Schrank, 1803) - potocCni rak ili rak kamenjar. Vrsta A. astacus obitava u Europi od
Francuske preko srediSnje Europe do Balkanskog poluotoka, na sjeveru do
Skandinavije i zapadnih dijelova Rusije (Slika 1). Vrsta A. leptodactylus izvorno potjece
iz ponto-kaspijskog bazena odakle se prosirila, prirodno i ljudskim utjecajem, u vecinu
europskih zemalja, vrsta A. pachypus obitava oko Kaspijskog jezera te Crnog mora,
dok je vrsta A. torrentium rasprostranjena na podrucju srednje i jugoistocne Europe te
vrsta A. pallipes naseljava zapadnu i juznu Europu, uklju€ujuéi i Britansko otocje
(Holdich i Lowery, 1988). Prema dosada$njim istrazivanjima, u Hrvatskoj su
zabiljeZene Cetiri autohtone vrste iz dva roda; A. astacus, A. leptodactylus, A. pallipes
i A. torrentium (Maguire i Gottstein-MatoCec, 2004). Plemeniti rak autohtona je
europska vrsta i smatra se najceS¢om autohtonom vrstom u Europi. U Hrvatskoj je
plemeniti rak rasprostranjen u vodama savskog i dravskog slijeva, a mozemo ga

pronaci i u pojedinim rijekama jadranskog slijeva gdje je unesen (Maguire, 2010).



Slika 1. Rasprostranjenost vrste Astacus astacus u Europi (preuzeto iz Holdich, 2002)

Sistematska pozicija roda Astacus:

Koljeno: ARTHROPODA — ¢lankonosci
Potkoljeno: CRUSTACEA — rakovi
Razred: MALACOSTRACA — viSi rakovi
Podrazred: EUMALACOSTRACA
Red: DECAPODA — deseteronoSci
Podred: ASTACOIDA
Natporodica: ASTACOIDEA
Porodica: CAMBARIDAE
Porodica: ASTACIDAE
Rod: ASTACUS
Rod: AUSTROPOTAMOBIUS
Natporodica: PARASTACOIDEA
Porodica: PARASTACIDAE

U natporodicu Astacoidea spada porodica Astacidae (Latreille,1802) kojoj

pripada vrsta Astacus astacus (Linnaeus, 1758) na kojoj su radena geometrijsko

morfometrijska istraZivanja u ovom diplomskom radu.



1.1.1. MorfoloSke znacCajke vrste Astacus astacus

Ukupna duzina (ukupna ili totalna duzina - od vrha rostruma do kraja telzona)
vrste Astacus astacus naj¢eSce ne prelazi 15 cm iako postoje zabiljeSke i o nesto
duzim jedinkama. Boja tijela je s ledne strane najéeSCe tamnosmeda, ali varijacije
mogu biti od maslinastozelene, ponekad plavkaste ili crvenkaste do crne. Trbusna
strana tijela je zeleno-smede boje. Karapaks ove vrste je gladak, bez trnova, s malim
bradavi€astim izboCenjima sa strane (Skurdal i Taugbgl, 2002). Nadalje,
karakteristi¢no je da vrh rostruma izraZen i dug, rostralna rebra su poloZena paralelno
ili trapezoidno te su glatka, rostralni trnovi su izrazeni, a rostralna kresta je trnovita.
Postoje dva para postorbitalnih grebena, medutim, drugi par je ponekad manije vidljiv.
Hepaticki trnovi kod ove vrste ne postoje, a trnovi iza cervikalne brazde su prisutni kao
sitna izboCenja. Abdominalne pleure su zaobljenih rubova i bez trnova. KlijeSta su
velika i Siroka te granulirane povrsine. Udubljenje na unutrasnjem rubu nepokretnog
prsta klijeSta postoji i omedeno je sa dva zuba, a kod regeneriranih klijesta izostaje
(Fureder i Machino, 2002) (Slika 2).

" pleure 3.1 3.
ki je3ta (dva postorbitaina grebenea) abdominalnog seqmenta

Slika 2. Dijelovi tijela znacajni za opis vrste Astacus astacus (preuzeto iz Maguire, 2010)
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1.1.2. Biologija vrste Astacus astacus

Vrste roda Astacus imaju vrlo vaznu ulogu kao potrosa¢i u mnogim
prehrambenim lancima. Vrsta A. astacus ili plemeniti rak pripada skupini pokretnog
bentosa i sudjeluje u bioloSkom ciklusu vodene flore i faune kao predator, ali i kao
plijen. Na taj nacin odrzava kvalitetu vode (Plummer i sur.,1986). Spolnu zrelost ova
vrsta dostigne izmedu trece i pete godine Zivota, odnosno kad im duZina tijela dosegne
6 cm do 8,5 cm. Parenje se odvija u rujnu i listopadu. Juvenilni rakovi su duZine od 8,5
mm do 9 mm. Nakon drugog presvlacenja mladi rakovi zapocCinju samostalan zivot
(Rakovi, 2013). Muzjaci se pare svake godine dok Zenke imaju razdoblja reproduktivne
neaktivnosti. U periodu parenja jedinke su aktivnije pa je, iako su rakovi noc¢ne
Zivotinje, zabiljeZena povecéana aktivnost tijekom dana (Skurdal i Taugbgl, 2002). Jaja
se razvijaju ovisno o temperaturi tako da ¢e pri poviSenim temperaturama inkubacija
biti kraca (Maguire, 2010). U dobrim uvjetima nisu teritorijalni, odredenu agresivnost
pokazuju samo kada je prostor ograniCavajuci Cimbenik. StaniSta na kojima ih
nalazimo su obalna podrucja Cistih rijeka i jezera ilovastog i Sljunkovitog dna gdje
iskapaju jednostavna sklonista. Biraju staniSta s puno mogucih zaklona medu
vodenom vegetacijom, kamenjem i sl. (Skurdal i Taugbel, 2002). Temperaturni
optimum za ovu vrstu je u rasponu od 16 °C do 24 °C. Niski udio kisika ne podnose,
no za razliku od vecine drugih vrsta toleriraju nesto nizi udio kalcija. A. astacus su

iznimno osjetljivi na visok udio nitrita u svome okoliSu (Edsman i sur., 2013).

1.1.3. Filogenija vrste Astacus astacus

Sadasnji genom svake vrste posliedica je klimatskih, geomorfolosSkih i
hidrografskih varijacija u proS$losti. Za vrijeme posljednjeg ledenog maksimuma
slatkovodni rakovi su na Iberijskom, Apeninskom i Balkanskom poluotoku te u regiji
Ponto - kaspijskog bazena prezivjeli sve ledene cikluse. Smatra se da je plemeniti rak,
Astacus astacus, vjerojatno prezivio posljednju glacijaciju na Balkanskom poluotoku te
se od tamo pocCeo Siriti prema sjeveru i zapadu (Schrimpf i sur., 2014). Prve
molekularno filogeografske studije plemenitog raka pokazale su da je raznolikost
haplotipova temeljnih na analizi podjedinice | citokrom oksidaze u centralnoj Europi

jako niska u usporedbi s visokom raznolikoS¢u haplotipova u jugoisto¢noj Europi
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(Schrimpf i sur., 2014). ZamijeCena je nejednaka distribucija haplotipova u centralnoj
Europi te se smatra da to indicira na uCestale translokacije rakova, ali i post-glacijalnu
rekolonizaciju slatkovodnih sustava srediSnje i sjeverne Europe. Studija bazirana na
populacijskoj genetici plemenitog raka koju su proveli Gross i suradnici 2013. godine
pokazala je da je genetska raznolikost u slivu Baltickog mora puno manja u usporedbi
sa &etiri referentne populacije iz juzne Njemacke i Ceske Republike (Schrimpf i sur.,
2014).

lzumiranja plemenitog raka popracena s efektom uskog grla na podrucju
sjeverne i centralne Europe dovele su do homogenizacije ove vrste na tom podrucju.
Suprotno tome, visoka raznolikost mitohondrijske i jezgrene DNA na podrucju
jugoisto¢ne Europe ukazuju da je tu vruéa toCka genetske raznovrsnosti plemenitog
raka. Pretpostavlja se da je do razvoja ovako visoke raznolikosti doslo tijekom nekoliko
glacijalnih ciklusa kada su zariSta populacija plemenitog raka u jugoistocnoj Europi

sluzila kao odvojeni glacijalni refugiji (Schrimpf i sur., 2014).

Populacije na zapadnom Balkanu imaju specifi¢ne haplotipove koji se razlikuju
od svih ostalih. Smatra se da su Alpe sprjeCavale direktno Sirenje zapadno-balkanskih

linija u centralnu Europu (Schrimpf i sur., 2014).

Osim utjecaja klimatskih varijacija, prilikom objasnjenja genetske strukture u
obzir treba uzeti i paleohidrologiju i antropogeno uvjetovane translokacije izmedu
rije¢nih slivova. Takve umjetne translokacije mogu povecati lokalnu raznolikost rije¢nih
rakova, ali uniStavaju prirodnu genetiCku strukturu vrsta, posebno u sredisnjoj Europi
gdje je ovakav umjetan utjecaj puno jaCi nego u jugoisto¢noj Europi. Takoder,
translokacija je smanijila sveukupnu geneti¢ku raznolikost plemenitog raka zato Sto su
lokalni i endemicki haplotipovi i aleli izgubljeni uslijed geneti¢kog drifta (Schrimpf i sur.,
2014).

Takav ljudski utjecaj na rasprsenje i distribuciju vrsta moze jako zakomplicirati
rekonstrukciju filogeografske povijesti vrste. Ovo je posebno slu€aj s vrstama koje
imaju ekonomski znacCaj i bile su podvrgnute translokaciji na velike udaljenosti zbog
trgovine i/ili uzgoja u zatoCeniStvu. Visoka genetska raznolikost povecava Sanse
dugoro€nog preZivljavanje jer vrsti omogucava bolje prilagodavanje na promjene u
okoliSu u usporedbi sa vrstama manje genetske raznolikosti. U usporedbi s ostalim

europskim vrstama slatkovodnih rakova (Astacus leptodactylus, Austropotamobius
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torrentium, A. pallipes), plemeniti rakovi imaju izuzetno malu genetsku raznolikost. U
Europi jos uvijek nedostaje dobra strategija za konzervaciju vrste A. astacus (Schrimpf
i sur., 2014).

1.1.4. Ugrozenost i zastita vrste

Danas su slatkovodne autohtone vrste rakova iznimno ugroZzene umjetnom
regulacijom vodenih tokova, velikom koli¢inom otpadnih tvari u vodenim ekosustavima,
unesenim stranim vrstama te bolestima poput racje kuge koju su sa sobom donijele
invazivne vrste rakova (Maguire, 2010). Sva novija istrazivanja na podrucju Europe
pokazuju znacCajan pad u broju i veli€ini populacija autohtonih slatkovodnih rakova.
Prema Maguire i sur. (2011) populacija A. astacus u Republici Hrvatskoj pokazuje
smanjenje za ¢ak 36% u odnosu na ranije podatke. Antropogeni utjecaj na prirodu je
znacajan. Unosenje raznih Stetnih tvari u okoli$ (posredstvom industrije, poljoprivrede,
prometa i sl.), gradevinske intervencije u okoliSu, smanjenje ili fragmentacija stanista i
prekomjerni izlov pojedinih vrsta u konzumne svrhe za posljedicu imaju smanjenje
populacija mnogih vrsta, a osobito onih uske ekolo$ke niSe (Taylor, 2002). A. astacus
je izrazito cijenjen u gastronomiji te je Cesto i nekontrolirano izlovljavan i ilegalno
prodavan te iako je plemeniti rak pod zakonskom zastitom, jo§ uvijek u nekim
dijelovima Hrvatske postoji ilegalan izlov (Maguire i sur., 2011). Racju kugu uzrokuje
oomicet Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) i dok su strane invazivne vrste otporne
na bolest, autohtone od nje obolijevaju i u kratkom roku ugibaju (Fevolden i Hessen,
1989; Flreder i sur., 2006; Holdich, 2009; Papavlasopoulou i sur., 2014). Bolest se
pojavila nakon §to su krajem 19. stolje¢a u Europu donesene alohtone vrste rakova
koje su bile namijenjene za akvakulturu. Najcesc¢e sjevernoamericke vrste prisutne u
Europis su: Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) iz porodice Astacidae, Faxonius
limosus (Rafinesque, 1817), Procambarus clarkii (Girard, 1852) iz porodice
Cambaridae, te neke vrste roda Cherax koji autohtono pripada australskim stanistima
(Fureder i Machino, 2002; Maguire i Gottstein-Matocec, 2004). Medutim, kako su
strane invazivne vrste izuzetno prilagodljive razli€itim staniStima i imaju visoki
fekunditet, osim $to je bilo nemoguce drzati pod kontrolom rast njihovih populacija i $to
su agresivnije u kompeticiji za hranu od domacih vrsta, doprinijele su i Sirenju
patogena. Patogen se brzo prosirio po vodotokovima Europe izazivaju¢i masovne

pomore i nestanke populacija nativnih vrsta rakova (Maguire, 2010). Invazivne vrste je
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zbog brzog rasta i razmnoZavanja gotovo nemoguce kontrolirati (Souty-Grosset i sur.,
2006).

Danas postoje farme koje se bave uzgojem plemenitih rakova u nekoliko
Europskih drzava, posebno u centralnoj i sjevernoj Europi (Jussila i Mannonen, 2004;
Paaver i Hurt, 2009). Uzgaja ih se za ishranu, kao zalihu za privatne ribnjake ili za
programe obnove vrste. A. astacus zasticena je na nacionalnoj razini Zakonom o zastiti
prirode (N.N. br. 80/13) te Pravilnikom o strogo zasti¢enim vrstama (N.N. br.144/2013).
Na globalnoj razini ova je vrsta navedena kao ranjiva na IUCN-ovoj listi ugrozenih vrsta
(International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources)(Edsman i
sur., 2010), a u Europi se nalazi Dodatku Il Konvencije o zastiti europskih divljih vrsta
i prirodnih stanista (Bernska konvencija) te Dodatku V Direktive o zastiti prirodnih
stanista i divlje faune i flore. Obzirom na njihovu ugroZenost, potrebno je provoditi
istrazivanja razliCitih aspekata njihove biologije i ekologije kako bi se izradili adekvatni

planovi upravljanja i programi zastite.

1.2. Geometrijska morfometrija u znanstvenim
istrazivanjima

Analize oblika tijela imaju vaznu ulogu u mnogim bioloSkim studijama. Razli¢iti
biolodki procesi poput razvoja tumora, adaptacije na lokalne geografske uvjete,
dugotrajne evolucijske promjene, ozljede i sli¢no rezultiraju promjenama u obliku tijela
izmedu jedinki iste vrste. Takve promjene mogu predstavljati razliCite funkcionalne
uloge, razliCite odgovore na iste selektivne pritiske, ali i razlike u procesima rasta i
morfogeneze. Dosadasnja istraZivanja morfoloSke varijabilnosti rakova vrste A.
astacus bila su bazirana iskljuivo na upotrebi tradicionalne morfometrije. Detaljnom
pretragom sekundarnih baza podataka (Web of Science) nije pronadeno niti jedno
sveobuhvatno istraZivanje veéeg broja populacija plemenitog raka te niti jedan rad koji
opisuje geometrijsko morfometrijske znaCajke vrste A. astacus. U ovom istrazivanju
koriSstene su analize geometrijsko morfometrijskin znacajki razli€itim statistiCkim
metodama kako bi se odredile one znaCajke koje doprinose diskriminaciji istrazivanih

populacija plemenitih rakova.
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Metode geometrijske morfometrije (GM) omogucavaju analize oblika i veliine
morfoloske cjeline kombinacijom univarijantnih i multivarijantih statistickih metoda i

metoda direktne grafiCke vizualizacije varijabilnosti oblika (Adams i sur., 2004).

Za razliku od tradicionalne morfometrije kod koje se koriste mjere duljina,
geometrijska morfometrija analizira polozaj jasno definiranih specificnih toCaka
mjerenja (eng. landmark i semilandmark), tj. njihove koordinate. Jedno od ograni¢enja
tradicionalne morfometrije je to Sto ne daje informacije o geometrijskoj strukturi jedinke,
dok geometrijska morfometrija pruza kvantifikaciju i vizualizaciju razlika u obliku bilo
koje morfolosSke strukture, bila ona dvodimenzionalna ili trodimenzionalna (Adams i
sur., 2013). Uz to, geometrijska morfometrija omogucava veliku statisticku osjetljivost

koja otkriva male promjene u obliku morfoloskih cjelina (Klingenberg, 2002).

“‘Landmarks” (LM) su anatomske pozicije koje se mogu prepoznati kod svih
jedinki koje su predmet istraZivanja. U idealnim slu€ajevima one oznacavaju
homologne anatomske pozicije koje pokrivaju Citavi oblik jedinke te leze unutar iste
ravnine. “Semilandmarks” (SML) su toCke kojima opisujemo oblik tijela i nalaze se
izmedu prethodno postavljenih landmarkova. Udaljenost izmedu svakog SML je

jednaka.

U geometrijskoj morfometriji veli€inu mjerene morfoloSke cjeline predstavlja
veli€ina centroida ili geometrijskog centra (engl. centroid size, CS) koja se definira kao
mjera disperzije (rasprdenja) specificnih to€aka od srediSta mjerenog oblika, a
izraCunava se kao kvadratni korijen zbroja kvadratnih udaljenosti specifi¢nih to¢aka od
srediSta konfiguracije (Bookstein, 1991). Vrijednost veli€ine centroida direktno zavisi o
broju i rasporedu specificnih toCaka, zbog ¢ega je potrebno odrediti veliine centroida
izraCunate na osnovu identi€nog koordinatnog rasporeda specifi¢nih to¢aka. U GM,
oblik morfoloSke cjeline definiran je kao sveukupnost geometrijske informacije koja
ostaje nakon uklanjanja efekata veli€ine, polozZaja i orijentacije (Kendall, 1977; Dryden
i Mardia, 1998; Klingenberg i Monteiro, 2005). Naj¢eS¢e koriStena procedura
uklanjanja efekata veli€ine, polozaja i orijentacije je generalizirana Prokrustova analiza
(engl. general Procrustes analysis — GPA) (Rohlf i Slice, 1990; Dryden i Mardia, 1998,
citirano iz Klingenberg, 2013; Rohlf, 1999). Osnovni postupci Prokrustove analize su
skaliranje, translacija i rotacija konfiguracija specificnih to¢aka €ime se zadrzavaju
samo informacije koje su direktno vezane za razlike u obliku. Koordinate specifi¢nih
toCaka, koje se racunaju Prokrustovom analizom predstavljaju Prokrustove koordinate.
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One nose informacije o obliku odredene konfiguracije (analizirane morfoloSke cjeline)
I predstavljaju polazne podatke za daljnje multivarijatne analize varijabilnosti oblika
(Dryden i Mardia, 1998, citirano iz Klingenberg, 2013).

Prokrustova udaljenost, kao linearna mjera udaljenosti izmedu tocCaka,

upotrebljava se u GM kao osnovna mjera razlika u obliku (Bookstein, 1991).

Nakon Sto se dobiju sve kljucne mjere koriste se razliCite metode vizualizacije,
a naj¢esc¢e su TPS (eng. Thin Plate Spline) deformacijske mreze. Ova vizualizacija se
zasniva na prikazu plocCe koja se deformira ovisno o promjenama u morfologiji jedinke
(Zelditch i sur., 2004).

1.3. Dosadasnja morfometrijska istrazivanja vrste
Astacus astacus u Hrvatskoj

Dosadasnja istrazivanja vrste A. astacus bila su bazirana na tradicionalnoj
morfometriji. Tradicionalna morfometrija se zasniva na podacima dobivenim
mjerenjem razli€itih morfoloskih cjelina i njihovoj statistiCkoj obradi. Pri mjerenju
tradicionalnom morfometrijom u obzir se ne uzima geometrijska konfiguracija jedinke
ve¢ samo mjere morfometrijskih varijabli (duljina, Sirina, visina, itd.) te mjere udaljenosti
izmedu jasno definiranih toCaka odredene morfoloSke cjeline (Holland, 2009). Pri
analizama se koriste univarijantne i multivarijantne statisticke metode, kao i kod

geometrijske morfometrije.

Prethodnim istrazivanjem vrste Astacus astacus na podruc€ju Hrvatske se
pokazalo da muzjaci postizu vecu totalnu duzinu tijela nego Zenke (Segin, 2017).
Nadalje, utvrdilo se da nema znacajnih razlika izmedu lijeve i desne strane tijela,
odnosno da su jedinke bilateralno simetriCne. Kod vecéine mjerenih znacajki potvrdeno
postoji statistiCki znacajna razlika izmedu spolova i to je uzeto u obzir u istraZivanju
koje se bazira samo na tradicionalnoj morfometriji. Razlike izmedu jedinki su bile
najviSe uocljive kod izmjerenih vrijednosti za Sirinu abdomena (ABW), duzinu klijesta
(CLL), Sirinu KlijeSta (CLW), visinu klijesta (CLH), duzinu dlana klijeSta (CPL) i duzinu
pomicnog prsta klijeSta (CFL). Rezultati su pokazali da postoje statisticki znacajne
razlike u mjerenim morfometrijskim znaCajkama izmedu populacija i kod muzjaka i

Zenki. Morfometrijske znaCajke koje najbolje odvajaju usporedivane populacije su
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Sirina klijeSta (CLW), duzina telzona (TEL) i totalna duzina (TL) kod muzjaka te Sirina
glave ispred cervikalne brazde (CGW), Sirina rostruma (ROW), duljina apeksa
rostruma (APL), Sirina apeksa rostruma (APW), Sirina telzona (TEW), visina karapaksa
(CPH), Sirina cefalotoraksa (CEW), duzina telzona (TEL) i Sirina glave (HEW) kod Zenki
(Seqin, 2017). Takoder, pokazano je da su u Hrvatskoj populacije koje su smjestene
geografski blize morfometrijski sli¢nije od onih koje su geografski udaljenije (Segin,
2017).
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2. Ciljistrazivanja

Plemeniti rakovi (Astacus astacus) iz porodice Astacidae su jedni od klju€nih
organizama slatkovodnih ekosustava. Svojim trofickim aktivnostima te fizi¢kim
promjenama stanista direktno utjeCu na samo staniste kao i na ostale slatkovodne
organizme. Cilj ovog istraZivanja bio je po prvi put istraziti geometrijsko morfometrijske
znacajke plemenitog raka iz slatkovodnih sustava sjeverne Hrvatske s naglaskom na
raznolikost oblika glavoprsnjaka te utvrditi razlikuju li se geografski udaljene populacije
u mjerenim geometrijsko morfometrijskim parametrima. Isto tako cilj je izdvoijiti one
znacajke koje najvise doprinose odvajanju (diskriminaciji) jedinki. S obzirom da su
nedavna molekularno-filogenetska istrazivanja utvrdila postojanje viSe odvojenih
evolucijskih linija unutar vrste A. astacus, cilj ovog rada je bio i utvrditi preklapaju li se
eventualno utvrdene razlike u morfometriji rakova, s rezultatima molekularno-
filogenetskih istrazivanja. Ovo je prvo takvo istrazivanje vrste Astacus astacus i
dobiveni podaci ¢e posluziti kao baza za daljnja istraZivanja ove vrste u Hrvatskoj, ali i

na europskoj razini.

18



3. Materijali I metode

3.1. Podrucja uzorkovanja rakova unutar RH

Vrste su uzorkovane na ukupno 16 lokaliteta koje pripadaju savskom, dravskom
i dunavskom slivu. Podrucja savskog sliva na kojima su se lovili rakovi su: llova
(Grubisno polje), llova (Veliki Zdenci), Peratovica, Breznica, Glogovica, Kikovac,
Bijela, Slobostina, Kutjevacka rijeka, Veli€anka, Jaruga i Otu€a. Zatim, na podrucju

dravskog sliva su bili lokaliteti Totovec, Moti¢njak i Bednja, a dunavskog Razbojiste.

3.2. Lov i uzorkovanje rakova

Jedinke su lovljene u periodu od poCetka srpnja do kraja listopada 2018. godine
pod vodstvom dr. sc. lvane Maguire. Uzorkovanje je provedeno posebno konstruiranim
vrSama za lov rakova (Maguire, 2002) i rukama. VrSe s mamcem (hrenovke) su u
vodotoke stavljane kasno poslijepodne te su u potoku ostajale do iduéeg jutra, dok se
rukama lovilo nakon zalaska sunca. Vr$e su provjeravane drugo jutro. Nakon lova,
jedinke rakova obradene su i determinirane do vrste te potom pustene natrag u
staniste, dok je dio jedinki stavljan u posebno oznafene posude te dopremljen u

laboratorij za dodatne analize.

3.3. Odredivanje vrste i spola rakova

Svi ulovljeni rakovi su pripadali ciljanoj vrsti Astacus astacus — plemeniti rak
(kljuevi za odredivanje Astacidae, Fureder i Machino, 2002; Maguire, 2002). Spol
plemenitih rakova se odredivao po prisutnosti odnosno odsutnosti prvih parova
zacanih nogu (pleopoda). Zenke imaju reduciran prvi par pleopoda, a muzaci ih imaju
preobrazene u gonopode — organe za kopulaciju. Isto tako, muZjake mozemo
prepoznati po tome Sto im je spolni otvor smjesten na petom paru pereopoda, dok je

kod Zenki spolni otvor u kukovima tre¢eg para pereopoda.

3.4. Geometrijsko morfometrijska analiza rakova

U svrhu analize geometrijskih morfometrijskih znac€ajki, analizirane su jedinke iz

odabranih populacija s petnaest lokaliteta koji su prethodno u tekstu navedeni.
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Prikupljene jedinke su pripadale u Cetiri zasebne genetske linije na temelju raznolikosti
mitohondrijske i jezgrene DNA te je to uzeto u obzir pri analizama, kao i pripadnost
slivu, odnosno tipu stanista (jezero/rijeka). Jedinke su analizirane neovisno o spolu,
buduci da ucinak seksualnog dimorfizma na GM znacajke u istrazivanju Scalicia i sur.

(2010) vrste A. pallipes nije utvrden.

Svaka jedinka je uronjena dorzalno u vodu u posebno konstruirani ,bazen”
napravljen od stiropora i prozirne plasti¢ne folije. ,Bazen” s uronjenom jedinkom bio je
poloZzen i ucvrscen ljepljivom trakom na skeneru Epson Perfection V600 Photo,
pomocu kojeg su sve jedinke skenirane te su slike pohranjene u najvecoj rezoluciji od
2400 dpi (Slika 3).

GM metode primijenjene su za detaljnu analizu varijabilnosti veli€ine i oblika
glavoprsnjaka jedinki s fokusom na oblike apeksa rostruma te sam rostrum. Za analizu
geometrijske morfometrije koristen je programski paket TPS (James Rohlf) i MorphoJ
(Klingenberg, 2011).

Slika 3. Bazen konstruiran od stiropora s uronjenom jedinkom tijekom skeniranja
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3.4.1. Odabir specificnih to€ki mjerenja na glavoprsnjaku

Na svakom raku su odredene ukupno 34 ravnomjerno rasporedene
dvodimenzionalne specificne toCke mjerenja (engl. landmark, dalje u tekstu LM i
semilandmark, dalje u tekstu SLM) pomoc¢u racunalnog programa TpsDig 2 (Tablica 1,
Slika 4). Postavljanje karakteristi¢nih toCaka radeno je uvijek istim redoslijedom - prvo
LM, a potom SML. Takoder, pazilo se da je udaljenost izmedu SML uvijek jednaka te

je njihov broj izmedu dva LM je bio pet.

Tablica 1. Opis karakteristi¢nih toCaka LM i SML glavoprsnjaka koriStenih u

geometrijsko morfometrijskim analizama.

Karakteristicne tocke, LM Opis karakteristi¢nih to¢aka, LM

1 Apeks rostruma

2,14 Vrh rostralnog trna

3,13 Rostralno rebro na prijelazu prema oc€noj Supljini

Prvi par postorbitalnih trnova

4,12 Drugi par postorbitalnih trnova
5,11 Lateralni rub karapaska

6, 10 Lateralni rub cervikalne brazde
7, 9 Posteriorni rub cervikalne brazde
8

Karakteristicne tocke, SML Opis karakteristi¢nih to¢aka, SML

15-24,25-34 Apeks rostruma — vrh rostralnog trna
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Slika 4. Prikaz polozaja LM (crvena boja) i SML (plava boja) na jedinki Astacus astacus za

odredivanje morfoloSke varijabilnosti glavoprsnjaka (izradeno u TpsDig2)

3.4.2. StatistiCka obrada podataka dobivenih
geometrijskom morfometrijom

Nakon obiljezavanja karakteristiCnih toCaka mjerenja, pristupljeno je statistickoj
obradi podataka u statistiCkom programu MorphoJ (Klingenberg, 2011). Za mijeru
veli€ine uzeta je veli€ina centroida kao varijabla veli€ine. Nakon raCunanja centroidne
veli€ine, jedinke su bile podvrgnute generaliziranoj Prokrustovoj analizi (GPA) kojom
se uklanja varijabilnost nastala kao posljedica pozicioniranja, orijentacije i skaliranja
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(Ronfl i Slice, 1990). Dobivene Prokrustove koordinate predstavljanju varijable oblika.
Varijabilnost u obliku izmedu razli€ito a priori grupiranih populacija rijeCnog raka je
analizirana kanoni¢kom diskriminantnom analizom (engl. canonical variate analysis,
CVA). Varijacija opisana kanoni¢kom analizom je grafiCki prikazana Cime je bilo

moguce vizualno utvrditi razdvajanje analiziranih grupa.

Kanonicka diskriminantna analiza je provedena s jedinkama a priori grupiranim
prema njihovoj pripadnosti u filogrupe (Tablica 2), odnosno slijev (Tablica 2) i tip

stanista (Tablica 2) .

Jedinke su smjestene prema pripadnosti u 3 do sada opisane filogrupe sensu
Schrimpf i sur., (2014) (L1, L2 i L4) te u jednu novu, dosada neopisanu filogrupu G1
(Tablica 2). Kada je CVA provedena s obzirom na slijev, jedinke su grupirane u tri
slijeva (dravski, savski i dunavski) (Tablica 2.), a u slu€aju stanista grupirane su u dvije

skupine (stajacice i tekucice)(Tablica 2).

Tablica 2. Popis istrazivanih lokaliteta s kojih su analizirane jedinke Astacus astacus

s pripadajucim slijevom, filogrupom, stanistem i brojem analiziranih jedinki

LOKALITET SLIJEV | FILOGRUPA STANISTE BROJ JEDINKI
llova (Grubi$no polje) savski L4 tekucica 15
llova (Veliki Zdenci) savski L4 tekucica 1
Peratovica savski L4 tekucica 4
Breznica savski L4 tekuéica 11
Glogovica savski L4 tekucica 27
Kikovac savski L4 stajacica 19
Bijela savski L4 tekucica 6
Slobostina savski L4 stajacica 19
Kutjevacka rijeka savski L4 tekucica 13
Veli¢anka savskKi L4 tekucica 28
Jaruga savski L2 tekucica 2
Otuca savskKi L2 tekucica 2
Totovec dravski Gl stajacica 19
Moti¢njak dravski L1/4 stajacica 20
Bednja dravski L1 tekudica 26
Razbojiste dunavski L4 stajacica 18

Promjene oblika duz izdvojenih kanonickih osi graficki su prikazane u vidu TPS

deformacijskih mreza.

U svim statistickim analizama je koristen nivo znacajnosti od 5% (p < 0,05).
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4. Rezultatl

Rezultati geometrijsko morfometrijske analize glavoprSnjaka dobiveni su

analizom 16 populacija rakova s prethodno navedenih lokaliteta dravskog, savskog i

dunavskog slijeva.

4.1. Generalizirana Pokrustova analiza (GPA)

Analizirano je ukupno 230 glavoprsnjaka rije€nih rakova, od toga 147 jedinki iz
savskog slijeva, 18 jedinki iz dunavskog slijeva i 65 jedinki iz dravskog slijeva (Tablica
2). Generaliziranom Prokrustovom analizom dobivene su varijable veli€ine i oblika
glavoprsnjaka, tj. za svaku analiziranu jedinku je izracunata veli€ina centroida (CS) kao
varijabla veli€ine i Prokrustove koordinate kao izdvojene varijable oblika (Prilog 1).

Polozaj vrijednosti centroida i vrijednosti svih analiziranih jedinki u koordinatnom

sustavu prikazan je na slici 5.

Slika 5. Prikaz centroida 34 karakteristicne toCke glavoprsnjaka plemenitih rakova. Vece
plave toCke predstavljaju poziciju centroida, a manje tocke koje se nalaze oko njih

predstavljaju pojedinaéne vrijednosti to€aka za svaku analiziranu jedinku.
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4.2. Analiza oblika glavoprsnjaka rakova

Kanonicka diskriminantna analiza

Za analizirane jedinke rakova grupirane prema pripadnosti u filogrupe prve dvije
kanonicke diskriminantne fukcije (CV1 i CV2) najve¢im dijelom definiraju polozaj
rakova u morfo prostoru. CV1 objasnjava varijabilnost od 48,52%, a CV2 objasSnjava
varijabilnost oblika u vrijednosti od 29,28 % (Tablica 3). Prva i druga kanonic¢ka funkcija
vecim dijelom razdvajaju filogrupe G1, L1, L2 i L4 iako kod svih pet filogropa dolazi do
djelomi¢nog preklapanja (Slika 6). NajviSe preklapanja u morfo prostoru pokazuje
filogrupa L1/L4, Sto je i za oCekivati s obzirom da je populacija sastavljena od jedinki

koje pripadaju u dvije filogrupe (L1 i L4).

Slike 6 i 7 prikazuju promjene oblika glavoprSnjaka koje doprinose razdvajanju
analiziranih filogrupa duz prve i druge kanonicke osi. Prikazane promjene predstavljaju
maksimalne deformacije u pozitivnom i negativnom smjeru koje odgovaraju
vrijednostima od +10,0 do -10,0 na prvoj i drugoj kanonickoj osi. Najuocljivije
deformacije koje u najvecoj mjeri doprinose razlikovanju oblika glavoprsnjaka jedinki
iz razlicitih filogrupa su prisutne u apikalnom dijelu glavoprsnjaka, preciznije u podrucju
apeksa, bazi rostruma, Sirini lateralnog ruba karapaksa te S$irini laternog ruba
cervikalne brazde. Gledajuci pozitivni dio prve kanoni¢ke osi (CV1) moze se primijetiti
da u usporedbi s ostalim filogrupama jedinke iz G1 karakterizira ne$to duzi apeks
rostruma (LM 1), uzi lateralni rub karapaksa (LM 6, 10) te uzi lateralni rub cervikalne
brazde (LM 7, 9) (Slika 6). Negativni dio prve kanonicke osi (CV1) dobro opisuje
filogrupu L1 koja u usporedbi s ostalima ima kraci apeks rostruma (LM 1), uzi lateralni
rub karapaksa (LM 6, 10) te uZi lateralni rub cervikalne brazde (LM 7, 9) (Slika 6).
Pozitivni dio druge kanonicke osi opisuje duzi posteriorni rub cervikalne brazde (LM 8)
(Slika 6) i time mozemo okarakterizirati filogrupe G1 i L1/4, dok negativni dio druge
kanoniCke osi opisuje kraci posteriorni rub cervikalne brazde (LM 8) (Slika 7) $to
najviSe karakterizira rakove iz filogrupe L1, a obrnuto se moZze zakljuciti za jedinke iz
L4.

Sveukupno razdvajanje svih filogrupa po prvoj i drugoj funkciji te tendencije

promjena glavoprsnjaka prikazane su TPS deformacijskim mrezama (Slika 7).
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Tablica 3. Svojstvene vrijednosti (engl. eigenvalues) i udio objasnjene varijance u

diskriminantnoj analizi geometrijske morfometrije za linije (filogrupe).

Diskriminantna Svojstvene %varijance %kumulativno
funkcija (KDF) vrijednosti
1. 2,23 48,52 48,52
2. 1,35 29,28 77,80
oV +CW2
G1
+Cv1
L2
L4
o
S
) o1
2

Kanonicka varijanca 1

Slika 6. Kanonicki prikaz diskriminantne analize provedene za 34 homologne tocke
glavoprsnjaka rakova analiziranih filogrupa za CV1 i CV2. Svijetlo plava boja ozna¢ava
hipotetsku konsenzus jedinku (prosje¢nu vrijednost svih oblika iz razli€itih sljevova), a tamno
plava boja oznaCava ,najekstremniji“ oblik tj. odstupanja od konsenzus oblika.

26



Cv2+ ~

- CV1+ -
- L N 7
- » ey
— > - :E
- 7 ST
- T _ . \
B ™~
CcV2- CVi-
- P4
- - - ~
e i Ny, —
- > I e
e =
- " ¥
et i A\
- ~N

Slika 7. Promjene oblika glavoprdnjaka razlicitih filogrupa prikazane TPS deformacijskim
mrezama. Promjene (plavi vektori) predstavljaju deformacije mreza koje odgovaraju prvim

dvjema osima (CV1 i CV2) u pozitivhim (+) i negativnim (-) smjerovima.

U jedinki grupiranih prema sljevovima, kanonicka diskriminantna funkcija CV1,
objasnjava varijabilnost od 74,25%, a CV2 objaSnjava varijabilnost od 25,77% (Tablica
4, Slika 8).

Sveukupno razdvajanje svih sljevova po prvoj i drugoj funkciji te tendencije
promjena glavoprsnjaka prikazane su TPS deformacijskim mrezama (Slika 9). Graficki
prikaz jedinki s obzirom na sljevove kojima pripadaju (savski, dravski ili dunavski)
pokazuje da se u najvecoj mjeri razlikuju jedinke iz dravskog i dunavskog slijeva (Slika
8). Prva kanonic¢ka os (CV1) najbolje odvaja dravski od dunavskog slijeva i u svom
pozitivnom dijelu opisuje jedinke sa duzim apeksom rostruma (LM 1), rostralnim
rebrima (LM 3, 13) postavljenim viSe prema posteriornom dijelu tijela te uzim lateralnim
rubom karapaksa (LM 6, 10) i cervikalne brazde (LM 7, 9) (Slike 8 i 9). Ove znacajke
su najviSe izrazene kod rakova koji pripadaju dravskom slijevu. S druge strane,
negativni dio prve kanoni¢ke osi (CV1) opisuje jedinke sa puno kra¢im apeksom

rostruma (LM 1), slabije izraZenim rostralnim rebrima na prijelazu prema o€noj Supljini
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(LM 3, 13) te Sirim glavoprsnjakom kojeg opisuju Siri lateralni rub karapaksa (LM 6, 10)
i lateralni rub cervikalne brazde (LM 7, 9) (Slika 9). Ovaj opis najbolje karakterizira
jedinke koje pripadaju dunavskom slijevu. Pozitivni dio druge kanoni¢ke osi (CV2)
opisuje jedinke s kra¢im i Sirim lateralnim rubom karapaksa (LM 6, 10) te posteriornim
rubom cervikalne brazde (LM 8) pomaknutim viSe prema apikalnom dijelu Zivotinje
(Slike 8 i 9). Ovakav opis najbolje odvaja jedinke rakova iz savskog slijeva. Negativni
dio druge kanonicke osi (CV2) opisuje jedinke kraceg rostruma sa skra¢enim apeksom
rostruma (LM 1) i vrhovima rostralnog trna (2, 14) pomaknutim viSe prema apikalnom
dijelu Zivotinje. Glavoprsnjak je duZzi zbog izduzenog posteriornog ruba cervikalne
brazde (LM 8) (Slika 9). Negativni dio druge kanonic¢ke osi (CV2) najbolje opisuje

jedinke iz dunavskog slijeva.

Tablica 4. Svojstvene vrijednosti (engl. eigenvalues) i udio objasnjene varijance u

diskriminantnoj analizi geometrijske morfometrije za jedinke grupirane prema

sljevovima.
Diskriminantna Svojstvene %varijance %kumulativno
funkcija (KDF) vrijednosti
1. 2,51 74,25 74,25
2. 0,87 25,77 100,000

28



+CV1

V1

Kanonicka varijanca 2

Drava
Sava

k.anonicka varijanca 1

Slika 8. KanoniCki prikaz diskriminantne analize provedene za 34 homologne tocke
glavoprsnjaka rakova analiziranih sljevova (savski, dravski i dunavski) za CV1 i CV2. Svijetlo
plava boja oznac¢ava hipotetsku konsenzus jedinku (prosjec¢nu vrijednost svih oblika iz razli¢itih
slievova), a tamno plava boja oznaCava ,najekstremniji“ oblik tj. odstupanja od konsenzus
oblika.
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Slika 9. Promjene oblika glavoprSnjaka razliitih sljevova prikazane TPS deformacijskim
mrezama. Promjene (plavi vektori) predstavljaju deformacije mreZa koje odgovaraju prvim
dvjema osima (CV1 i CV2) u pozitivnim (+) i negativnim (-) smjerovima.
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U jedinki grupiranih prema staniStu, kanoniCka diskriminantna funkcija CV1, u
potpunosti objasnjava varijabilnost (100%) (Tablica 5) Na slici 10 je vidljivo da se
jedinke s razliCitih staniSta jasno razdvajaju, a sveukupno razdvajanje jedinki
grupiranih prema staniStu prema prvoj i drugoj funkciji te tendencije promjena oblika
glavoprsnjaka prikazane su TPS deformacijskim mrezama (Slikall).

Prva kanoni¢ka os (CV1) €iji pozitivni dio opisuje jedinke koje su prikupljene iz
jezera i kod kojih je uocen izduzeniji rostrum (LM 1) te uzi glavoprsnjak jer su lateralni
rub karapaksa (LM 6, 10) i lateralni rub cervikalne brazde (LM 7, 9) na ovim rakovima
bili uze postavljeni (Slika 11). S druge strane, negativni dio prve kanonicke osi (CV1)
najvec¢im dijelom opisuje rakove iz rije¢nih populacija koje karakterizira kraci i Siri
rostrum (LM 1, 2, 14), te Siri glavoprdnjak s lateralnim rubom karapaksa (LM 6, 10)
postavljenim Sire i viSe prema posteriornom dijelu tijela, i lateralnim rubom cervikalne
brazde (LM 7, 9) postavljenim Sire i vise prema apikalnom dijelu tijela (Slika 11).
Pozitivni dio druge kanonicke osi (CV2) opisuje jedinke izduzenijeg apeksa rostruma
(LM 1) i kraceg glavoprSnjaka s posteriornim rubom cervikalne brazde (LM 8) koji je
pomaknut vise prema apikalnom dijelu tijela (Slike 10 i 11). Negativni dio druge
kanonicke osi (CV2) prikazuje jedinke puno kraceg rostruma (LM 1) te izduZenijeg
glavoprsnjaka s lateralnim rubom karapaksa (LM 6, 10), lateralnim rubom cervikalne
brazde (LM 7, 9) i posteriornim rubom cervikalne brazde (LM 8) pomaknutim prema

posteriornom dijelu tijela (Slika 10).

Tablica 5. Svojstvene vrijednosti (engl. eigenvalues) i udio objasnjene varijance u
diskriminantnoj analizi geometrijske morfometrije za jedinke grupirane prema stanistu

(tekucice, stajacice).

Diskriminantna Svojstvene Y%varijance %kumulativno
funkcija (KDF) vrijednosti

1. 1,52 100,000 100,000

2. 0,00 0,000 100,000
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Slika 10. Kanoni¢ki prikaz diskriminantne analize provedene za 34 homologne tocke
glavoprsnjaka rakova analiziranih iz razli¢itih stanista (jezero, rijeka) za CV1 i CV2. Svijetlo
plava boja oznacava hipotetsku konsenzus jedinku (prosje¢nu vrijednost svih oblika iz razli€itih
slievova), a tamno plava boja oznacava ,najekstremniji“ oblik tj. odstupanja od konsenzus
oblika.
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Slika 11. Promjene oblika glavoprsnjaka razli€itih stanidta prikazane TPS deformacijskim
mrezama. Promjene (plavi vektori) predstavljaju deformacije mreza koje odgovaraju prvim

dvjema osima (CV1 i CV2) u pozitivhim (+) i negativnim (-) smjerovima.

Udaljenosti izmedu pojedinacnih filogrupa predstavlijene su kao Prokrustove
udaljenosti (Tablica 6). Najve¢a udaljenost u morfo prostoru dobivena je izmedu
filogrupa G1i L2 (0,0467), a najmanja izmedu L2 i L4 (0,0324), ali ova vrijednost nije
bila statisticki zna€ajna, kao niti vrijednost udaljenosti izmedu L2 i L1/L4. Prokurstove
udaljenosti izmedu svih ostalih filogrupa (G1iL1, G1iL1/4,G1ilL4,L1iL1/4,L1iL2,
L1iL4, L1/4 i L4) su statistiCki znagajne s p — vrijednostima zna¢ajno manjim od 0,05
(Tablica 6).
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Tablica 6. Prokrustove udaljenosti izmedu analiziranih filogrupa rakova su prikazane

iznad dijagonale, a p-vrijednosti permutacijskog testa analiziranih Prokrustovih

udaljenosti pet filogrupa ispod dijagonale.

L1 L1/L4 L2 L4
Gl 0,0330 0,0355 0,0467 0,0365
L1 <0.0001 0,0345 0,0455 0,0429
L1/L4 <0.0001 <0.0001 0,0454 0,0393
L2 0,0089 0,0213 0,0648
L4 <0.0001 <0.0001 <0,0001

Najvecéa udaljenost u morfo prostoru izmedu sljevova dobivena je u odnosu dravskog

i dunavskog slijeva (0,068), a najmanja udaljenost je dobivena izmedu dravskog i

savskog slijeva. Prokurstove udaljenosti izmedu svih sljevova su statistiCki znacajne

s p — vrijednostima zna¢ajno manjim od 0,05 (Tablica 7).

Tablica 7. Prokrustove udaljenosti izmedu analiziranih sljevova iz kojih su rakovi

prikupljeni su prikazane iznad dijagonale, a p-vrijednosti permutacijskog testa

analiziranih Prokrustovih udaljenosti izmedu tri slijeva ispod dijagonale.

SAVA
DRAVA <0.0001
DUNAV <0.0001

DRAVA DUNAV
0,031 0,040
0,068

<0.0001

Prokrurstova udaljenost izmedu rakova sakupljenih u rijekama i rakova sakupljenih u

jezerima iznosi 0,0294 i ona je statistiCki znaCajna s p — vrijednoS$c¢u znacajno
manjom od 0,05 (Tablica 8).
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Tablica 8. Prokrustove udaljenosti izmedu analiziranih stanista iz kojih su prikupljeni

rakovi i pripadajuc¢a p-vrijednosti permutacijskog testa analiziranih Prokrustovih
udaljenosti izmedu stanista (rijeka ili jezero).

Prokrustova udaljenost rijeka 0,0294

P-vrijednost rijeka <0.0001
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5. RASPRAVA

Morfometrija je korisna za kvantifikaciju veli€ine i oblika organizama te se u
kombinaciji s metodama multivarijantne statistike Cesto koristi u istrazivanjima
intraspecijske i interspecijse varijabilnosti (iz Sint i sur., 2005). Generalno, morfoloSke
razlike izmedu jedinki iste vrste se mogu pojaviti kao posljedica genetickih razlika
(Hidayani i sur., 2018) ili okolisnih faktora (Yampolsky i sur., 2014) i njihove
medusobne interakcije (Berger i sur., 2018). Kvantifikacija specificnih karakteristika
jedinke ili grupe jedinki moze pokazati stupanj specijacije izazvan biotickim ili
abiotiCkim uvjetima (Puretanovi¢ i sur., 2016). Najveci broj dosadasnjih istraZivanja
slatkovodnih vrsta rakova bio je zasnovan na metodama tradicionalne morfometrije
(Ghia i sur., 2006; Bertocchi i sur., 2008, Deniz i sur., 2010; Maguire i Daki¢, 2011;
Benzer i sur., 2017; Sint i sur., 2006; Maguire i sur., 2017). Koliko je nama poznato,
ovo je prvo detaljno geometrijsko morfometrijsko istraZivanje vrste Astacus astacus.
Geometrijska morfometrija ima prednost nad tradicionalnom morfometrijom jer pruza
bolju kvantifikaciju i vizualizaciju oblika morfoloSkih struktura te omogucava veliku
statistiCku osjetljivost koja otkriva male promjene u obliku morfoloskih cjelina te se zato
sve viSe Koristi u istrazivanjima (Adams i sur., 2013). Primjenom metoda geometrijske
morfometrije po prvi puta je prou€avana varijabilnost veli€ine i oblika glavoprSnjaka
(fokus na anteriorni dio rostruma i dorzalnu stranu cephalona) 230 jedinki plemenitih
rakova Seshaest populacija: rijeka llova (GrubiSno polje), llova (Veliki
Zdenci), Peratovica, Breznica, Glogovica, Kikovac, Bijela, Slobostina, Kutjevacka
rijeka, VeliCanka, Jaruga, OtucCa, Totovec, Moti¢njak, Bednja i RazbojiSte. Prednost
istrazivanja morfometrije karapaksa je da nema utjecaja gubitka njegovih dijelova ili
regeneracije kao $to je to slu€aj sa tjelesnim privjescima (BPuretanovic i sur., 2016). U
prethodnim istrazivanjima Scalici-a i suradnika (2010, 2012) utvrdeno je da ne postoje
statisticki znaCajne razlike izmedu oblika glavoprSnjaka muzjaka i Zenki bjelonogih

rakova, stoga su u ovom istrazivanju podaci za muzjake i Zenke analizirani zajedno.

S obzirom da su nedavna molekularno-filogenetska istraZivanja utvrdila
postojanje viSe odvojenih evolucijskih linija unutar vrste A. astacus (Schrimpf i sur.,
2014), cilj ovog rada je bio utvrditi preklapaju li se eventualno utvrdene razlike u
morfometriji rakova, s rezultatima molekularno-filogenetskih istrazivanja. Schrimpf i

suradnici su 2014. godine utvrdili veliku raznolikost mitohondrijske i jezgrene DNA na
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podrucju jugoistoCne Europe te su predlozili postojanje 4 odvojene filogrupe - L1- L4,
od kojih su u ovom istraZivanju bile obuhvacena 3 (L1, L2 i L4). Isto tako je nedavnim
molekularno-filogenetskim istrazivanjima na podru¢ju Hrvatske utvrdena joS jedna
nova divergentna linijja —( G1) koja je ukljuena u analizu (Maguire, neobjavljeni
podaci), kao i populacija (lokalitet Moti¢njak) koja je bila sastavljena od jedinki koje
pripadaju u dvije filogrupe (L1 i L4). Rezultati su pokazali da se u morfo prostoru jasno
odjeljuju filogrupe G1, L1 i L4. Filogrupa L2 je pokazala statisti¢ki znaCajnu udaljenost
u morfo prostoru u odnosu na filogrupe G1i L1, ali ne i L1/L4 i L4. Smatramo da u
ovom istrazivanju nismo imali dovoljno jedinki koje su pripadale filogrupi L2 (samo dvije
jedinke s lokaliteta Jaruga) te da stoga ni dobiveni rezultati nisu pouzdani. Grupa L1/L4
se najmanje izdvaja u morfo prostoru, ali svejedno pokazuje statisticki znacajne

udaljenosti u odnosu na filogrupe G1, L1 i L4.

Prethodnim istrazivanjima plemenitih rakova na podruc¢ju Hrvatske temeljenim
samo na tradicionalnoj morfometriji pokazalo se da su populacije koje su geografski
blize morfometrijski sli¢nije od onih koje su geografski udaljenije (Segin, 2017). Ovim
istrazivanjem se taj rezultat potvrdio te se pokazalo da se jasno razaznaju 3 grupe
jedinki prikupljene iz tri razliCita slijeva - savskog, dravskog i dunavskog. Udaljenost
izmedu svih sljevova je statistiCki znacajna, a najveca udaljenost, odnosno najveca

razlika u obliku, je utvrdena izmedu jedinki iz Drave i Dunava (0,0677).

Zadnja kanonicka analiza koju smo radili je bila na temelju stanista iz kojeg su
jedinke prikupljene - tekucice ili staja¢ice. Pokazalo se da jedinke prikupliene iz
stajacica imaju izduZeniji rostrum te uzi glavoprsnjak, a suprotno tome - jedinke
prikupljene iz tekucica imaju kradi i Siri rostrum te Siri glavoprsnjak. Jedinke s ova dva
tipa stanista se statistiCki znacajno razlikuju, a ovaj je rezultat usporediv s rezultatima
prethodnih istrazivanja na vrsti Samastacus spinifrons (Philippi, 1882) - jedinoj
juznoamerickoj vrsti iz porodice Parastacidae koji nastanjuje i rijeke i jezera (Rudolph
i sur., 2016). Kod vrste S. spinifrons je sli€no kao i kod vrste A. astacus utvrdeno da
jezerske populacije imaju vece tijelo i izduZeniji rostrum, a jedinke iz rijeCnih populacija
imaju kratak rostrum i robustno, deblje tijelo. Medutim, ove morfoloSke diferencijacije
nisu pozitivno korelirale s analizama geneti¢ke divergencije jer je utvrdena samo
oskudna geneticka diferencijacija izmedu jedinki S. spinifrons koje su sakupljene iz
jezera u odnosu na jedinke iste vrste sakupljene iz rijeka. Autori sugeriraju da ove

razlike u morfologiji izmedu jedinki iste vrste, a razli€itog staniSta nastaju zbog
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fenotipske plastiCnosti i posljedica su prilagodbe na razliCiti tip staniSta i uvjeta nae
njemu. Ovaj fenomen objasnjava varijacije u morfoloskim oblicima do kojih dolazi kao
posljedica razliCite ekspresije istog genotipa u razli€itim okoliSnim uvjetima (Rudolph i
sur., 2015). Sli¢no tome, Haddaway i suradnici (2012) su uocili da rije€ne populacije
vrste Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) imaju duza i Sira klijeSta od

jezerskih populacija iste vrste.

U ovom diplomskom radu je u obzir uzeto viSe varijabli — pripadnost filogrupi,
slijev kojem jedinke pripadaju te staniSte s kojeg su sakupljene. To nam je omogucilo
da dobijemo Siru sliku o faktorima koji utje€u na promjene u morfologiji te da napravimo

vecu diskriminaciju izmedu jedinki.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu je po prvi puta provedena analiza geomorfometrijskih znacajki
plemenitih rakova. Rezultati standardnih geomorfometrijskih analiza 34 homologne
toCke smjeStene na glavoprSnjaku rakova ukazuju na postojanje znacajnih razlika
izmedu razli¢itih populacija te se jasno vide razlike u morfometriji s obzirom na
filogrupu kojoj jedinke pripadaju, slijevu iz kojeg dolaze te staniSte s kojeg su
sakupljene. Pokazalo se da diskriminaciji jedinki najviSe doprinose oblik, Sirina i duzina
rostruma, polozaj lateralnog ruba karapaksa i lateralnog ruba cervikalne brazde te
polozZaj posteriornog ruba cervikalne brazde.Takoder, ovo istraZivanje je potvrdilo da
jedinke koje su sakupljene s geografski blizih lokacija imaju vece morfoloSke sli¢nosti

od onih koje su geografski udaljenije.

Tehnike geometrijske morfometrije su se pokazale korisnima u proucavanju
varijabilnosti oblika i veli€¢ina plementih rakova. U buduénosti, ovakva istrazivanja s
uklju€ivanjem jo$ veéeg broja jedinki iz pojedinih filogrupa mogu upotpuniti

populacijsko — ekoloska istrazivanja bliskih filogrupa ove vrste.
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8. Prilozi

Prilog 1. Vrijednosti centorida 34 karakteristiCne toCke glavoprsnjaka plemenitih

rakova.

Karakteristicne

Koordinata X

Koordinata Y

tocke

1 -0.005951 0.181576

2 -0.048901 0.075768
3 -0.061341 -0.022414
4 -0.105766 -0.095861

5 -0.119015 -0.199413

6 -0.142990 -0.066853

7 -0.196179 -0.312300

8 0.018975 -0.507252

9 0.229992 -0.284715
10 0.153844 -0.055583
11 0.133671 -0.189380
12 0.111173 -0.088026
13 0.059715 -0.016502
14 0.040822 0.079757
15 -0.009172 0.176699
16 -0.012962 0.150674
17 -0.017281 0.122461
18 -0.023859 0.093073
19 -0.039487 0.066662
20 -0.051610 0.068596
21 -0.053239 0.046571
22 -0.056015 0.025257
23 -0.058683 0.003973
24 -0.061172 -0.016715
25 -0.002653 0.176608
26 0.002566 0.151001
27 0.008371 0.123279
28 0.016374 0.094543
29 0.033862 0.069162
30 0.044079 0.074051
31 0.047313 0.051163
32 0.051396 0.029278
33 0.055248 0.007705
34 0.058875 -0.012841
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