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1. Uvod

Zanimanje za S$piljski svijet potaknuto je Darwinovim djelom ,Podrijetlo vrsta“ u kojem donosi
pretpostavke zasto Spiljske Zivotinje nemaju oci (Darwin, 1872). No, pocetak same $piljske ekologije bio je
1907. godine kada je Racovitza objavio “Essai sur les problémes biospéologiques” (,,Esej o biospeleoloskim
problemima‘) postavljaju¢i osnove ove znanosti i definiraju¢i osnovne pojmove. ProuCavanje Spilja i
njihovih stanovnika uzelo je maha u 60-im godinama proslog stoljeca te se intenzivno nastavlja istrazivati i
danas (Moldovan i sur., 2018). Spiljski je okoli§ izrazito stresan za organizme zbog okoli$nih uvjeta koje
postavlja kao Sto su konstantni mrak, manjak hrane i visoka vlaznost zraka (Howarth i Moldovan, 2018).
omogucavaju uspjesan zivot u takvome okoliSu (Krishnan i Rohner, 2016). Organizmi koji Zive u Spiljama
nazivaju se troglobiontima te spadaju u razliCite skupine zivotinja — razliciti ¢lankonosci (brojni rakovi,
insekti i pauc¢njaci), obli¢i, mekusci, i kraljeznjaci, poput raznih riba i vodozemaca (Culver, 2009). Jedan od
najistaknutijih modela na kojima se provode istrazivanja je mala meksicka tetra, Astyanax mexicanus, koja
ima vanjski oblik (ribe koje zive van $pilja) te 29 poznatih Spiljskih oblika (Protas i Jeftery, 2012). Kao
model za beskraljeznjake odabran je raci¢ Asellus aquaticus koji takoder ima vanjske i Spiljske oblike
(Protas i Jeffery, 2012). Spiljski organizmi posjeduju brojne adaptacije nastale konvergentnom evolucijom
koje se objedinjuju pod pojmom troglomorfizma (Culver i Pipan, 2015; FiSer, 2019). Neke od najznacajnijih
troglomorfnih karakteristika su gubitak ociju i pigmenta (Culver i Pipan, 2009). Usporedujuci vanjske
oblike modelnih organizama sa S$piljskim oblicima moguce je pratiti evoluciju i nastanak troglomorfnih
obiljezja te razumjeti zaSto je do njih doslo i koji se mehanizmi nalaze u podlozi tih procesa (Protas i Jeffery,
2012). Proucavanjem Spiljskih organizama moguce je do¢i do saznanja o djelovanju evolucijskih
mehanizama opcenito (Protas, Trontelj i Patel 2011) s obzirom na to da $pilje predstavljaju jedinstven sustav
gdje je moguce pratiti evoluciju organizama od ,,pocetka“ (vanjski oblici organizama) do ,.kraja“ (Spiljski
oblici organizama) (Protas i Jeffery, 2012). Tako ovaj sustav omogucava proucavanje djelovanja prirodne
selekcije, de novo mutacija, epigenetske regulacije, genetskih polimorfizama te vaZznost fenotipske
plasticnosti u prvotnoj kolonizaciji Spilja nakon koje slijedi genetska asimilacija. Ovaj seminarski rad
pokusava dati cjelovitu sliku o Zivotu o Spiljama, uvjetima Spiljskog okolisa i direktan utjecaj tih uvjeta na
razvoj adaptacija Spiljskog okolisa kao i mehanizme koji pokrecu takvu evoluciju. U prvi plan se stavljaju
tipicna troglomorfna obiljezja kao $to su gubitak o€iju i albinizam, koji sluze kao modeli za proucavanje
slozenih mehanizama koji dovode do njihova razvitka. Cilj ovog rada nije samo opisati zivot u $pilji, ve¢
dati pregled o mehanizmima i procesima koji se mogu primjenjivati u proucavanju evolucije opcenito te

dati sliku o sposobnosti organizama za brzu prilagodbu na ekstremne uvjete.



2. Zivot u $piljama

Za razumijevanje evolucije Spiljskih zivotinja nuzno je razmotriti uvjete u kojima zive. Koli¢ina svjetlosti,
temperatura, koli¢ina hrane i ostali ekoloski faktori, usmjerivaci su evolucijskih procesa koji dovode do
specifi¢nih karakteristika $piljske faune (koje ée biti opisane u sljede¢im poglavljima). Spilje su prirodni
otvori, podzemne praznine nastale u stijenama brojnim procesima kao §to je kemijsko otapanje stijena
(Lauritzen, 2018; White i Culver, 2012). NajceS¢e se formiraju u vapnenackim stijenama, dolomitu ili
o¢vrsnutoj lavi (Moldovan i sur., 2018). Spilje osiguravaju izrazito dugotrajna stanista jer ne nestaju do kad
ne nestanu i stijene koje ih okruzuju. Tako se medusobno jako razlikuju izgledom, sve $pilje dijele odredene
karakteristike koje se ticu okolisnih uvjeta. Jedna od primarnih karakteristika je mrak, odnosno nedostatak
svjetla koji se postupno povecava odmicanjem od ulaza u $pilju, zatim relativno stabilni temperaturni uvjeti,

visoka vlaznost, ali i sloZzena geometrija same unutrasnjosti Spilje (Lauritzen, 2018).

2.1. Fizikalni i kemijski ¢imbenici koji uspostavljaju specifi¢an Spiljski okoli§

Temperaturne varijacije unutar $pilje uvelike su oslabljene u usporedbi sa sezonskim varijacijama (Cigna,
2002), a ovisno o ventilaciji i otvorima $pilje postizu temperature jednake ili nesSto nize od prosjecnih
sezonskih temperatura (Wigley i Brown, 1971, 1976). Sto se ti¢e temperature vode unutar $pilja, ona je
takoder stabilna te u ravnotezi s temperaturom atmosfere (temperatura vode moze biti maksimalno 1°C niza
od temperature atmosfere) (Camacho, 1992). Kao §to o vanjskim uvjetima i ventilaciji ovisi temperatura,
tako 1 vlaznost $pilje ovisi o vlaznosti vanjskog okoli$a i prozracenosti (ventilaciji) same $pilje. Stopostotna
vlaznost se u pravilu ne postize ljeti, no moguce ju je posti¢i u ostatku godine (Lauritzen, 2018). Bitno je
istaknuti da pH vrijednost $piljskih voda ovisi o koli¢ini i vrsti otopljenih tvari, $to pak ovisi o sastavu
stijena u $pilji, kao 1 o ravnotezi CO, u vodi i atmosferi (Atkinson, 1977; Lauritzen, 2018). Iako se
vrijednosti pH u vecini slucajeva zadrzavaju oko pH = 7 do pH = 9, (Lauritzen, 2018), u ekstremnim
sluc¢ajevima, zahvaljuju¢i odredenim otopljenim tvarima kao §to su sulfidi, silikati ili gips, vrijednosti pH
mogu dosti¢i ekstreme, ¢ak i vrijednosti oko pH = 1 i pH = 2 u slucaju prisutnosti jarosita ili kopiapita
(White, 1997). Osim ekstremno kiselih uvjeta, Spiljske vode mogu sadrzavati visoke koncentracije toksi¢nih
metala kao $to su olovo, ziva i cink ¢iji se ioni otpustaju oksidacijom sulfida (Macalady i sur., 2007). Ovakvi
ekstremni uvjeti mogu stvarati izraziti selektivni pritisak i dovesti organizme do razvoja tolerancije prema
niskim razinama pH vrijednosti i visokim koncentracijama teskih metala. Sto se ti¢e vodenog okoli$a bitno
je napomenuti da on uvelike ovisi o brzini toka vode i vodostaju koji mogu varirati ovisno o tome u kolikom
su kontaktu s vanjskim vodama. Intenzivniji tok vode donosi vi$e nutrijenata, ali remeti stabilnost vodenog

okolisa, dok su koli¢ine otopljenog kisika u vodi uglavnom niske (Lauritzen, 2018).



2.2. Direktan utjecaj Spiljskih uvjeta na Zivot Spiljskih organizama

Uvjeti u Spiljama su vrlo striktni i s malim varijacijama, a katkad mogu biti i vrlo ekstremni. Ovakav okoli$
izrazito je stresan i nepristupacan za veéinu organizama koji zive izvan $pilja. Organizmi koji odolijevaju
ovakvim uvjetima izrazito su specijalizirani te samo mali broj vrsta uspijeva kolonizirati ovakva stanista
kroz odredeni period evolucije, a predci uspostavljenih $piljskih vrsta najcesée vec€ i jesu imali odredene
predadaptacije, to jest bili prilagodeni zivotu u mra¢nim i vlaznim staniStima. S obzirom na nepristupacne
uvjete i opcenito malu gustocu organizama, pronalazak hrane i partnera za razmnoZavanje jos su dva velika
problema s kojima se organizmi u $piljama susrecu. Najveci utjecaj na Zivot u Spiljama predstavlja mrak.
Nedostatak svjetlosti utjece na gotovo sve aspekte Zivota Spiljskih organizama $to je usko povezano s gore
navedenim problemom pronalaska hrane i partnera (Howarth i Moldovan, 2018). Zbog nedostatka svjetlosti
u $piljama, osim na samim ulazima, ne obitavaju primarni proizvodaci, a sukladno tome niti herbivori.
Iznimka su jedino herbivori koji se hrane korijenjem biljaka koje mozZe prodirati u podzemne okolise
(Howarth, 1983). U ovom stresnom i mra¢nom okoliSu prevladavaju predatori i detritivori koji prezivljavaju

usprkos selektivnim pritiscima malih koli¢ina hrane (Howarth i Moldovan, 2018).

3. Troglomorfizam

Pojam troglomorfizma neizostavan je u opisivanju Spiljskih Zivotinja. Prvi ga je upotrijebio speleobiolog
Kenneth A. Christiansen (FiSer, 2019) kako bi objedinio konvergentne karakteristike uocene u $piljskih
vrsta (Culver i Pipan, 2015; Fiser, 2019). Na troglomorfizam se nadovezuje niz drugih pojmova (definiranih
u Tablici 1) koji opisuju zZivotinje koje Zive u $piljskim, podzemnim stanistima ili su na neki nacin povezane
s njima. Karakteristike objedinjene pod pojmom troglomorfizma mogu se podijeliti u nekoliko skupina, a
to su morfoloske adaptacije, fizioloske adaptacije, adaptacije ponasanja i dodatne specijalne adaptacije. Ove
karakteristike rezultat su konvergentne evolucije (Derkarabetian i sur., 2010), ponajviSe usmjeravane
selektivnim pritiskom nedostatka svjetlosti (Derkarabetian i sur., 2010; Culver i sur., 2010), ali i ostalim
$piljskim uvjetima kao nedostatak hrane (Culver i Pipan, 2015). Pod okoli$nim pritiscima dolazi do regresije
odredenih svojstava, pa ¢ak i do potpunog nestanka nekih (primjerice gubitak ociju), ali istovremeno i do
hipertrofije drugih svojstava (primjerice izduZzivanje ticala). Prema tome se troglomorfne karakteristike

dijele na regresivne i konstruktivne (Fiser, 2019).

lako je troglomorfizam centralni pojam u opisivanju troglofaune i stigofaune, bitno je napomenuti da
troglomorfna obiljezja nisu prisutna u svih $piljskih Zivotinja, a nisu ni iskljucivo karakteristika $piljskih
vrsta. U $piljama se mogu pronaci vrste bez troglomorfnih obiljezja za koje se moZze pretpostaviti da su
relativno nedavno kolonizirale Spilje, odnosno njihov period boravka u $pilji nije bio dovoljan kako bi se

mogla razviti i uociti tipi¢na svojstva troglomorfizma. S druge strane, moguce je da Zivotinje koje Zive izvan



Spilje imaju obiljezja troglomorfizma koja su razvijena kao odgovor na staniSte koje dijeli odredene

karakteristike sa Spiljskim stanistem (FiSer, 2019).

Tablica 1: Pojmovi i definicije vezane uz troglomorfizam kao bitno obiljezje Spiljskih Zivotinja (Moldovan,
Kovac i Halse, 2018)

Pojam Definicija
Troglomorfizam Morfoloske adaptacije zivotinje, kao Sto su gubitak pigmenta, gubitak ociju ili
(troglobiomorfizam) sljepoca, izduzeno tijelo i tjelesni nastavci itd.
Troglobiont Zivotinja koja Zivi isklju¢ivo u kopnenom podzemnom stanistu.
Troglofil Zivotinje koja Zivi i u podzemnom i nadzemnom kopnenom stanistu.
Trogloksen Zivotinja koja rijetko ulazi u $piljska kopnena stanista, slu¢ajno ili u potrazi za
sklonistem u kratkim vremenskim periodima.
Troglofauna Skupni naziv za sve kopnene Zivotinje koje zive u podzemnim stanistima i
povezanim staniStima.
Stigobiont Zivotinja koja Zivi u podzemnim vodama.
Stigofil Zivotinja koja Zivi i u podzemnom i nadzemnim vodama.
Stigoksen Zivotinja koja rijetko ulazi u $piljska vodena stanista, slu¢ajno ili u potrazi za
sklonistem u kratkim vremenskim periodima.
Stigofauna Skupni naziv za sve zivotinje koje zive u podzemnim vodama i povezanim
staniStima.

3.1. MorfoloSke adaptacije

Nedostatak pigmenta, odnosno albinizam, karakteristika je brojnih $piljskih Zivotinja, posebice stigobionata
(Slika 1). Kod kraljeznjaka se ¢esto moze uociti gubitak pigmenta prelaskom u odraslu fazu Zivota (Durand,
1983), dok je kod nekih beskraljeznjaka ¢ak uocen povratak pigmenta nakon izlaganja UV zracenju (Ginet
i Decou, 1977). Spiljske su Zivotinje, naravno, mnogo osjetljivije na UV zraenje i mutacije koje ono izaziva
u usporedbi sa zivotinjama koje Zive izlozene vanjskoj svjetlosti (Langecker, 2000). Druga adaptacija
direktno povezana s nedostatkom svjetlosti jest gubitak vida pa tako i o€iju (iako se ostaci o¢iju jo§ mogu
pronaci u nekih vrsta) jer u ovakvom okolisu vid predstavlja uzaludno troSenje energije protiv cega djeluje
intenzivna selekcija (Moran, Softley i Warrant, 2015). S druge strane, ostala osjetila kompenziraju za
nedostatak vida, pa tako primjerice ribe iz roda Astyanax imaju viSe okusnih pupoljaka (Yamamoto i sur.,
2009). Uocena su i pojacana osjetila dodira i mirisa (Langecker, 2000) te modificirani mehanoreceptori i
elektroreceptori (Schlegel i Bulog, 1997) kao kompenzacije kod odredenih vrsta. Takoder, kod kopnenih
vrsta zamijeceno je i izduzivanje ticala kako bi se povecala njihova povrsina te tako akomodirala veci broj
receptora, a osim ticala uoceno je i opéenito izduzivanje tijela i nogu (Moldovan i sur. 2004). Kod kopnenih
¢lankonozaca dolazi i do stanjivanja kutikule te degeneracije krila kod onih koji ih imaju (Howarth i
Moldovan, 2018). Ginet i Decou (1977) uocili su jos jednu zanimljivost — u vodenim mikrostaniStima dolazi

jake selekcije veli¢ine tijela $to dovodi do pojave gigantizma i patuljastosti.



Slika 1: Astyanax mexicanus, cest model za proucavanje troglomorfnih karakteristika i evolucije $piljskih
zivotinja. (A) Astyanax mexicanus — populacija koja nastanjuje Spiljski okoliS. Jasno su vidljiva
troglomorfna obiljeZja — gubitak pigmenta i ociju. (B) Astyanax mexicanus — populacija koja nastanjuje
vanjski okoli$. Preuzeto iz Beale, Whitmore i Moran (2016)

3.2. FizioloSke adaptacije

Smanjene koli¢ine hrane u Spiljama dovele su do razvitka cijelog niza adaptacija koje omogucavaju zivot u
takvim uvjetima. Hranu je teSko pronaci $to ne dopusta organizmima da budu izbirljivi te se obi¢no hrane
svezderi, mogu pojesti viSe hrane odjednom i sukladno tome prezivjeti duze periode bez hrane (Howarth i
Moldovan, 2018) sto je omoguceno velikim kapacitetom za skladiStenje masti i usporenim metabolizmom
(Hervant i Renault, 2002) kao i smanjenom aktivnoscu i kretanjem (Hiippop, 1985). Tako deseteronozni
radié¢i roda Troglocaris mogu prezivjeti ¢ak dvije godine bez hrane (Vogt i Strus, 1999). Osim kao
prilagodba na smanjene koli¢ine hrane, usporeni metabolizam prilagodba je i na manjak kisika u $piljskim
vodama (Hervant i sur. 1997, 1998; Hervant i Renault 2002) koje su Cesto hipoksi¢ne (Malard i Hervant,
2012). S druge strane, troglobionti se moraju nositi s visokom vlazno$¢u koja doseze i do 100% zbog Cega
je doslo do stanjivanja kutikule i izmjene njezinog sastava te izmjene mehanizama odrzavanja ravnoteze
vode u organizmu. Zbog ovakvih prilagodbi, Spiljski organizmi postaju izrazito osjetljivi na suSne uvjete i

isuSivanje (Howarth, 1980; Ahearn i Howarth, 1982; Hadley i sur., 1981).

3.3. Adaptacije ponaSanja

Sukladno morfoloskim i fizioloskim adaptacijama slijede i adaptacije ponaSanja $piljskih zivotinja kao
prilagodba na S$piljski okolis. Zbog konstantnog mraka, odnosno izostanka izmjene noci i dana, ali i
minimalnih varijacija ostalih okoli$nih uvjeta tokom godine, mnogi su troglobionti i stigobionti izgubili
cirkadijane i sezonalne ritmove (Howarth i Moldovan, 2018). No usprkos tome neke ribe i rakovi imaju
unutrasnje ritmove koje slijede (Poulson i Jegla, 1969), a smatra se da su oni naslijedeni od predaka koji
nisu zivjeli u $piljama (Trajano i Menna-Barreto, 1995). Nadalje, uoceno je da se $piljske ribe i rakovi mic¢u
i skrivaju od svjetlosti iskazujuéi fotofobno ponasanje (Yoshizawa i Jeffery, 2008; Fiser i sur., 2015) §to bi

moglo objasniti zasto ove zivotinje ne napustaju svoju Spilju i ne rasprostranjuju se po drugim Spiljama i



staniStima (FiSer i sur., 2015). Kako bi se povecala Sansa pronalaska hrane, ali i uStedila energija,
troglobionti se krecu izrazito polako S$to istovremeno smanjuje Sansu upadanja u zamke kao §to su jame i
pukotine (Moldovan i Paredes Bartolome, 1998/1999; Kustor i Novak, 1980). Kod ribe A. mexicanus uoceno
je 1 pojatano VAB (eng. vibration attraction behaviour) ponaSanje, koje pozitivno utjeCe na proces
pronalaska hrane (Yoshizawa i sur., 2010), §to uz ostale prilagodbe povecava ucinkovitost pronalaska hrane
na 80% u usporedbi s populacijama koje Zive izvan $pilje Cija je ucinkovitost samo 20% (Hiippop, 1987).
Kao $to nedostatak svjetlosti otezava pronalazak hrane, otezava i pronalazak i odabir partnera, $to se
kompenzira razvijenijim feromonskim zlijezdama i komunikacijom feromonima u nekih vrsta (Cazals i
Juberthie-Jupeau, 1983; Juberthie-Jupeau i Cazals 1984; Moldovan i Juberthie 1994). Zenke riba &esto
biraju partnere s obzirom na uhranjenost, izbjegavajuci izgladnjele muZzjake (Plath i sur., 2005). Jo$ jedna
posljedica mraka i smanjene koli¢ine hrane jest izbjegavanje formiranja jata u riba, vjerojatno zbog

nedostatka predatora koji bi potaknuli formiranje jata kao formu obrane i sigurnosti (Kowalko, 2019).

3.4. Specijalne adaptacije

Uz sve dosad navedene adaptacije koje omogucavaju zivot u $piljama, postoje jos neke dodatne specijalne
adaptacije koje karakteriziraju Spiljske Zivotinje. Jedno od takvih obiljeZja je neotenija — zadrzavanje
juvenilnih karakteristika tijekom odrasle faze (Culver, 1982; Howarth, 1993). Neotenija se moZe objasniti
¢injenicom da neke vrste provode u podzemnim staniStima juvenilne faze Zivota u kojima su veé
predadaptirane za Zivot u $piljama (Howarth, 1993). Spiljske Zivotinje Zive izrazito dugo (Govjedje ribice
mogu dozivjeti 102 godine (Voituron i sur. 2011)), juvenilne faze zivota su im krace, dok su ostale faze
zivota produljene Sto povecava Sanse za uspjesnu reprodukciju (Howarth i Moldovan, 2018). Kako bi se
povecao fitnes juvenilnih Zivotinja, zenke stvaraju manji broj vecih jajaSaca ¢ime se embriji Stite od
izgladnjivanja (Roff 1992; Hiippop 2000; Wilhelm i Schindler 2000). Jo$ jedna zanimljivost jest da Spiljske
zivotinje spavaju manje (Duboué i sur., 2011; Soares i sur., 2004), kako bi maksimalno iskoristile vrijeme

za pronalazak hrane koje nema u izobilju (Bilandzija i sur., 2018).

4. Procesi koji pokrecu evoluciju Spiljskih Zivotinja

Kao $to je vec€ vise puta spomenuto, Spiljske Zivotinje iz razlicitih skupina imaju podudarne karakteristike i
adaptacije na Spiljski okoli$, objedinjene pod pojmom troglomorfizma. Troglomorfizam podrazumijeva
postojanje konvergentne evolucije (Culver i Pipan, 2015; Protas i Jeffery, 2012) koja je dovela do takvog
razvoja Sto proizlazi iz selektivnog S$piljskog okolisa (Culver i Pipan, 2015). Nastanak konstruktivnih
karakteristika moZe se objasniti djelovanjem prirodne selekcije na postojece genetske polimorfizme ili de
novo mutacije. Do regresivnih mutacija dolazi nakupljanjem mutacija, neutralnih u $piljskom okolisu, koje

dovode do gubitka funkcije gena, a fiksiraju se genetskim driftom (relaksirana selekcija (Lahti et al., 2009)),



ili dolazi do indirektne selekcije protiv tog svojstva u svrhu ustede energije ili zbog antagonistickog

djelovanja na neku drugu funkciju (Protas i Jeffery, 2012).

4.1. Djelovanje prirodne selekcije

Jedna od glavnih evolucijskih sila opcenito, prirodna selekcija, sila je koja dovodi do adaptacija svih zivih
organizama pa tako i do adaptacija potrebnih za zivot u $piljama navedenih u prethodnom poglavlju. Ono
S$to na posljetku doprinosi prirodnoj selekciji, odnosno omoguc¢ava bolji opstanak odredenih varijanti u
usporedbi s drugima, jest veci broj potomaka u odnosu na druge, tj. fitnes. S obzirom na ekstremnost
Spiljskog okolisa, moze se pretpostaviti da je prirodna selekcija usmjerena te vodi k ekstremu, razvoju
troglobionta, ali treba uzeti u obzir da odredene Spiljske populacije sugeriraju na balansirajucu selekciju s
obzirom na varijabilnosti i polimorfizme unutar populacije. S druge pak strane, $piljski su organizmi dobar
primjer divergentne selekcije usporeduju¢i ih s predcima koji su Zivjeli izvan Spilja (Trontelj, 2019).
Odredeni dio populacije nastani Spilju, odvajajuci se od svog pretka, nakon Cega nastupa alopatrijska
specijacija (Barr, 1960, 1968) omogucena divergentnom selekcijom (Trontelj, 2019). Specijacija u ¢ijoj je
podlozi divergentna selekcija naziva se modelom adaptivnog pomaka (eng. adaptive shift model) te
podrazumijeva nastanak reproduktivne izolacije izmedu populacija u procesu adaptacije na novi, u ovom
slucaju $piljski, okolis (Trontelj, 2019). Kako dolazi do evolucije i nastanka novih, troglomorfnih obiljezja
izmedu vanjskih i Spiljskih populacija. Reproduktivne barijere potom onemogucavaju ponovno mijeSanje
gena izmedu S$piljskih i vanjskih populacija u slucaju da jedinke iz vanjskih populacija udu u Spilju,

osiguravajuci daljnji opstanak ili razvitak troglomorfnih obiljezja (Cartwright i sur., 2017).

4.2. De novo mutacije ili postojeca genetska varijacija (polimorfizam populacije)

Postavlja se pitanje stvaraju li se u novom okoliSu nove mutacije koje potom putem selekcije dovode do
adaptacija na taj okoli$, ili su te mutacije ve¢ prisutne u odredenim frekvencijama u populaciji te one postanu
fiksirane, takoder pod utjecajem selektivnih pritisaka. Postoji nekoliko problema zbog kojih je tesko moguce
da su de novo mutacije dovoljne za stjecanje adaptacija na Spiljski okoli§ (Krishnan i Rohner, 2017). Ulazak
u Spilju predstavlja drasticnu promjenu okoliSa te zbog toga zahtjeva brze adaptacije kako bi organizmi
prezivjeli sam ulazak. Za takav brz proces de novo mutacije najvjerojatnije ne bi bile dovoljne, bududi da je
njihov nastanak uglavnom spor (Barrett i Schluter, 2008), a osim toga te su mutacije najceSce recesivne,
zahtijevaju¢i duze vrijeme da postanu fiksirane u populaciji (Haldane, 1927). Kada odredene varijante gena,
odnosno polimorfizmi, ve¢ postoje u populaciji, puno ih je lakse fiksirati i ste¢i potrebne adaptacije
(Colosimo i sur., 2005; Aspiras i sur., 2015). Takve varijante gena mogu se zadrZavati unutar populacije u
heterozigotnom obliku, ali i kao kripticke geneticke varijacije ¢iji se fenotip ispoljava tek pod odredenim

okolisnim pritiskom (Krishnan i Rohner, 2017).



5. Fenotipska plasti¢nost i genetska asimilacija

Postavlja se pitanje kako je moguce da su organizmi uopce kolonizirali $piljski okolis ako se radi o iznimno
stresnim uvjetima koje su morali prezivjeti uz nedostatak adekvatnih adaptacija u trenutku ulaska u $pilju.
Jasno je da u populaciji postoji genetska varijacija te da se javljaju nove mutacije na temelju kojih moze
djelovati prirodna selekcija. To ¢e postupno dovesti do razvitka organizama adaptiranih na Spiljski okolis,
no takva je adaptacija spora $to je kontradiktorno uocenoj brzini adaptacije u nekih Spiljskih vrsta. Jedna od
takvih vrsta je dosad ve¢ spominjana meksicka tetra, Astyanax mexicanus, koja ima dvije forme — vanjsku
(pigmentiranu, s ofima i sposobnos¢u vida) i Spiljsku (koja je izgubila pigment i vid) (Bilandzija i sur.,
2020). Pretpostavlja se da je ova riba nastanila Spiljski okoli$ u posljednjih 20 000 (Fumey i sur., 2018) do
200 000 godina (Herman 1 sur., 2018) u kojih je doslo do stjecanja danas uocenih adaptacija. Takoder, ova
tetra nema predadaptacije koje bi omogucile brzu adaptaciju na Zivot u $pilji (Parzefall i sur., 2007), niti je
otkriven narocito velik broj mutacija u $piljskim populacijama, ¢ak ni u genima povezanim s degeneracijom
o¢iju (Hinaux i sur., 2013; Ma 1 sur., 2014). Mehanizam koji bi mogao objasniti ovako brzu evoluciju i
prilagodbu na novi okolis jest fenotipska plasticnost nakon koje slijedi genetska asimilacija. Fenotipska
plasti¢nost podrazumijeva postojanje razli¢itih fenotipova ovisnih o okoliSu, koji svi proizlaze iz istog seta
gena, odnosno genotipa (Bilandzija i sur., 2020; Morris, 2014). Svi organizmi mogu mijenjati fenotip do
odredene mjere, bilo morfoloski, fizioloski, ponaSajno i/ili na razini genske ekspresije (Nijhout, 2003;
Sultan, 2007; Gilbert i Epel, 2009). No moze li fenotipska plasticnost biti dovoljna za prezivljavanje u
Spiljskom okoliSu prije nego se akumulira dovoljno genetskih mutacija koje rezultiraju opaZenim
adaptacijama? Kako bi se to istrazilo, napravljen je eksperiment u kojem su ribe iz vanjske populacije
izlozene $piljskim uvjetima, u prvom planu nedostatku svjetlosti (Bilandzija i sur., 2020) kao $to je opisano

u potpoglavlju 5.1.

5.1. IstraZivanje provedeno na meksic¢koj tetri, Astyanax mexicanus

BilandZija i sur. (2020) proveli su istrazivanje u kojem su ribe uzgajane u potpunom mraku u trajanju od
dvije godine, nakon ¢ega su provedeni razni testovi kako bi se vidjelo je li doslo do nekih promjena u odnosu
na populacije uzgajane u uvjetima izmjene dana i no¢i, odnosno svjetlosti i tame. Nakon dvije godine nije
doslo do znacajne izmjene morfoloskih karakteristika, osim promjena debljine odredenih slojeva retine, kao
i do povecanog broja melanofora na odredenim dijelovima tijela. Analizom transkriptoma riba starih 7
mjeseci uocene su razlike u ekspresiji 356 gena, od kojih je 210 bilo pojacano eksprimirano (geni vezani uz
metabolizam lipida, geni vezani uz pigmentaciju), a 146 imalo je smanjenu ekspresiju (geni za cirkadijani
ritam, lokomotorni ritam i vizualnu percepciju). ZabiljeZzene su i promjene u ekspresiji gena ukljucenih u
smatanje proteina, posttranslacijske modifikacije te gena koji utjeCu na aktivnost transkripcijskih faktora i

epigenetickih regulatora $to upucuje na brojne mehanizme koji mogu biti u pozadini fenotipske plasti¢nosti.



Smanjena je aktivnost metabolickih puteva ukljucenih u fotorecepciju, cirkadijane ritmove i odgovor na
oksidativni stres (Bilandzija i sur., 2020). Moguce je da su ove promjene ovisne o svjetlosti, s obzirom na
to da svjetlost aktivira nastanak reaktivnih kisikovih vrsta koje su pak medijatori izmedu fotorecepcije i
cirkadijanih ritmova (Hirayama, Cho i Sassone-Corsi, 2007.; Pagano i sur., 2018). Nadalje, usporedena je
otpornost na izgladnjivanje izmedu riba uzgajanih u mraku i riba uzgajanih u uvjetima izmjene svjetlosti i
tame, te je uoceno bolje prezivljavanje riba uzgojenih u mraku. Bolja moguénost prezivljavanja u uvjetima
manjka hrane moze se objasniti usporenim metabolizmom koji je potom i potvrden kod riba uzgajanih u
mraku. S obzirom na to da mrak predstavlja vrlo stresne uvjete, pretpostavljeno je da ¢e ribe uzgajane u
mraku imati poviSene razine hormona kortizola u usporedbi s ribama uzgajanim u normalnim uvjetima, Sto
je takoder potvrdeno. Uocena je i ocekivana viSa razina masti, odnosno triglicerida u riba uzgajanih u
uvjetima mraka kao i poviSene razine hormona rasta te snizene razine serotonina i 5-HIAA (5-
hidroksiindoloctena kiselina, metabolit serotonina). Kako bi se proucila moguénost nasljedivanja stecenih
adaptacija, dio potomaka riba uzgajanih u mraku odrastali su u uvjetima mraka, a dio u normalnim uvjetima.
Isto je napravljeno i s potomcima riba uzgajanih u normalnim uvjetima. Usporedbom potomaka iz sve Cetiri
skupine uocen je blago sporiji metabolizam i bolja otpornost na izgladnjivanje u potomaka riba uzgajanih u
mraku, bilo da su potomci uzgajani u mraku ili normalnim uvjetima. Iako blage i statisticki nedovoljno
znacajne, ove promjene mogu sugerirati na mogucnost nasljedivanja karakteristika dobivenih fenotipskom

plasti¢nosti te ukazuju na kontinuitet plasti¢nosti Sto sugerira na njenu evoluciju (Bilandzija i sur., 2020).

5.2. Potencijalna vaZnost fenotipske plasti¢nosti i genetske asimilacije u kolonizaciji
Spilja

Istrazivanjem objaSnjenim u poglavlju 5.1. pokazano da konstantni mrak moze dovesti do brzih promjena
koje su nuzne za prezivljavanje u takvom okoliSu, a fenotipska plasticnost moze objasniti taj brzi odgovor
na mrak. Plasti¢ni odgovor na okoli§ moze biti adaptivni koji se potom zadrzi selekcijom, ili neadaptivni
(pigmentacija u ovom istrazivanju) koji se u procesu selekcije izgubi (Bilandzija i sur., 2020). Selekcija pak
moze dovesti do evolucije tog svojstva induciranog okolisem koji postaje fiksiran genetskom asimilacijom
(kao Sto je prikazano na Slici 2). Genetska asimilacija objasnjava nastanak novog svojstva bez nastanka
gena novih funkcija, ve¢ se novo svojstvo razvija djelovanjem na postojecu genetsku i epigenetsku varijaciju
koja je prisutna u populaciji (Schlichting i Pigliucci, 1998). Odnosno: ,,Plasticno svojstvo moze se pretvoriti
u kanalizirano svojstvo kroz evolucijska podesavanja regulacije ekspresije tog svojstva.“ (Ehrenreich i
Pfennig, 2016). Genetskom se asimilacijom smanjuje sama plasti¢nost dovodeci do konstitutivne ekspresije
novog svojstva (Waddington, 1953), omogucéenog tom istom fenotipskom plasticnoséu. Fenotipska je

plasticnost klju¢na u stvaranju varijabilnosti u $piljskom okolisu, bilo adaptivne ili neadaptivne, na koju



potom moze djelovati selekcija dovode¢i do nastanka jedinki najbolje adaptiranih za $piljski okolis te kao

takva moze objasniti kolonizaciju i evoluciju $piljskih organizama (Bilandzija i sur., 2020).

A B

Predacki okolis Novi okolis
C D
Promjene fenotipa Djelovanje selekcije

Novi okolis Predacki okolis

Slika 2: Mehanizam djelovanja fenotipske plasti¢nosti nakon koje slijedi genetska asimilacija. Shematski
prikaz kako fenotipska plasti¢nost nakon koje slijedi genetska asimilacija moZe dovesti do evolucije novog
svojstva. Na ovom prikazu novi oblik lista predstavlja novo svojstvo, a boja lista predstavlja genotip. (A)
Genetski varijabilna populacija koja (B) kolonizira novi okoli§ (naznaceno promjenom boje pozadine iz
sive u bijelu). (C) Okoli§ inducira nove fenotipove naznacene razliitim oblicima lista, ali svaki genotip
pokazuje drugaciji odgovor stvarajuéi listove razli¢itih oblika. (D) Selekcija djeluje protiv genotipova koji
stvaraju neadaptivne fenotipove (oblike listova) u novom okolisu, §to je naznaceno krizicem. (E) Selekcija
dovodi do evolucije novog svojstva koje se eksprimira neovisno o okoliSu. (F) Novo svojstvo je
eksprimirano u drugacijem okoliSu i to onom ancestralnom, $to znaci da je proslo genetsku asimilaciju.
Preuzeto i prilagodeno iz Ehrenreich i Pfennig (2016).

5.3. Mehanizam fenotipske plasti¢nosti
Postoje tri generalna koraka ukljucena u mehanizam fenotipske plasticnosti. Prvi korak ukljucuje senzorni
sustav organizma koji prepoznaje stimulanse okoline, primjerice promjenu temperature ili promjenu

koli¢ine svjetlosti. Potom se detektirani okoli$ni signali prevode u molekularni, biokemijski odgovor koji
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dovodi do promjena u aktivnosti stanica, a zatim se, putem hormona, prenosi u ciljne dijelove organizma
(Gilbert i Epel, 2009). U tre¢em koraku ciljne stanice, tkiva ili organi odgovaraju na podrazaj na nacin da
dovode do izmjene fenotipa (Ehrenreich i Pfennig, 2016) $to je najc¢eSce popraceno promjenom u ekspresiji
gena (Aubin-Horth i Renn, 2009). Promjena u ekspresiji gena podrazumijeva promjene u vezanju
transkripcijskih faktora na genske promotore i druge regulatorne sljedove na nacin da se transkripcija tog
gena pojaca ili utiSa. Razliciti transkripcijski faktori mogu se aktivirati na razli¢ite nacine ovisno o vanjskim
signalima. Na taj nacin razliCiti signali iz okoliSa mogu drugacije utjecati na stanice u kojima se, sukladno
podrazajima, aktiviraju transkripcijski faktori koji potom mijenjaju ekspresiju gena. Razlicita ekspresija
pojedinih gena moze aktivirati hormone na specifican nacin, a oni ¢e potom utjecati na ciljna tkiva i organe

u kojima ¢e drugaciji fenotip doci do izrazaja (Nijhout, 2003).

5.4. Mehanizam genetske asimilacije

Da bi doslo do genetske asimilacije, mora do¢i do redukcije plasti¢nosti, to jest do fiksacije odredenog
fenotipa stvorenog specificnim genotipom (Pigliucci, Murren i Schlichting, 2006). Iako je mnogo toga
nepoznato i nerazjasnjeno (Ehrenreich i Pfennig, 2016) pretpostavlja se da bi regulacija gena mogla imati
znacajnu ulogu u fiksiranju odredenog plasticnog svojstva (Pfennig i Ehrenreich, 2014). Do genetske
asimilacije vjerojatno dolazi pod utjecajem kvantitativnih genetskih promjena u regulaciji ekspresije koje
djeluju na brojnost transkripata (Leodon-Rettig i sur., 2014). Spomenute genetske promjene mogu nastati u
samom genu koji ¢e biti genetski asimiliran ili u uzvodnim regulatornim sljedovima tog gena, odnosno radi
se o cis ili trans regulatornim polimorfizmima (Albert i Kruglyak, 2015). Primjerice, cis regulatorne
varijante mogu onemoguciti vezanje transkripcijskog faktora na svoje vezno mjesto (Wittkopp i Kalay,
2012), ¢ime taj gen prestaje biti osjetljiv na okoli§ (Ehrenreich i Pfennig, 2016), ili pak moZe nastati novo
vezno mjesto za transkripcijski faktor (Wittkopp i Kalay, 2012), ¢ine¢i gen otpornijim na okolisne faktore
s obzirom na to da sada postoji redundancija mogucénosti regulacije (Ehrenreich i Pfennig, 2016). Za razliku
od cis regulatornih varijanti koje djeluju na svoj gen, trans regulatorne varijante mogu djelovati na vise gena

te stoga imati puno veci utjecaj na regulaciju (Ehrenreich i Pfennig, 2016).

6. Albinizam — kako i zaSto

Jedna od glavnih konvergentnih regresivnih karakteristika Spiljskih Zivotinja jest nedostatak pigmenta,
odnosno albinizam. Ovo svojstvo uoc¢eno je u $piljskih virnjaka, ¢lankonozaca, koluticavaca, mekusaca i
kraljeznjaka, a osim u $piljskih Zivotinja, javlja se i u drugim stani$tima s nedostatkom svjetlosti kao $to je
duboko more (Bilandzija, Cetkovié¢ i Jeffery, 2012; Protas i Jeffery, 2012). Ne zna se mnogo o
mehanizmima gubitka pigmenta i zaSto se albinizam zadrzao kao svojstvo troglofaune i stigofaune

(Bilandzija, Cetkovi¢ i Jeffery, 2012). Pigment (melanin) §titi od ultraljubiastog zratenja, potreban je za
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kamuflazu i mimikriju te vid i privlacenje partnera (Ducrest, Keller i Roullin, 2008; True, 2003; Chistiansen
i sur., 2005; Sugumaran i Barek 2016). Nabrojane funkcije melanina nemaju svrhu u okoliSu bez svjetlosti
te su podlozne relaksiranoj selekciji, odnosno mogu nestati bez negativnih posljedica za organizam
(Bilandzija, Cetkovié i Jeffery, 2012; Baldwin i Beatly 1941; Jeffery 2008; Protas i Jeffery 2012; Protas,
Trontelj i Patel, 2011). No, melanin i metabolicki putevi njegove sinteze mogu imati i druge uloge u

organizmu (Bilandzija i sur., 2017).

6.1. Put sinteze melanina

Metabolic¢ki put sinteze melanina o¢uvan je medu raznim organizmima (Riley 1997; Vavricka, Christiansen
i Li, 2010). U kraljeznjaka (S/ika 3) prvi korak podrazumijeva konverziju L-tirozina u L-3,4-dihidroksi-L-
fenilalanin (L-DOPA) uz multifunkcionalni enzim tirozinazu. Tirozinaza potom prevodi L-DOPA u L-
DOPA-kvinon. Potom se uz tirozinazu ukljucuje jos nekoliko enzima koji vr$e konverziju L-DOPA-kvinona

u L-DOPA-krom i jos nekoliko intermedijera, do trenutka nastanka samog melanina (True, 2003).

.. Tirozjnaza Tirozinaza Tirozinaza
L-tirozin 7L> L-DOPA ———— DOPA-kvinon ———»DOPA-krom —ZP—Z.?Eumelanin
i drugi enzimi

Slika 3: Put sinteze melanina u kraljeznjaka. Supstrati i produkti naznaCeni su crnom bojom, strelice
prikazuju smjer reakcija, a plavom bojom naznaceni su enzimi. Crvena linija u prvom koraku sinteze
melanina oznacava mjesto prekida sinteze melanina S§to rezultira albinizmom. Preuzeto i prilagodeno iz
BilandZija, Cetkovic i Jeffery (2012).

U kukaca (Slika 4), prvi korak konverzije L-tirozina u L-DOPA provodi tirozin hidrolaza (TH). Nakon
nastanka L-DOPA, put sinteze melanina dijeli se u dvije grane. Prvom granom nastaje DOP A-melanin, tako
Sto fenol oksidaza (FO) katalizira konverziju L-DOPA u DOPA-kvinon, pa slijedi pretvorba u DOPA-krom
i potom u DOPA-melanin. U drugoj grani dolazi do konverzije L-DOPA u dopamin uz enzim DOPA-
dekarboksilaza (DDK). Nizom reakcija iz dopamina, uz fenol oksidazu, nastaje dopamin-melanin. Oba
produkta ovih sintetskih puteva, DOPA-melanin i dopamin-melanin, luce se u hemolimfu putem koje dolaze

do kutikule koju pigmentiraju (True, 2003).

FO
Dopamin ————————— = Dopamin-melanin
DDK

T
L-tirozin 7L> L-DOPA
P

Slika 4: Put sinteze melanina u insekata. . Supstrati i produkti naznaceni su crnom bojom, strelice prikazuju
smjer reakcija, a plavom bojom naznaceni su enzimi. Crvena linija u prvom koraku sinteze melanina
oznacava mjesto prekida sinteze melanina Sto rezultira albinizmom. TH oznacava enzim tirozin
hidroksilazu, FO oznacava enzim fenol oksidazu, a DDK DOPA-dekarboksilazu. Preuzeto i prilagodeno iz
Bilandzija, Cetkovié i Jeffery (2012).

FO
DOPA-kvinon ————— DOPA-krom ——s—— DOPA-melanin
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6.2. Prekid sinteze melanina pokazuje konvergenciju medu razli¢itim skupinama

Prekid sinteze melanina, koji dovodi do albinizma, kod meksicke se tetre (4styanax mexicanus) dogada na
samom pocetku biosintetskog puta tijekom konverzije L-tirozina u L-DOPA. Radi se o mutaciji u genu oca?
koja uzrokuje nastanak nefunkcionalnog proteina OCA2 (Protas i sur., 2006) za kojeg se pretpostavlja da
kontrolira dostupnost L-tirozina enzimu tirozinazi. Sukladno tome, sinteza melanina moze se potaknuti ako
se ribama egzogeno pruzi L-DOPA, potvrdujuci nefunkcionalnost prvog koraka sinteze (McCauley, Hixton
i Jeffery, 2004). Ve¢ unutar same vrste 4. mexicanus moguce je uociti konvergenciju u prekidu sinteze
melanina jer je uoCeno da se mutacije u genu oca?2 javljaju na razli¢itim pozicijama u razli¢itim lozama ove
vrste Sto sugerira da je prekid sinteze nastao nezavisno vise puta (McCauley, Hixton i Jeffery, 2004; Protas
i sur. 2006). Takoder, usporedivan je prekid sinteze melanina izmedu dvije vrste kukaca iz porodice Cixiidae
— vrsta Oliarus polyphemus iz havajskih Spilja te Trirhacus helenae iz hrvatskih $pilja. Ponovno je otkriven
prekid sinteze u prvom koraku u kojem djeluje tirozin hidroksilaza kod obje vrste kukaca. To ponovno
ukazuje na konvergenciju, ne samo medusobno ve¢ i u usporedbi s tetrom A. mexicanus. Bitno je
napomenuti da iako se radi o prvom koraku u sintezi to ne znaci da je doslo do mutacije u genu za tirozin
hidroksilazu (Bilandzija, Cetkovi¢ i Jeffery, 2012). Naime ovaj enzim ima i druge funkcije —u imunoloskom
odgovoru, ziv€anim funkcijama i stvaranju kutikule. 1z tog razloga pretpostavlja se da je doslo do izmjene
nekog drugog faktora koji regulira dostupnost L-tirozina za enzim TH ili regulira samu aktivnost enzima
TH jer bi u suprotnom mutacija u genu koji kodira za enzim TH vrlo vjerojatno bila letalna (Gorman i sur.,
2007; Gorman i Arakane 2010). Postoji nekoliko pretpostavki zasto se sinteza melanina prekida u prvom
koraku koje se medusobno ne iskljuc¢uju. Prvo moguée objasnjenje jest to da je prekid metabolickog puta
hranom (Bilandzija, Cetkovi¢ i Jeffery, 2012). Nadalje, gen oca2 (kod kraljeznjaka) je izrazito velik §to
omogucava puno prostora za nakupljanje mutacija (Y1ii sur., 2003), a mozda je i jedino mjesto na kojem su
mutacije dozvoljene jer bi mutacije u ostalim genima koji kodiraju za enzime ovog metabolickog puta bile
letalne. Prekid sinteze u prvom koraku moZze sprijeciti akumulaciju toksi¢nih intermedijera ovog
biosintetskog puta (Graham, Tiffani i Vogel, 1978). Takoder, L-tirozin se koristi i u drugim metabolickim
putevima, pa bi sprjeCavanjem sinteze melanina bila omogucena akumulacija L-tirozina i njegovo koristenje

u nekom drugom metaboli¢kom putu (Bilandzija, Cetkovi¢ i Jeffery, 2012).

6.3. Melanin i imunitet

Melanin ima vaznu ulogu u imunoloskom odgovoru ¢lankonozaca. Melanizacija sudjeluje u inkapsuliranju
patogena 1 parazita te stvaranju ugruSaka i zacjeljivanju rana. Takoder ima i ulogu u ubijanju
mikroorganizama omogucavajuci stvaranje citotoksicnih intermedijera Stetnih mikroorganizmima

(Soderhall 1 Cerenius, 1998; Ashida i Brey, 1995). Stvaranje citotoksi¢nih intermedijera (o-difenoli,

13



kvinoni) katalizirano je od strane fenol oksidaze koja se zbog opasnosti tih intermedijera mora paZzljivo
regulirati. Iz tog razloga pohranjena je u obliku proenzima profenol oksidaze unutar citoplazmatskih
granula, ispusta se prilikom detekcije antigena te se aktivira kaskadom serinskih proteaza (Cerenius i
Soderhill, 2004; Sugumaran, 2002; Cerenius, Lee i Soderhidll, 2008). No, ako je doslo do gubitka
pigmentacije, jesu li ¢lankonoSci izgubili imunosni odgovor pruZen melaninom i njegovim biosintetskim
putem? Testiranjem preko 50 vrsta ¢lankonoZzaca iz raznih skupina uoceno je da velika vecina ima
sposobnost melanizacije na mjestu ozljedivanja unato¢ albinizmu (BilandZija i sur., 2017). Fenol oksidaza
izrazito je bitna za imunoloski odgovor, ne samo u ¢lankonoscima ve¢ i u drugim skupinama kao $to su
koluti¢avci, plastenjaci, mekusci, bodljikasi, svitkoglavci (Cerenius i Soderhdll, 2004), a enzimi
biosintetskog puta melanina bitni su i za kraljeznjake (Lévesque i sur., 2013). Melanin je izrazito vazan u
imunoloskom sustavu te je kao takav sacuvan cak i u Spiljskom okolisu unato¢ tome §to zahtijeva velike
koli¢ine dusika koji je Cest limitiraju¢i faktor Spilja (Lee, Simpson i Wilson, 2008). Pretpostavlja se da
selekcija djeluje na nacin da se potice albinizam kako bi se sacuvala energija i/ili oCuvali prekursori za
alternativne metabolicke puteve. No, istovremeno nema utjecaja na enzime biosintetskog puta melanina koji
su potrebni za imunoloski odgovor organizma. Sugerira se da postoje alternativni nacini regulacije i
aktivacije ovih enzima ili njihovu specificnu lokalizaciju u organizmu kako bi oni bili aktivni samo u slucaju

imunoloskog odgovora (BilandZija i sur., 2017).

6.4. Koristi albinizma

Sprjecavanjem sinteze melanina u prvom koraku, kao $to je opisano u potpoglavlju 6.2., dolazi do
nakupljanja L-tirozina. Osim za sintezu melanina, L-tirozin koristi se i u drugom metabolickom putu kojim
dolazi do nastanka katekolamina kao $to je prikazano na Slici 5 (Bilandzija i sur., 2013). Akumulacija L-
tirozina koji se potom koristi u biosintezi katekolamina, u ribe 4. mexicanus postize se mutacijom u genu
oca2. Razine dopamina i norepinefrina u S$piljskim populacija ove ribe veée su naspram razina u
populacijama koje zZive van $pilja. Takoder, Bilandzija i sur. (2013) inaktivirali su gen oca2 u jedinkama
koje Zive van $pilja kod kojih je takoder zabiljezena poviSena razina katekolamina, dodatno potvrdujuci
pretpostavku. ZabiljeZena je i dodatna smanjena ekspresija gena oca? u embrijima meksicke tetre, iako je
gen ve¢ mutiran i nefunkcionalan. Povecane razine katekolamina vazan su faktor koji moze doprinijeti
uspjesnoj kolonizaciji $pilja i prilagodavanju Spiljskom okolisu (Bilandzija i sur., 2013). Katekolamini se
sintetiziraju u hipotalamusu, a istovremeno i utjecu na njega. Sav viSak L-tirozina koji se producira u
organizmu krvotokom moze sti¢i u mozak prolaskom kroz krvno-mozdanu barijeru gdje se potom koristi
za sintezu katekolamina (Fernstrom i Fernstrom, 2007; Audus i Borchart, 1986). S obzirom na to da se u
hipotalamusu nalaze centri za regulaciju hranjenja, povecane razine katekolamina mogu imati utjecaj na

hranjenje (Stricker i Zigmond, 1984) §to je u skladu s primijeCenom povec¢anom efikasnosti hranjenja koja
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je uocena u Spiljskih riba (Hiippop, 1987). Buduéi da su Spilje siromasne hranom, ovo je jako korisna
adaptacija (BilandZija i sur., 2013). Norepinefrin ima ulogu i u kontroli duzine spavanja (Ouyang i sur.,
2004) sto sugerira da povecane razine norepinefrina mogu imati utjecaj na primije¢enu redukciju spavanja
uocenu kod Spiljskih jedinki ove vrste (Duboué, Keene i Borowsky, 2011). Manje spavanja znaci vise
vremena provedenog u budnom, alertnom stanju, $to je ponovno korisno $to se tice skupljanja hrane u
hranom siromasnom okolisu (Bilandzija i sur., 2013). Ovu ¢injenicu potvrduje i zapazena veca rezistencija
na anesteziju koja je obrnuto proporcionalna pigmentiranosti jedinke u $piljskih riba i vanjskih jedinki
kojima je inaktiviran oca2 gen (Bilandzija i sur., 2018) Nadalje, norepinefrin kontrolira i odgovor na stres
(Kvetnansky, Sabban i Palkovits, 2009) Sto je ponovno korisna adaptacija na stresni $piljski okoli$
(Bilandzija i sur., 2013). Blokiranje sinteze melanina ima mnoge prednosti za organizme koji Zive u
$piljama, Sto upucuje na djelovanje prirodne selekcije u smjeru albinizma kao pleiotropne razmjene izmedu

melanina i katekolamina (Bilandzija i sur., 2013).

PUT SINTEZE KATEKOLAMINA

Fenilalanin Tirozin Dopamin Dopamin-beta- Fenoletanolamin
hidroksilaza [ hidroksilaza |dekarboksilazal] hidroksilaza N-metiltransferaza

L-fenilalanin —» L-tirozin —»L-DOPA—> Dopamin —» Norepinefrin — Epinefrin

XXX-mutant OCA2-XXX | Melanosom

Tirozinaza

t—DOPA—> L-DOPA-kvinon
/s

e B

o

MELANIN

PUT SINTEZE MELANINA

Slika 5: Odnos puteva sinteze melanina i katekolamina u ribi Astyanax mexicanus. Put sinteze katekolamina
zapocCinje L-fenilalaninom te zavrSava nastankom epinefrina. Supstrati su oznaceni crnom bojom, a enzimi
se nalaze u crvenim kvadrati¢ima. Sinteza melanina po€inje transportom L-tirozina u melanosom te dolazi
do nastanka melanina uz pomo¢ enzima naznacenih plavim kvadrati¢ima i jo§ nekih genskih produkata
naznacCenih narancastim kvadrati¢ima. U bijelom kvadrati¢u oznacena je mutacija koja dovodi do prestanka
sinteze melanina u ove meksicke tetre. Dodavanjem egzogenog L-DOPA (zeleni kvadrati¢) moze se spasiti
put sinteze melanina. Preuzeto i prilagodeno iz Bilandzija i sur. (2013).
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7. Gubitak vida i oCiju — kako i zaSto

Drugo bitno regresivno konvergentno obiljezje Spiljske faune jest gubitak vida i ociju. Ovaj fenomen javlja
se, kao 1 albinizam, kod razli¢itih skupina organizama, no ponovno je najbolje istrazen na $piljskom
modelnom organizmu 4. mexicanus. Postanak regresivnih karakteristika kao §to je gubitak vida i o¢iju lako
je objasniti pretpostavkom da je dozvoljena akumulacija deletiraju¢ih mutacija kao i geneticki drift s
obzirom na to da ne postoje selektivni pritisci koji bi djelovali u suprotnom smjeru. No, osim teorije o
relaksiranoj selekciji, postoje jo§ dvije teorije koje se moraju razmotriti pri pokuSaju objasnjenja zasto je
doslo do gubitka o¢iju i vida. Jedno od objaSnjenja jest da selekcija djeluje u smjeru gubitka ociju kako bi
se sacuvala energija, uz smanjenja opasnosti od infekcija i ranjavanja ociju (Krishnan i Rohner, 2017).
Neuralno je tkivo energetski skupo za odrzavati (Aiello i Wheeler, 1995), a tako i mogucnost vida
nepotrebnog u mracnom okoliSu, posebice uzimajuci u obzir smanjene koli¢ine hrane u Spiljskom okolisu
(Moran, Softley i Warrant, 2015; Krishnan i Rohner, 2017). Pokazano je da sustav organa za vid zauzima
cak 15% metabolizma kod juvenilnih meksickih tetra koje Zive van $pilja, $to implicira na snaznu selekciju
u smjeru regresije ociju (Moran, Softley i Warrant, 2015). Osim ustede energije, moguce objasnjenje za
regresiju vida i oCiju jest selekcija odredenog svojstva koje negativno utjeCe na razvoj o¢iju, odnosno dolazi
do razmjene koja omogucava razvoj svojstava korisnijih u $piljskom okolisu naustrb razvoju o¢i kao §to je
detaljnije opisano u potpoglavlju 7.2. (Krishnan i Rohner, 2017, Yamamoto i sur., 2009). Bitno je naglasiti
da su geni ukljuceni u razvoj oc€i i vida izrazito konzervirani, a uz to su i pleiotropni (Stern i Crandall, 2018).
Pleiotropnost ovih gena osporava moguénost fiksiranja deletiraju¢ih mutacija u genomima organizama, te
se iz tog razloga bolje osloniti na promjenu genetske ekspresije koja moze biti izvor varijacije na temelju
koje moze djelovati selekcija (Stern i Crandall, 2018, Yamamoto, Stock i Jeffery, 2004). Jedan od
mehanizama regulacije genske ekspresije jest metilacija, koja bi mogla imati izrazito vaznu ulogu u

degeneraciji o¢iju (Gore i sur., 2018).

7.1. Razvoj i degeneracija o€iju

Preteca regije prednjeg mozga tijekom gastrulacije dijeli se u tri domene, dok sam prednji mozak i podrucje
oka nastaje od najanteriornije regije (S/ika 6). Za regulaciju i upravljanje ovim procesima posebno je vazan
signalni put Shh uz Wnt i Bmp signalne puteve (Cavodeassi i sur., 2005; van de Water i sur., 2001). Shh
signalizira pojacanu ekspresiju gena pax2 i vax! te smanjuje ekspresiju gena pax6 sto dovodi do ekspresije
Pax6 u dorzalnoj regiji gdje se dalje formiraju strukture oka (Yamamoto, Stock i Jeffery, 2004). Prvih
nekoliko sati razvoja, razvoj ociju isti je za Spiljske populacije ribe 4. mexicanus kao i za populacije koje
zive van $pilja, formirajuéi opticki vr¢ i lecu (Cahn, 1958; Langecker, Schmale i Wilkens, 1993). No, potom

ubrzo kre¢e degeneracija za $to se smatra da je odgovoran upravo Shh put signalizacije (Yamamoto i sur.,
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Slika 6: Razvoj oka $piljske i vanjske jedinke Astyanax mexicanus. Gornji red predstavlja razvoj oka vanjske
jedinke, a donji Spiljske jedinke. Plavom, narancastom i Zutom bojom naznaCena su mjesta i jacina
ekspresije gena shh, pax6 i pax2/vaxl. Intenzitet boje prikazuje razinu genskih produkata. Moze se uociti
da je kod $piljske jedinke smanjena razina Pax6, dok je povecana razina Shh i Pax2/Vax1. To rezultira
smanjenim o¢nim mjehuri¢ima i duzim o¢nim dr§cima. Nakon 24 sata zapocinje apoptoza lece te potom
slijedi apoptoza retine te gubitak oka. Preuzeto i prilagodeno iz Krishnan i Rohner (2017).

2009). Spiljske populacije imaju poveéane razine proteina Shh $to dovodi do neravnoteze (Yamamoto,
Stock i Jeftery, 2004), odnosno intenzivnijeg smanjenja ekspresije gena pax6 (Jeffery i Martasian, 1998) i
pojacane ekspresije gena pax2 i vaxl ¢ime dolazi do smanjenja o¢nog vrca i produljenja ocnog drska. Kao
potvrda ovoj pretpostavki u prilog dolazi eksperiment kojim je pokazano da nadekspresijom gena shh u
vanjskih populacija dolazi do promjena fenotipa o€iju Sto nalikuje Spiljskim populacijama (Yamamoto,
Stock i Jeffery, 2004), dok smanjenom ekspresijom gena shh u Spiljskih jedinki dolazi do razvoja vecih
ociju. Pretpostavlja se da je uoCena smanjena ekspresija gena pax6 i aktivnost proteina Pax6 u epitelnim
stanicama le¢e moguci uzrok prestanka diferencijacije lece te potencijalno poti¢e zabiljezenu apoptozu
epitela le¢e (Jeffery i Martasian, 1998). Pax6 veze se za regulatorne domene gena koji kodiraju za protein
kristalin, koji se nalazi u le¢i oka (Cveki i Piatgorsky, 1996). Uoceno je da kristalinski geni nisu aktivni za
vrijeme diferencijacije lece u $piljskih jedinki (Langecker, Schmale i Wilkens, 1995), $to je suprotno
normalnom razvoju oka (Cveki i Piatgorsky, 1996) te sugerira na moguénost da je upravo Pax6, Cije su
razine u $piljskih jedinki sniZzene, odgovoran za sprjeCavanje apoptoze lece te njen normalni razvoj (Jeftery
i Martasian, 1998). Uz indirektno djelovanje gena shh, u apoptozi lece vjerojatno sudjeluju jos neki od
faktora, a to su aA-kristalin, ¢ija je aktivnost u lecama $piljskih jedinki smanjena (Strickler, Byerly i Jeffery,
2007), Hsp90a ¢ija je ekspresija povecana u le¢i u razvoju (Hooven, Yamamoto i Jeftrey, 2005) te jos neki

faktori smanjene ekspresije kao §to su gen pitx3 (Shi i sur., 2005), rx3 (Loosli i sur., 2003), olfm2 (Lee,

17



Anholt i Cole, 2008), BCoR (Hilton i sur., 2009), Cryaa (Ma, Parkhurst i Jeffery, 2014). U prilog tome da
apoptoza lece predstavlja pocetak degeneracije oka (Jeffery i Martasian, 1998) ide eksperiment u kojem je
transplantirana leca (Slika 7) s jedinke iz vanjske populacije meksickih tetra na Spiljsku jedinku, i obrnuto.
Transplantacija lece sa $piljske jedinke na vanjsku jedinku uzrokovala je degeneraciju oka kod vanjske
jedinke, dok je transplantacija lece s vanjske na Spiljsku jedinku dovela do razvoja normalnog oka

(Yamamoto i Jeffery, 2000), iako to oko nije moglo reagirati na svjetlost (Romero i sur., 2003).

Slika 7: Razvoj ociju nakon transplantacije le¢e. Na slikama A (dva dana nakon translplantacije), B i C (2
mjeseca nakon transplantacije) prikazana je Spiljska jedinka na ¢ije je desno oko (oznaceno strelicom)
transplantirana le¢a vanjske jedinke — vidljiv je potpuno razvoj oka s transplantirane strane, dok oko
nedostaje na kontrolnoj, lijevoj strani. Na slikama E (dva dana nakon transplantacije), F 1 G (2 mjeseca
nakon transplantacije) prikazana je vanjska jedinka na ¢ije je desno oko transplantirana le¢a Spiljske jedinke
— vidljiv je nedostatak oka na desnoj strani te normalno kontrolno oko na lijevoj strani. Preuzeto i
prilagodeno iz Yamamoto i Jeffery (2000).

7.2. Utjecaj promjene ekspresije shh
S obzirom na to da je Shh signalni put jako bitan u razvoju, te snazan morfogen (Monuki, 2007) bitno je

razmotriti kakve posljedice moze imati promjena njegove ekspresije na cjelokupni razvoj organizma. Kao
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kompenzacija promijenjenoj ekspresiji gena shh, uocena je promjena u vremenu ekspresije gena fgf8 koji
se aktivira dva sata ranije u razvoju kod Spiljskih jedinki te je na taj nacin omoguéena degeneracija oka bez
narusavanja organizacije samog mozga (Pottin, Hinaux i Retaux, 2011). Osim §to je u Spiljskih jedinki
zabiljezena pojacana ekspresija gena sk u prekordalnoj ploci (Yamamoto i sur., 2004), uocena je i pojacana
ekspresija gena shh u usno-zdrijelnoj regiji. Sukladno tome primijeceno je povecanje broja okusnih pupoljka
na gornjoj i donjoj usni kao i povecanje Celjusti za Sto se smatra da je odgovorna promjena u ekspresiji gena
shh. Povecanje Celjusti dovodi do mogucnosti oblikovanja usta u strukturu nalik lopati $to je korisno za
meksicke tetre koje zahvaljujuci ovoj adaptaciji mogu efikasnije isprobavati sediment na dnu $piljskih voda
u potrazi za hranom. Iz ovog je razloga jasan ucinak pozitivne selekcije na promjenu ekspresije gena shh,
buduéi da oc¢i u mraku nemaju funkciju . Kao §to je i u slucaju gubitka pigmenta doslo do pleiotropne
razmjene izmedu melanina i katekolamina (opisano u potpoglavlju 6.4.), tako je i ovdje uocljiva razvojna

razmjena izmedu ociju i organa za hranjenje (Yamamoto i sur., 2009).

7.3. Metilacija DNA kao mehanizam promjene ekspresije gena

S obzirom na to da nisu zabiljezene nikakve deletiraju¢e mutacije koje bi inaktivirale neki od gena vaznih
za vid i razvoj o€iju (Hinaux i sur., 2013; Hinaux i sur., 2015; Casane i Retaux, 2016; Ma, Parkhurst i
Jeffery, 2014; McGaugh i sur., 2014), pretpostavlja se da se mehanizmi koji dovode do gubitka ociju i vida
odvijaju na epigenetskoj razini. Jedan od takvih epigenetskih mehanizama jest metilacija DNA koja moze
istovremeno promijeniti ekspresiju veceg broja gena (Zhu, Wang i Qian, 2016), a usko je povezana s
genskom represijom (Stirzaker i sur., 2014). Za metilaciju DNA potrebni su specifi¢ni enzimi — de novo
DNA metiltransferaze (DNMT) (Xu i sur., 2010). Uoceno je da jedan takav enzim, kodiran genom
dnmt3bb.1 ima pojacanu ekspresiju u Spiljskih jedinki 4. mexicanus, a eksprimiran je u tkivu koje sadrzi
maticne stanice i koje je odgovorno za nastanak stanica oka i neurona (Seritrakul i Gross, 2014; Raymond
i sur., 2006; Wan 1 sur., 2016). Sveukupno je u Spiljskih jedinki zabiljezeno 128 gena s pojacanom
metilacijom uzvodno od mjesta pocetka transkripcije. Ti su geni posljedicno manje eksprimirani u $piljskih,
nego u vanjskih jedinki. Cak 19 od tih gena poznati su kao geni povezani s poremeéajima oka u ljudi. Medu
njima isticu se geni opnllwl, gnb3a i crx (Gore i sur., 2018). Gen crx transkripcijski je faktor nuzan za
ekspresiju brojnih gena povezanih s o¢ima tako da smanjena ekspresija gena crx smanjuje ekspresiju brojnih
drugih gena koji sami ni ne moraju biti metilirani (Swaroop, Kim i Forrest, 2010). S druge pak strane, kada
se u Spiljskim jedinkama metilacija inhibira, mnogi geni postaju jace eksprimirani te dolazi do djelomi¢nog
spasavanja razvoja oka, potvrdujuéi vaznost metilacije kao jednog od mehanizama degeneracije vida i oCiju.

(Gore i sur., 2018).
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8. Zakljucak

Spiljski okoli§ predstavlja jedinstven sustav specifiénih okolignih uvjeta koji dovode do evolucije $piljskih
organizama. Konstantni uvjeti mraka i siromaStvo hranom stvaraju izrazite selektivne pritiske na Spiljsku
faunu, poticuéi i usmjeravajuci nastanak odredenih karakteristika koje nisu uobicajene u drugim okoliSima
van $pilja. Takve troglomorfne karakteristike mogu se podijeliti na konstruktivne i regresivne, a razvrstavaju
se u nekoliko skupina: morfoloske, fizioloSke, specijalne adaptacije i adaptacije ponaSanja. Najznacajnija i
najuocljivija obiljezja Spiljskih zivotinja jesu gubitak o€iju i albinizam. Ova svojstva javljaju se kod
razli¢itih nesrodnih skupina organizama, ukazuju¢i na konvergentnu evoluciju. Konstruktivne karakteristike
nastaju ili de novo mutacijama, $to je manje vjerojatno s obzirom na to da je to vrlo spor proces, ili pomocu
ve¢ postojecih genetickih polimorfizama unutar populacije na koje potom selekcija moze djelovati.
Regresivne pak karakteristike nastaju nakupljanjem mutacija koje su dozvoljene s obzirom da neko svojstvo
(npr. vid) viSe nije potrebno, ili indirektnom selekcijom koja djeluje protiv tog svojstva. Medutim, uzimajuci
u obzir koliko promjena okoliSa i uvjeta moze biti intenzivna prilikom kolonizacije $pilja, upitno je jesu li
do sad nabrojani procesi dovoljno brzi kako bi omogucili prezivljavanje jedinki unutar Spilje. 1z tog se
razloga smatra da fenotipska plasticnost igra znacajnu ulogu pri kolonizaciji S$piljskog okolisa,
omogucavajuéi prezivljavanje u novim uvjetima. Fenotipska plasti¢nost djeluje kao brz odgovor na
promjenu okoliSa $to je i pokazano eksperimentima na ribi 4. mexicanus gdje su uoCene znacajne promjene
ve¢ unutar dvije godine drzanja vanjskih jedinki u uvjetima mraka. Promjena u ekspresiji brojnih gena
ukazuje na to kako transkripcijski faktori reagiraju na okoliSne uvjete mijenjajuci ekspresiju gena. Novi
fenotipovi mogu se pokazati adaptivnima i neadaptivnima. Oni neadaptivni biti ¢e eliminirani dok ¢e se
adaptivni fiksirati u populaciji postupkom genetske asimilacije dovode¢i do razvitka adaptacije na novi
okoli§. Kombinacijom razli¢itih evolucijskih mehanizama doSlo je i do pojave albinizma u Spiljskih
zivotinja. Pigment u mracnom okolisu nema ulogu UV zastite, niti kamuflaZe, te njegova sinteza predstavlja
gubitak dragocjene energije. No, melanin je vazan i u imunoloskom odgovoru. lako je sinteza melanina
blokirana u prvom koraku, funkcija melanina u imunoloskom odgovoru ostala je saCuvana Sto sugerira na
razli¢ite nacine regulacije enzima ovog metabolickog puta. Uz to, akumulacija L-tirozina (prekursora
melanina) blokiranjem prvog koraka sinteze omogucava koristenje velikih koli¢ina L-tirozina u sintezi
katekolamina. Katekolamini potom imaju utjecaj na manjak spavanja, poboljsano hranjenje i bolji odgovor
na stres Sto je izrazito korisno u Spiljskom okoliSu, ukazuju¢i na pleiotropnu razmjenu melanina i
katekolamina. Ovakav sustav razmjene vidljiv je i1 kod gubitka ociju. PojaCana ekspresija gena shh kod
$piljskih jedinki dovodi do degeneracije o¢i koje nemaju funkciju u mra¢nom okruzju, no istovremeno
omogucava razvoj vece celjusti 1 veceg broja okusnih pupoljaka §to je vazno za Spiljski okoli§ siromasan
hranom. Proucavanjem specifi¢nih troglomorfnih karakteristika moze se saznati puno o vaznosti i razvoju

odredenih metabolickih puteva kao i promjenama ekspresije gena te evolucijskim procesima koji
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omoguéavaju nastanak takvih adaptacija. Spiljski je sustav jedinstven zbog svojih okolisnih uvjeta koji
iziskuju brzu adaptaciju §to omoguc¢ava proucavanje evolucije u puno kra¢im vremenskim razmjerima iz
¢ega proizlaze brojni novi pogledi na razlicite procese kao §to je fenotipska plasticnost. No, razumijevanje
evolucije $piljskih zivotinja daleko je od kraja te ¢e biti potrebna brojna nova istrazivanja na Sirem rasponu

organizama kako bi se rasvijetlili to¢ni dogadaji i mehanizmi u podlozi opserviranih karakteristika.
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10. Sazetak

Evolucija Spiljskih Zivotinja jedinstven je primjer za proucavanje adaptacije organizama na ekstremni
okolis. Spiljski okoli§ izrazito je stresan, istiGuci se uvjetima mraka i manjka hrane koji poti¢u razvitak
specificnih adaptacija, posebice gubitka ociju i pigmenta. Proucavanjem razvitka ovih, ali i drugih
konstruktivnih i regresivnih karakteristika, dobiva se uvid u procese i mehanizme koji poti¢u evoluciju
$piljske faune. Spilje i njeni organizmi predstavljaju model za proucavanje evolucijskih principa kao §to su
prirodna selekcija, geneticki drift, genetski polimorfizmi te fenotipska plasti¢nost i genetska asimilacija.
Ovi mehanizmi djeluju izrazito brzo buduci da je prelazak Zivotinja iz vanjskog u $piljski okoli§ proces koji
donosi velike promjene za organizam, guraju¢i prema brzom razvitku adaptacija. To ¢ini ovaj model
idealnim za proucavanje evolucije opcéenito, s obzirom na brzinu razvoja adaptacija. Cilj ovog rada jest
rasvijetliti mehanizme koje vode do specifi¢ne evolucije $piljskih Zivotinja i stjecanja karakteristika gubitka

vida 1 pigmenta.

Kljuéne rije€i: evolucija $piljskih zivotinja, troglomorfizam, fenotipska plasticnost, genetska asimilacija,

albinizam, redukcija ociju

11. Summary

The evolution of cave animals presents a unique example for studying organism's adaptations to an extreme
environment. The cave environment is particularly stressful regarding conditions such as the lack of light
and food, which in turn drive the development of specific adaptations such as the loss of eyes and pigment.
Studying these, and many other constructive and regressive characteristics gives an insight into the
processes and mechanisms which push the evolution of cave fauna. Caves and organisms within them
represent a model for examining evolutionary principles such as natural selection, genetic drift, genetic
polymorphism, phenotypic plasticity, and genetic assimilation. Since entering the cave environment
imposes great changes to the organism, these mechanisms have to act fast for these animals to adapt and
survive, making caves an ideal model for studying evolution and adaptation. This paper tries to shed some
light on the mechanisms leading to the specific evolution of cave animals and the development of

adaptations like eye and pigment loss.

Key words: evolution of cave animals, troglomorphism, phenotypic plasticity, genetic assimilation,

albinism, eye reduction
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