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KRATICE

AALC - nadzemni Asellus aquaticus iz potoka Lummelunda
AALS — podzemni A. aquaticus iz ponora Lummelunda

AAPC — podzemni A. aquaticus iz Planinske jame

AAPS — nadzemni A. aquaticus iz rijeke Unice

AASC - podzemni A. aquaticus iz ponora Susik

AASS — nadzemni A. aquaticus iz potoka Susik

DD - laboratorijski uvjeti konstantnog mraka (eng. dark — dark)
GO — izvorna generacija s lokaliteta

G1 - prva laboratorijski uzgojena generacija

LD - laboratorijski uvjeti izmjene svjetla i mraka (eng. light — dark)
PAMO - podzemni Proasellus anophtalmus iz Mo¢iljske $pilje

PCVR - nadzemni P. coxalis iz Vranskog jezera
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1. Uvod

Podzemna stanista 1 prilagodbe

Podzemna stanista podrucja su pod povrs§inom koje ¢ine predjeli ispunjeni zrakom i predjeli
ispunjeni vodom. Ono §to sva podzemna staniSta povezuje su trajni nedostatak svjetla, ograni¢ena
produkcija energije te smanjena okoliSna varijabilnost u usporedbi s povrSinom (Culver i Pipan 2009).
S obzirom na unos energije, koja se u podzemnim stanistima nalazi u obliku mrtve i otopljene organske
tvari, mikroorganizama i guana, Spilje se smatraju oligotrofnim stani§tem, osobito u unutarnjim i
izoliranim dijelovima (Gnaspini i Trajano 2000, Simon i sur. 2007, Culver i Pipan 2009a, Culver i Pipan
2019). Dva su moguca nacina koja energijom opskrbljuju hranidbene mreze takvih stanista. Jedan na¢in
je putem kemoautotrofije, gdje kemoautotrofni prokarioti metaboli¢kim putevima dobivaju energiju iz
kemijskih procesa i tako stvaraju biomasu (Engel 2007). Drugi, ¢e$¢i nacdin je dolazak energije S
gravitacijom kroz pukotine na stropu i sam ulaz $pilje, vjetrom, vodom, ili preko Zivotinja kao $to su
$iSmisi, ravnokrilci ili glodavei (Culver i Pipan 2019). Okoli$ni uvjeti u podzemnim stani§tima su
generalno stabilni tijekom cijele godine, s malim kolebanjima temperature i vlage, dok strujanje zraka i
razina vode ovise o povrsinskim uvjetima (White i sur. 2019). Temperatura zraka i podzemnih voda

usko korelira sa srednjom vrijednosti godiS$nje temperature na povrsini (Badino 2004).

U podzemnim vodama zivi preko 7000 Zivotinjskih vrsta, a uglavnom su to ¢lankono$ci
(Stein i sur. 2012, Chen i sur. 2017, Bakovi¢ i sur. 2022). Obligatorne vodene $piljske organizme koji
Citav zivotni ciklus zavr$e u $pilji nazivamo stigobiontima. Klasi¢an je primjer ¢ovjecja ribica Proteus
anguinus Laurenti, 1768. Stigofili su organizmi koji mogu zatvoriti zivotni ciklus u $pilji, ali i na
povrsini. Kopnena fauna se na isti nacin moze podijeliti te razlikujemo troglobionte kao obligatorne
kopnene $piljske organizme koji su zivotnim ciklusom potpuno vezani za podzemlje. Troglofili su
kopneni organizmi koji se mogu reproducirati i uspostaviti stabilne populacije u $pilji i izvan nje (Culver

i Pipan 2013).

S obzirom da je distribucija podzemne faune ograni¢ena, proces specijacije dovodi do
nastanka novih svojti te je stopa endemizma Cesto velika. Time mnoge Spiljske imaju veliku filogenetsku

i konzervacijsku vrijednost (Zagmajster i sur. 2018, Culver i Pipan 2013).

Podzemlje karakteriziraju drugaciji okoli$ni uvjeti u odnosu na nadzemna stanista, a tim
relativno ekstremnim uvjetima podzemni organizmi su se na razli¢ite na¢ine prilagodili. Morfoloske,
bihevioralne i fizioloSske promjene u organizmima uzrokovane Spiljskim uvjetima, nazivamo
troglomorfije (Christiansen 1962, White i sur. 2019). S obzirom na konstantnu tamu, troglomorfije
mozemo podijeliti na direktno i indirektno povezane sa svjetlom. Direktno povezane one su koje se ticu

promjena u morfologiji: regresija (potpuni nedostatak) ociju, odnosno anoftalmija; regresija u



pigmentaciji (albinizam); promjene u ponasanju; regresija u toleranciji na UV svjetlo; regresija u
cirkadijalnoj aktivnosti i ritmu i dr. Osim navedenih bihevioralnih promjena, kod nekih vrsta
primijeCeno je poboljSanje u lovu. Usporedbom lovljenja i hranjenja podzemnih i povrSinskih
vodozemaca P. anguinus odnosno Euproctus asper (Duges, 1852), Uiblein i sur. (1992) su zaklju¢ili
kako je vrsta P. anguinus puno uspjesnija u lovu u mraku, preciznije locira i brze ugrabi plijen u odnosu
na proucavanu nadzemnu svojtu. Bolji uspjeh u lovu i hranjenju imaju i ribe, $piljske meksicke tetre
Astyanax mexicanus (De Filippi, 1853) u usporedbi s povrSinskim svojtama tetri. One su razvile posebne
strategije 1 metode lova u mraku: $piljske tetre hrane se pod nizim kutevima polozaja tijela u odnosu na
povrsinu vode (38° - 49°), a povrSinske pod visim kutevima (74°) (Kowalko i sur. 2013). Takoder, jo$
jedna prilagodba za hranjenje i lovljenje u mraku jest privla¢nost vibriraju¢im objektima u vodi. Ovu
pojavu vise upraznjavaju Spiljske od povrSinskih tetri, a princip vibracija sli¢an je frekvencijama koje
stvaraju mali beskraljeznjaci dok plivaju u vodi (Yoshizawa i sur. 2010). Dodatno, povezane
troglomorfije sa svjetlom su one u kojima je doSlo do povecanja sposobnosti u osjetilima, poput
produljenja ticala kod beskraljeznjaka, povecanje broja receptora za dodir i sl. (White i sur. 2019).
Troglomorfije nastale zbog smanjene dostupnosti hrane se prvenstveno ofituju u smanjenoj stopi
metabolizma, duljem zivotnom vijeku u odnosu na nadzemne srodnike, nizem stupnju reprodukcije,
poveéanom volumenu jajasaca, skra¢enom postembrionalnom razvoju, povec¢anom udjelu lipida i dr.
(White 1 sur. 2019). Kako odredene troglomorfne znacajke karakterizira povecanje i produljenje
osjetilnih i tjelesnih privjesaka za hodanje, te prilagodbe nazivamo konstruktivnima. | konstruktivne i
regresivne troglomorfne znacajke pridonose povecanju fitnesa u Spiljskom okoliSu (Jeffery i Protas
2012, White i sur. 2019).

Troglomorfije su sliéne u razli¢itim i taksonomski udaljenim grupama organizama
(Poulson i White 1969). Navedene promjene odvile su se pod selekcijskim pritiskom, neovisno o
lokalitetima (Poulson i White 1969, HUlppop 2000). Primjer kod riba jesu $piljske ribe porodice
Amblyopsidae koje imaju dulje i uze glave i tijelo od nadzemnih riba iste porodice (Hart i sur. 2020). U
redovima rakova veslonozaca (Copepoda) i ljuskara (Ostracoda) o¢i su reducirane na manja podrucja s
nesto pigmenta. Sli¢na redukcija se dogodila i u sastavljenom oku slatkovodnih jednakonoznih rakova
(Isopoda; Schram 1986). Redukcija oka vidljiva je i u redovima rasljonozaca (Mysida) i deseteronoznim
rakovima (Decapoda), Cija je ocna stapka skracena te je naknadno doslo do smanjenja i gubitka vidnih
struktura - omatidija (Wilkens i sur. 1991, Mejia-Ortiz i Hartnoll 2005). Poznata su i istrazivanja na
podzemnim i povrSinskim populacijama slatkovodnih rakuSaca vrste Gammarus minus Say, 1818, gdje
je podzemna populacija pokazala produljene tjelesne privjeske i redukciju oiju i pigmenta. Tu je
takoder zabiljezena jaka korelacija izmedu broja jajasaca i komponenata tjelesne kondicije bitne za
razmnozavanje (fekunditet), s relativnom veli¢inom ociju i tjelesnih privjesaka (Culver 1994, Culver i

Pipan 2013). Nadalje, odredeni nadzemni srodnici (rodovi Astyanax, Asellus) u laboratorijskim se



uvjetima mogu razmnoZzavati s podzemnim vrstama $to znaci da jo$ nije nastupila potpuna reproduktivna

izolacija (Konec i sur. 2015, Mojaddidi i sur. 2018).

Metabolizam $piljskih zivotinja

Poznato je da Spiljski organizmi uglavnom imaju nizu stopu metabolizma od nadzemnih
srodnika (Hervant i sur. 1997, Di Lorenzo i sur. 2015). Stopa metabolizma moze se objasniti kao sva
energija koju organizam utrosi kroz odredeni period. Jedan od dobrih indeksa u istrazivanju aerobnog
metabolizma je potro$nja kisika (Hervant i sur. 1998). Potros$nja kisika moze se kvantificirati kao
volumen potrosenog kisika u vremenu (Lampert 1984). Ona takoder varira izmedu svojti i na nju utjecu
razliciti faktori kao Sto su okoli$ni uvjeti (npr. temperatura), tjelesna masa i razina fizicke aktivnosti
(Culver i Poulson 1971). Smatra se da se niza stopa metabolizma S$piljskih organizama razvila kao
prilagodba na S$piljske uvjete poput nepredvidivih perioda bez hrane te hipoksiju i/ili anoksiju.
Provedena su brojna istrazivanja usporedivanja stope metabolizma izmedu $piljskih i nadzemnih vrsta,
S$to kraljeznjaka, $to beskraljeZnjaka. Razlikujemo standardnu stopu metabolizma (najniza potrebna
energija kako bi se odrzala homeostaza i integritet organizma (Jusup i sur. 2017)) i rutinsku (srednja
vrijednost stope metabolizma u normalnim uvjetima organizma (Norin i Clark 2016)). Poulson (1963)
je usporedivao standardnu i rutinsku stopu metabolizma izmedu stigobionata i ne-stigobionata porodice
riba Amblyopsidae (Actinopterygii). Dokazao je da stigobionti imaju za barem tre¢inu nizu i standardnu
i rutinsku stopu metabolizma u usporedbi s ne-stigobiontima. U uvjetima smanjenog Kisika, u vodenih
beskraljeznjaka postoje razlike u potrosnji kisika i u ventilacijskim aktivnostima (broj udaraca pleopoda
po minuti). Dokazano je, primjerice, da podezmni slatkovodni rakusac iz roda Niphargus i podzemni
jednakonozni rak iz roda Stenasellus u uvjetima hipoksije imaju visok stupanj prezivljavanja. Toc¢nije,
u znacajnoj hipoksiji (razina otopljenog kisika je manja od 0,01 mg/L O,) ove vrste mogu preZivjeti i
do dva dana (Malard i Hervant 1999). Visok stupanj prezivljavanja ocituje se u skladiStenom glikogenu
i kreatin — fosfatu te u sposobnosti snizenja stope metabolizma. Sim¢i¢ i Sket (2019) u svojim su
istrazivanjima stope metabolizma dokazali kako nema znacajne razlike u potro$njama kisika izmedu
istih rodova nadzemne i podzemne vrste; Niphargus zagrebensis S. Karaman, 1950 vs. Niphargus
stygius Schigdte, 1847. Hervant i Renault (2002) dokazali su da podzemni jednakonozni rak Stenasellus
virei Dollfus, 1897 ima nizu standardnu stopu metabolizma od nadzemnog jednakonoznog raka A.
aquaticus zahvaljujuc¢i uskladistenim zalihama arginin fosfata, proteina i triglicerida. Nadzemni
jednakonozni rak A. aquaticus i rakusac Gammarus fossarum (Koch, 1836) u usporednom istrazivanju
pokazali su pojacanu aktivnost i hiperventilaciju u stanju hipoksije u odnosu na podzemne vrste
Niphargus virei Chevreux, 1896, Niphargus rhenorhodanensis Schellenberg, 1937 i Stenasellus virei
(Hervant i Mathieu 1995, Hervant i sur. 1998, Malard i Hervant 1999). Jemec i sur. (2017) istrazivali su
fizioloske razlike izmedu podzemnih i nadzemnih populacija raka A. aquaticus te dokazali da podzemne
populacije imaju sniZenu potro$nju kisika i snizenu lokomotornu aktivnost. Edwards i Learner (1960)

dokazali su da A. aquaticus iz brzog vodotoka ima za 1,5 puta viSu stopu metabolizma u odnosu na A.
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aquaticus koji nastanjuje sporije vodotoke. Dodatno, dokazali su da kod A. aquaticus nema znacajne
razlike u potrosnji kisika izmedu spolova, iako je pri viSoj temperaturi potrosnja bila za 1,5 puta veca
nego pri nizoj (Edwards i Learner 1960). Promjene stope metabolizma zabiljeZene su kod vrsta roda
Proasellus, gdje se utvrdilo da temperatura znacajno utjeCe na potroS$nju kisika (Griebler i Avramov
2015, Di Lorenzo i Reboleira 2022). Pri vi§im temperaturama (22,5° C) potro$nja kisika bila je niza za
75% kod odraslih jedinki, dok je na nizim temperaturama (17° C) stopa bila visa. Isto istrazivanje
zakljuéilo je da razli¢ite vrste roda Proasellus imaju razli¢ite stope metabolizma; P. lusitanicus ima
manju potro$nju kisika od Proasellus valdensis (Chappuis, 1948), iako su filogenetski bliske (Di
Lorenzo i sur. 2022).

1.3. Asellidae

Rakovi porodice Asellidae pripadaju podredu Asellota, redu Isopoda, nadredu Peracarida,
razredu Malacostraca, koljenu Arthropoda. Podred Asellota nastanjuje Sirok spektar vodenih stanista,
lagano bocata i slatkovodna povrSinska stani$ta te slatkovodna podzemna staniSta (Verovnik i sur.
2005). Porodica Asellidae broji 90 vrsta (WoRMs 2024). Tijelo jednakonoznih rakova dorzoventralno
je spljoSteno i pigmentirano, dok su obligatorni $piljski rakovi bez pigmenta (albino) (Kovalenko i sur.
2012). Tijelo im je sastavljeno od segmenata glave — cephalon, prsa — pereion i zatka — pleon. Na glavi
se nalaze sastavljene o¢i, dva para uniramnih ticala i tri para usnih organa: gornja ¢eljust — mandibula,
dva para donjih ¢eljusti — maxilla i maxillule, i ¢eljusne noge - maxillipedi. Prsa ¢ini 7 pereona i svaki
nosi po par pereiopoda. Glava je spojena s prvim pereonom u glavoprsnjak - cephalopereion. Pereiopodi
su ¢lankoviti tjelesni privjesci za hodanje i prihvacanje te velicinom rastu od pocetka do zavrSetka prsa.
Zadak je prilicno kratak, sastoji se od 5 pleona i nosi privjeske pleopode. Pleopodi su biramni i
modificirani za plivanje i izmjenu plinova te nose uropode. Uropodi zajedno s telzonom sluze
odredivanju pravca kretanja (Mejia-Ortiz 2019). Kod nekih grupa pleon je stopljen sa telsonom u
pleotelson. Drugi pleopod muzjaka preinacen je u spremnik spolnih stanica kojim ih polaze u zenku.
Zavrsetak istog sekundarnog pleopoda endopoda sadrzi prijenosnu cjevéicu kanulu — cannula. Kanula
je jedinstvene kontrukcije kod svake vrste te se identifikacija ve¢ine vrsta porodice Asellidae moze vrsiti

pregledavajuéi tu strukturu (Vick i sur. 2009, Rogers i Lewis 2019).

Rakovi porodice Asellidae po ishrani su omnivori i detritivori (Jkland 1978). Imaju bitnu
ulogu u recikliranju nutrijenata i stvaranju biomase. Njihovi su predatori ribe, kukci i ptice (Bjelk i
Herrmann 2005). Kod odredenih vrsta zabiljezena je visoka tolerancija na organske i kemijske polutante

te sposobnost bioakumulacije metala (Aston i Milner 1980).

Reprodukcija. Muski spolni sustav sastoji se od para testisa u srediSnjem dijelu prsa i odvodnih cjevéica

koje zavriavaju ispred prvog para pleopoda. Zenka ima dorzalno smjestene parne jajnike i jajovode &iji



su otvori na 5. pereiomeri (Brusca 1984). Netom prije nego li se muzjak nogama uhvati za Zenku, okrene
ju prema trbuhu kako bi provjerio nosi li u tobolcu ve¢ oplodena jajasca ili ne (Racovitza 1920). Tijekom
parenja (proljece i rano ljeto), muzjaci su 4. parom nogu pri¢vrsceni za Zenke u prekopulacijski par —
ampleksus. Muzjak u viSe navrata pleopodima ubacuje spermatofore u zenku i nakon toga ju otpusta.
Fertilizacija je moguca u vrlo kratkom roku, od 24 sata, kada su otvori jajovoda Zenki otvoreni, tocno
kada svoj egzoskelet presvuce posteriorno do 5. pereona (Brusca 1984). Nakon inseminacije i oplodnje,
jajaSca su smjeStena u tobolac na trbusnoj strani Zenke koji je nastao iz preklapajucih leznih ploca -
oostegita (Brusca i Iverson 1985). Razlika u spolovima najocitija je kada je zenka gravidna jer tada
zenke djeluju deblje u podrudju pereona 2 — 6, zbog uvecanog tobolca u kojem se razvijaju embriji
(Unwin i sur. 1920).

Razvoj. Embionalna jajasca su centrolecitalna, velika i puna zumanjka. Okruzena su korionskom i
vitelina membranom. Brazdaju se holoblasti¢éno. Embriji se neposredno razvijaju u tobolcu otprilike
mjesec dana te nakon $to dosegnu duzinu od 1 mm, izlaze van. Mladunci prolaze kroz dvije faze
presvla¢enja, kada se prednja i straznja polovica tijela postepeno svlace. Prvo se svlaci straznja polovica
tijela do 5. pereiomere i dolazi do stvrdnjavanja egzoskeleta na istom dijelu. Zatim se svlaci prednja
polovica tijela do 4. pereiomere. Trajanje cijelog presvlacenja traje 24 sata. Spolna zrelost nastupa

izmedu 1,5 i 3 mjeseca starosti, a duzina im je tada otprilike 3 — 4 mm (Lafuente i sur. 2021).

Fenotipska plasticnost. Budu¢i da odredene vrste porodice Asellidae nastanjuju razliCita staniSta,
dokumentirana je njihova fenotipska varijabilnost u okoli$u u kojem se nalaze. Siroka distribucija znak
je da ovi rakovi posjeduju visok kapacitet za fenotipske promjene i genetske adaptacije (Sworobowicz
i sur. 2015). Kako i u $piljama dolazi do manjih varijacija u temperaturi, Spiljski organizmi su se
aklimatizirali i na te promjene (Pallarées i sur. 2020). Poznato je da, s obzirom na to koliko su velike
temperaturne varijacije u prostoru, ektotermni organizmi mogu se proporcionalno aklimatizirati. No,
zabiljezeno je da su neke stigobiontske vrste mozda izgubile sposobnost termalne aklimatizacije kako

bi se prilagodile podzemnim vodama (Angilletta i Angilletta 2009, Pallarées i sur. 2020).

Asellus aquaticus (Linnaeus, 1758) rak je koji se moze pronaci u sjevernom, centralnom i juznom dijelu
Europe i zapadnoj Aziji (Sibir, Turkenistan) (Verovnik i sur. 2005, Williams 2009). Pretpostavlja se da
je dosao iz Azije prije 8 — 10 milijuna godina s podrucja Sibira te je Europu kolonizirao u vise navrata.
Danasnja distribucija odraz je posljednjeg ledenog doba, a podrucje Apenina i Balkanskog poluotoka
sluzili su mu kao glavni glacijalni refugij (Henry i Magniez 1983, Culver i Pipan 2009c). StaniSta su mu
slatkovodni izvori, rijeke, jezera i podzemne vode (Verovnik i sur. 2005, Culver i Pipan 2009c).
Euritermalna je i prilicno ekspanzivna vrsta (Prevor¢nik i sur. 2004). Ovi rakovi na godi$njoj razini
imaju dvije generacije. Prva dolazi u povoljnom vremenskom periodu, u proljece te se do spolne zrelosti
razvija tijekom ljetnih mjeseci. Druga generacija dolazi u jesen i naglo se razvija u prvim tjednima

zivota. Spolnu zrelost doseze brzo, tijekom zimskih mjeseci, a nakon toga ulazi u reproduktivnu fazu ili



mirovanje. Buduc¢i da se ova vrsta nalazi na razli¢itim geografskim lokacijama, postoje varijacije u
sezonama parenja. One populacije koje nastanjuju sjeverna podrucja, sezona parenja i period
reproduktivne neaktivnosti je kraé¢i. Kod populacija koje Zive na juznijim podruc¢jima sezone parenja i
period reproduktivne neaktivnosti je dulji (Migliore i sur. 1982). Rod Asellus u Europi sastoji se od vise
podvrsta vrste A. aquaticus, a bitno je naglasiti da one Spiljske podvrste/populacije imaju razli¢ite
stupnjeve troglomorfije (Racovitza 1925, Prevorénik i sur. 2002). Upravo iz tog razloga dobri su
modelni organizmi u istrazivanju evolucije (Prevor¢nik i sur. 2004). Sket (1994) je opisao 10 podvrsta
ovog raka (Prilog 1). Asellus aaquaticus cyclobranchialis je podvrsta sa slabo izrazenom
troglomorfijom, dok su A. a. cavernicolucus i A. a. infernus podvrste s potpunom troglomorfijom;
populacije su depigmentirane i bez o¢iju (Turk i sur. 1996). Asellus a. cavernicolus ima grupe
stigobiontskih (sub)populacija koje nastanjuju podzemni tok rijeke Pivke i Ljubljanice u Sloveniji, a
Asellus aquaticus infernus ima troglobiontsku populaciju u rumunjskoj $pilji Movile (Protas i sur. 2023).
Takoder, stigobiontska populacija u $pilji Movile proizvede manje jajasca od povrSinske populacije
(Negoescu 1989). A. a. infernus ¢ine grupu rakova koja je potpuno depigmentirana (Sket 1994).
Hiporei¢ke (podzemne) populacije u Francuskoj su iznimka, njihov fenotip odgovara pigmentaciji
povrsinskih rakova (Henry 1973). Populacije u kojima su pojedini primjerci znac¢ajno depigmentirani, a
samu populaciju nije jednoli¢no zahvatila ta promjena u pigmentaciji o€iju i tijela, nalazimo u
Njemackoj, kanaliziranim vodotocima u sjevernoj Francuskoj, vodovodima u sjevernoj Italiji, bunarima
u sredi$njoj Poljskoj, podzemnim zalihama vode u Nizozemskoj te $piljama u juznoj i sjevernozapadnoj

Turskoj (Protas i sur. 2023).

Proasellus coxalis (Dollfus, 1892) nastanjuje podrucje Mediterana (Stoch 1985, Stoch i sur. 1996).
Tijekom 20. stoljeca vrsta se proSirila na podrucja kontinentalnih rijeka u Belgiji, Nizozemskoj i
Njemackoj, u estuarije rijeka Sjevernog mora i podrucje Baltickog mora. Prosirila se balastnim vodama
i preko drugih organizama koji su se koristili kao mamac u ribolovu (Kemp i sur. 2020). Ova vrsta
smatra se politipicnom zbog velike morfoloske raznolikosti te je opisano 28 podvrsta (Stoch i sur. 1996).
Cijela Proasellus coxalis grupa jedinstvena je po tome §to muzjaci imaju karakteristi¢an oblik endopoda
drugog pleopoda (Henry i Magniez 1976). Grupi P. coxalis pripada vise (pod)vrsta (Prilog II; Deeleman
— Reinhold 1965, Stoch i sur. 1995). Podvrsta P. c. lucifacus iz Manite pe¢i (NP Paklenica), koja zivi u
mraku, slabo je pigmentirana, dok je kod vecih jedinki pigmentacija potpuno nestala. S obzirom na to
da im o¢i nisu reducirane, a pigment gube, pretpostavlja se da su u nedavnoj evolucijskoj proslosti
imigrirali u $pilju. U usporedbi s podvrstom P. c. coxalis, podvrsta P. c. lucifugus ima bodlje na
distalnom dijelu pleopoda 1. — 6., a uropodi oba spola kra¢i su od duljine telzona (Racovitza 1919,
Deeleman — Reinhold 1965). Zamijeéeno je da su podvrste P. coxalis koje zive na podruéju zajedno u
simpatriji s A. aquaticus manjih dimenzija od podvrsta koje zive u alopatriji. Zbog njihove kompeticije,

Proasellus c. lucifugus je migrirao u izoliranija stanista i podzemne vode (Racovitza 1919, Remy 1932).



2. Cilj 1strazivanja
Glavni ciljevi ovog diplomskog rada su:

. Utvrditi potro$nju kisika kao mjeru za stopu metabolizma kod podzemnih i nadzemnih rakova

porodice Asellidae;

. Utvrditi utjecaj svjetla/tame, temperature i razli¢itog spola na stopu metabolizma kod

odabranih rakova iz porodice Asellidae.

Hipoteza ovog rada je da je stopa metabolizma kod podzemnih vrsta i populacija niza od njihovih
nadzemnih srodnika te da stopa metabolizma kod rakova iz porodice Asellidae ovisi o temperaturi,

svjetlosnim uvjetima i spolu.

3. Materijali i metode
3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Podrijetlo zivotinja. Za provedbu cijelog istrazivanja koristili smo organizme: Asellus
aquaticus, Proasellus coxalis (Dollfus, 1892) i Proasellus anophtalmus (Karaman, 1934). Svi su rakovi

prikupljeni od strane znanstvenika s Instituta Ruder BoSkovi¢ u periodu 2020. — 2022.:

e Asellus aquaticus prikupljen je iz ponora i potoka SuSik (DreZnica, Hrvatska)
tijekom travnja, rujna i studenog 2021. i svibnja 2022., iz Planinske jame i s potoka
Unica (Planina, Slovenija) tijekom travnja 2022., i iz $pilje i potoka Lummelunda
(otok Gotland, Svedska) tijekom kolovoza 2021. (Slika 1a);

e Proasellus coxalis prikupljen je iz lateralnog kanala Vranskog jezera (Vrana,
Hrvatska) tijekom listopada 2020. (Slika 1b) i travnja 2022.;

e Proasellus anophtalmus prikupljen je iz Mo¢iljske $pilje (Dubrovnik, Hrvatska)
tijekom travnja 2022. (Slika 1c).

Sve su Zivotinje drzane u laboratorijskim uvjetima opisanim u Luki¢ i sur. (2024).



Slika 1. a) Dio modelnih organizama kori$tenih u radu. A. aquaticus iz potoka Lummelunda. b) P. coxalis s

Vranskog jezera, u uvjetima potpunog mraka. ¢) P. anophtalmus iz Mo¢iljske $pilje. Foto L. Tomic.

Laboratorijski uvjeti drzanja Zivotinja. S obzirom na uvjete svjetla i mraka u kojima su
zivjeli prikupljeni rakovi, u istrazivanjima su se oponasali jednaki uvjeti. One eksperimentalne Zivotinje
koje su Zivjele u podzemnom staniStu bile su izlozene kontinuiranom mraku, odnosno dark-dark (DD)
uvjetima. Oni rakovi koji su prikupljeni na nadzemnim stanistima bili su izlozeni izmjeni svjetlo — mrak,
odnosno light — dark (LD) uvjetima. DD uvjeti podrazumijevali su boravak i pripremu Zivotinja za
istrazivanje u potpunom mraku, u mracnoj sobi gdje je vidljivosti bila dostupna samo pomocu crvene
svjetlosti. LD uvjeti podrazumijevali su period od dvanaest sati na svjetlu i period od dvanaest sati u

potpunom mraku, prema Luki¢ i sur. (2024).

3.2. Pripreme za eksperimente i eksperimentalna procedura

Priprema Zivotinja: 24 sata prije provodenja istrazivanja postavila sam rakove u posudu s
dvostrukim dnom (Luki¢ i sur. 2024) na gladovanje u inkubator. Prvo dno je mrezica promjera oka 0,5
x 0,5 mm koje omogucuje prolaz izmetu. Nakon 23 sata, rakove sam premjestila u plasticne plocice sa
6 jazica. Ispod plocCica stavila sam milimetarski papir te zasebno fotografirala rakove pametnim
telefonom marke Xiaomi, model Redmi Note 10 Pro. Izmjerila sam duljinu i $irinu tijela rakova (5.

pereon) u aplikaciji ImageJ 1.53s. Rakove sam vagala nakon mjerenja potro$nje kisika tako $to bi ih



prvo lagano posusila na upijaju¢em papiru i zatim polozila na analiticku vagu Mettler Toledo Gold
Balance JE155DUG/00. Vagala sam u dva navrata i koristila sam srednju vrijednost. Za rakove koji su
uzgajani u DD uvjetima, sve se jednako pripremalo u mrac¢noj sobi te sam $price, u kojima im je mjerena

potro$nja kisika, zamotala aluminijskom folijom.

Priprema vode: Voda koju sam koristila za rakove bila je voda iz vodovoda pomijeSana s
RO vodom (eng. reverse osmosis) u omjeru 1:1 te autoklavirana (Luki¢ i sur. 2024). Barem 24 sata prije
istrazivanja stavila sam vodu na hladenje u inkubator na temperaturu na kojoj ¢e se odvijati istrazivanje.
Ohladenu vodu aerirala sam rucno; tresla sam napola napunjenu posudu vodom minutu, otvorila
poklopac da ude svjezi zrak i ponovno tresla minutu. Posudu s aeriranom vodom mijesala sam na

magnetnoj mijesalici u inkubatoru na temperaturi istrazivanja.

Eksperimentalne Sprice: Koristila sam staklene Sprice (FORTUNA® Optima glass
syringes with interchangeable components), od dvadeset i trideset mililitara s plastiénim ¢epom. U
$price su pri dnu zalijepljene osjetilne tocke (eng. sensor spots) koje mjere potro$nju kisika. S vanjske
strane $price, iza osjetilne tocke, zalijepljen je prestrujnik za opticka vlakna. S obzirom na to da su
rakovima roda Asellus duzine tijela 5 - 10 mm, a mase 3 - 30 mg, stavljala sam ih u 5 ml vode. Rakovima
roda Proasellus duZine tijela su 2 - 7 mm, a mase 1 — 9 mg i stavljala sam ih u 3 ml vode. U svakoj je
Sprici zalijepljena osjetilna tocka koja sadrzi svoj osjetilni kod. Kod se unosi u software i zapisuje na
samu §pricu, kako bi se uvijek podudarao sa optickim vlaknom koji ¢e spojiti Spricu s uredajem. Svaku

$pricu oznacila sam plastiénim vrpcama jedinstvenih boja.

Nakon svakog zavr§enog mjerenja potrosnje kisika, Sprice sam oprala 70% etanolom kojeg
sam ostavila jednu minutu i isprala RO vodom. Kamenac koji se vremenom nakupio na $pricama i
cepovima 1 otezavao otvaranje i zatvaranje, oprala sam alkoholnim octom. Kontaminaciju Sprica
bakterijama, koja je nastala tijekom provodenja istrazivanja, tretirala sam antibioticima gentamicinom
(konc. 25 pg/ml) i nalidiksiénom kiselinom (konc. 20 pg/ml). Nakon svakog CiS¢enja, Sprice sam

ostavila u mracnoj sobi jer se osjetilne tocke razgraduju na svjetlosti.

Vodene kupelji: Mjerenja potrosnje kisika trebaju se provoditi na S§to stabilnijim
temperaturama pa sam koristila vodene kupelji u inkubatorima. Za svako mjerenje potrosnje kisika
koristila sam po dvije plasticne posude na ¢ije sam dno stavila sinteticku vatu. Na vatu sam redom
postavila Sprice $to omogucuje nepomicnost Sprica i neometanje rakova tijekom mijenjanja optickih
vlakana na druge Sprice. Vodene kupelji postavljala sam u inkubatore dan prije mjerenja potrosnje kisika

radi postizanja zeljene temperature.

Respirometrija: Za provodenje mjerenja potrosnje kisika koristila sam uredaj PyroScience
FireSting-O2 (4 channels), osjetilne tocke (zalijepljeni unutar $price) i osjetilni senzor FireSting za

temperaturu, a mjerenja su radena u programskom paketu PyroScience WorkBench. Uredaj sadrzi Cetiri


https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/substance/fortunaoptimaglasssyringeswithinterchangeablecomponents1234598765
https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/substance/fortunaoptimaglasssyringeswithinterchangeablecomponents1234598765
https://www.pyroscience.com/en/products/all-meters/fso2-c4

kanala za Cetiri opticka vlakna te je toliko uzoraka moguce mjeriti u istom trenutku. PoSto sam simultano
mjerila uglavnom viSe od dvadeset rakova, podijelila sam ih u grupe. Svaka grupa sadrzi po Cetiri Sprice
i svaka je lakom za nokte posebno ozna¢ena brojem kanala i grupe. Kod i kanal na uredaju uvijek moraju
biti to¢no spojeni onako kako je postavljeno u software-u, inace se mjerenje potrosnje kisika ne¢e moci
obaviti zbog neuskladenosti. Osjetilne tocke ostavila sam na tvornickim kalibracijama. Kompenzacijska
temperatura mjeri se pomoc¢u FireSting senzora za temperaturu, §to je bijelo vlakno spojeno na ureda; i

¢iji je vrh uronjen u vodenu kupelj. Mjerenje potro$nje kisika provode Cetiri crna opticka vlakna spojena
s uredajem i ¢iji vrh ulazi u utor osjetilne tocke na Sprici. Mjerenje kisika obavlja se na nacin da opti¢ki
kabel pet puta izbaci svjetlosni signal tijekom deset minuta mjerenja, na pocetku i na kraju mjerenja od

ukupno cCetiri sata. Svjetlosni signal o€itat ¢e udio kisika u vodi.

Procedura: Zivotinje sam postavljala u $price, jednu po jednu te sam $price zatvarala na
nacin da unutra ne zaostaje niti jedan mjehuri¢ zraka. Za istrazivanje od dvadeset rakova postavila sam
pet grupa, ukljucujuéi Cetiri kontrole (prazne Sprice). Polozila sam ih na sintetic¢ku vatu u vodenu kupelj
te zapisala tocno vrijeme postavljanja svake zivotinje (Slika 2). Mjerenje potrosnje kisika pocelo je
nakon najmanje trideset minuta od postavljanja Sprica na sintetiCku vatu, kako bi se temperatura i
potro$nja kisika stabilizirala. Cijela priprema zivotinja i postavljanje istih u vodenu kupelj, trajala je

otprilike sat vremena.

Slika 2. Postavljene $price na sinteti¢koj vati, u vodenoj kupelji u inkubatoru, spojene na uredaj

PyroScience FireSting-O4. Foto L. Tomi¢
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3.3. Obrada podataka

Potro$nju kisika izracunala sam kao razliku prvog i drugog mjerenja. Dobiveni su podaci
analizirani alometrijskom metodom (Elliott i sur. 1995). Potrosnja kisika iskazana je u mikrogramima;
ug. Graficke prikaze potro$nje kisika napravila sam pojedina¢no za svako istrazivanje, takoder u
Microsoft Office Excel-u. Podatke sam statisti¢ki obradila pomoc¢u programa JASP i Statistica 14,
testovima Mann-Whitney U test i Kruskal-Wallis test.

3.4. Proces uhodavanja metode

Provedeni su pokusi uhodavanja da se utvrde optimalni uvjeti za mjerenje potrosnje kisika.
Najprije se ispitao utjecaj duljine mjerenja na potros$nju kisika, a zatim razli¢iti volumeni vode u kojima
¢e se mjerenje kisika odvijati. Ispitala se potro$nja kisika kod muzjaka i Zenki te se provelo istraZivanje
potroSnje kisika uvjetima mraka i svjetla. Pokus koji je utvrdio osciliranje potrosnje kisika proveden je
nad rakovima A. aguaticus (Susik) u kontinuitetu od 6 sati. Pokus kojim se utvrdila duljina mjerenja
potro$nje kisika proveden je nad rakovima A. aquaticus (Susik) u kontinuitetu od 20 sati. Utjecaj
razli¢itih volumena vode na potrosnju kisika ispitan je nad rakovima A. aquaticus (Susik) koji su bili
postavljeni u volumene vode: 10 ml, 15 mli20 ml. Mjerenje potro$nje kisika trajalo je 16 sati. Proveden
je pokus utjecaja razli¢itih temperatura na potros$nju kisika. Potrosnja kisika ispitana je nad rakovima A.
aquaticus i trajala je 6 sati. Potro$nja kisika kod suprotnih spolova izvedena je nad rakovima A.
aquaticus i P. coxalis. Rakovima su se spolovi odredivali nakon anestezije eugenolom koncentracije
0,37 pl/ml za rod Asellus i 0,074 pl/ml za rod Proasellus (Venarsky i Wilhelm, 2006). Nakon 15 minuta
djelovanja anestetika, spolovi su odredeni pod lupom. Probno istrazivanje utjecaja mraka na potro$nju
kisika ispitano je nad nadzemnim rakovima A. aquaticus (Susik) u uvjetima volumena vode 5 ml i u

trajanju od 4 sata.

3.5. Podzemne i nadzemne populacije rakova pripremljene za eksperiment 1

Provela sam ukupno 4 mjerenja potros$nje kisika na nadzemnim i podzemnim rakovima A.
aquaticus s ponora i potoka SuSika. Tri su mjerenja potro$nje kisika napravljena nad uzorcima
sakupljenima iz prirode i koji su u laboratorijskim uvjetima drzani po 14 dana, 2 mjeseca i 1 godinu.
Jedno mjerenje potro$nje kisika izmjereno je nad razli¢itim laboratorijski uzgojenim generacijama

(uzorak €ini viSe pomijesanih generacija rakova) koje su godinu dana drZane u laboratorijskim uvjetima

(Tablica 1).

Mjerenje potroSnje kisika provedeno je i nad populacijom rakova A. aquaticus s potoka i
ponora Lummelunda nad prvim laboratorijski uzgojenim generacijama, drzanim 14 mjeseci u
laboratorijskim uvjetima te nad populacijom rakova A. aquaticus iz Planinske jame i rijeke Unice nad

uzrocima sakupljenima iz prirode, koji su u laboratorijskim uvjetima drzani 5 dana (Tablica 1).
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Posljednje, usporedena je potrosnja kisika izmedu podzemne vrste P. anophtalmus iz

Mociljske $pilje i nadzemne P. coxalis iz Vranskog jezera nad uzrocima sakupljenima iz prirode, koji

su 6 mjeseci odrzavani u laboratorijskim uvjetima (Tablica 1).

Tablica 1. Prikaz usporednih istraZivanja izmedu nadzemnih i podzemnih svojti rakova. lzvorna generacija

oznacava uzorak iz prirode nad kojim se vrSilo mjerenje. Prva generacija oznacava prvi laboratorijski uzgojeni

uzorak. Razli¢ite generacije oznaCava viSe generacija pomijeSanih u jedan uzorak. AASS — A. aquaticus sakupljen

s potoka Susik, AASC — A. aquaticus sakupljen s ponora Susik, AALS — A. aquaticus sakupljen s potoka

Lummelunda, AALC — A. aquaticus sakupljen s ponora Lummelunda, AAPS — A. aquaticus sakupljen iz rijeke

Unice, AAPC — A. aquaticus sakupljen iz Planinske jame. PAMO — P. anophtalmus sakupljen iz Mo¢iljske $pilje,

PCVR — P. coxalis sakupljen iz Vranskog jezera.

USPOREDBA | VRSTA/E LOKALITET(Il) | VRIJEME GENERACIJA | DATUM
PROVEDENO U MJERENJA
LABORATORIJSKIM
UVIJETIMA
AASS vs. | A. aquaticus | Susik potok vs. | 14 dana Izvorna 29.11.2022.,
AASC Susik ponor generacija 30.11.2022.
AASS vs. | A. aquaticus | Susik potok vs. | 2 mjeseca Izvorna 19.12.2023,
AASC Susik ponor generacija 20.12.2023.,
28.12.2023.
AASS vs. | A. aquaticus | Susik potok vs. | 1 godina Izvorna 4.10.2022.
AASC Susik ponor generacija
AASS vs. | A. aquaticus | Susik potok vs. | 1 godina Razlicite 16.9.2022.
AASC Susik ponor generacije
AALS vs. | A. aquaticus | Lummelunda 14 mjeseci Prva 5.10.2022.,
AALC potok VS. generacija 6.10.2022.
Lummelunda
ponor
AAPS vs. | A. aquaticus | rijeka Unica vs. | 5 dana Izvorna 2.11.2022.,
AAPC Planinska jama generacija 3.11.2022.
PAMO vs. | P. Mociljska 6 mjeseci Izvorna 19.10.2022.,
PCVR anophtalmus | $pilja Vs. generacija 20.10.2022.
VS. P. | Vransko jezero
coxalis
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3.6. Podzemne i nadzemne populacije rakova pripremljene za eksperiment 2

Utjecaj mraka na potros$nju kisika istrazen je na:

1. nadzemnoj populaciji rakova A. aquaticus (AASS) izmedu prve generacije rakova
uzgojenih u laboratorijskim uvjetima potpunog mraka (DD) i u izmjeni svjetla i mraka (LD);

2. kod nadzemne populacije rakova A. aquaticus s potoka Lummelunda (AALS) izmedu
prve generacije rakova uzgajanih u laboratorijskim uvjetima potpunog mraka (DD) i u izmjeni svjetla i
mraka (LD);

3.kod nadzemne populacije rakova P. coxalis iz Vranskog jezera (PCVR) izmedu prve
generacije rakova uzgajanih u laboratorijskim uvjetima potpunog mraka (DD) i u izmjeni svjetla i mraka
(LD) (Tablica 2).

Takoder, istrazen je utjecaj svjetla na potro$nju kisika kod podzemne populacije rakova A.
aquaticus s ponora Susik (AASC) izmedu prve generacije rakova uzgajanih u laboratorijskim uvjetima

potpunog mraka (DD) i u izmjeni svjetla i mraka (LD) (Tablica 2).

Tablica 2. Prikaz usporednih istrazivanja na svojtama rakova pri razli¢itim svjetlosnim uvjetima. Prva
generacija oznac¢ava prvi laboratorijski uzgojeni uzorak. AASS — A. aquaticus prokupljen s potoka Susik,
AALS — A. aquaticus prikupljen s potoka Lummelunda, PCVR — P. coxalis iz Vranskog jezera, LD —

laboratorijski uvjeti izmjene svjetla i mraka, DD — laboratorijski uvjeti potpunog mraka.

USPOREDBA | VRSTA | ISPITIVANJE | LOKALITET(l) | VRIJEME GENERACIJA | DATUM
UTJECAJA PROVEDENO U MJERENJA
LABORATORIJSKIM
UVIJETIMA
AASS LD vs. | A utjecaj mraka | potok Susik 19 mjeseci Prva generacija | 23.9.2022.,
AASS DD aguaticus 26.9.2022.
AALS LD vs. | A utjecaj mraka | potok 13 mjeseci Prva generacija | 28.9.2022.,
AALS DD aguaticus Lummelunda 29.9.2022.
PCVR LD vs. | P.coxalis | utjecaj mraka | Vransko jezero | 2 godine Prva generacija | 11.10.2022.,
PCVR DD 12.10.2022.
AASC LD vs. | A utjecaj svjetla | ponor Susik 2 mjeseca Prva generacija | 21.12.2022.,
AASC DD aguaticus 22.12.2022.

13




4. Rezultati

4.1. Uhodavanje metode

Slika 3. prikazuje oscilacije potrosenog kisika tijekom kontinuiranog mjerenja. PotroSnja kisika
izmjerena je na rakovima A. aquaticus s potoka Susik u trajanju od 6 sati. Rezultati su pokazali da su
vrijednosti potrosenog kisika tijekom prvih 20 minuta (4 mjerenja) znacajno pali za vrijeme
ujednacavanja temperature. Stoga smo zakljucili kako je mjerenje potrebno zapoceti najmanje pola sata
od postavljanja eksperimenta. Nadalje, utvrdili smo da je potro$njia kisika bila bez fluktuacija tijekom
cijelog daljnjeg razdoblja te smo zakljucili da nije neophodno provoditi kontinuiranja mjerenja ve¢ da
je dovoljno mjeriti na pocetku i na kraju eksperimenta, u oba slucaja u trajanju od 10 minuta. Na taj
naéin smanjili smo prekomjerno osvjetljavanje jedinki koje obitavaju u mraku, buduéi da se svako
mjerenje provodi pomocu svjetlosnog signala koji osvjetljava Zivotinju. Dodatno, omogucili smo
mjerenje veceg broja jedinki u isto vrijeme, buduci da uredaj moze mjeriti paralelno Cetiri uzorka. Ovim
eksperimentom smo dodatno utvrdili da je 4 sata trajanja pokusa dovoljno kako bi se utvrdila potrosnja

kisika pojedine jedinke te smo to vrijeme Koristili za sve ostakle pokuse.
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Slika 3. Odnos potrosnje kisika i duljine trajanja mjerenja na rakovima A. aquaticus s potoka Susik, N(AASS) =
4,

Na Slici 4. prikazani su rezultati pokusa gdje smo mjerili postoji li razlika u potro$nji kisika u odnosu
na razlicite volumene vode u kojima su rakovi drzani za vrijeme eksperimenta. Potro$nja kisika nije
pokazivala nikakve korelacije niti grupiranja u odnosu na razli¢ite volumene vode te smo za sve ostale

pokuse rakove mjerili u volumenu od 5 ml.
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Istrazila sam i ovisnost stope metabolizma o temperaturi. Slika 5. prikazuje rezultate pokusa utjecaja
razli¢itih temperatura na potros$nju kisika kod rakova A. aquaticus s potoka Susik (AASS). NajviSe su
kisika potrosili na najvisoj temperaturi, 18° C, dok su oni na najmanjoj temperaturi, 4° C, potrosili
najmanje kisika (Slika 15). Pri temperaturi od 4° C dobiveno je najmanje rasprSenje rezultata izmjere
kisika, dok je na 18° C najvece. Ovime se dokazalo koliko je bitna konstanta temperature u vidu stope
metabolizma. Rakovima roda Asellus potro$nja kisika mjerila se na 12°C, a rakovima roda Proasellus

na 15°C, $to su temperature u kojima su odrzavani u laboratorijskim uvjetima.

Takoder, prije provodenja glavnih eksperimenata, proveli smo izrazivanje u kojem sam htjela utvrditi
postoje li razlike u stopi metabolizma izmedu muzjaka i Zenki iste vrste. Rezultati su prikazani na Slici
6. Nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u respirometriji izmedu muzjaka i Zenki (Kruskal-Wallis test, p

> 0,05), neovisno o vrsti i lokaciji (Slika 5).
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Slika 4. Utjecaj razli¢itih volumena vode na potros$nju kisika kod rakova vrste A. aquaticus s potoka Susik.
Potrosnja kisika izmjerena je pri 19°C, u volumenima: 20 ml, 15 ml i 10 ml. N(20 ml) = 12, N(15 ml) = 11, N(10
ml) = 15.
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Slika 5. Utjecaj razlicitih temperatura na potro$nju kisika kod vrste A. agquaticus iz potoka Susik, prikupljeni

28.4.2021. Zasicenost kisikom je napravljeno na jedinkama prikupljenima u prirodi, u uvjetima svjetla. N(18°C) =
5, N(12°C) = 5, N(4°C) = 5.
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Slika 6. Potro$nja kisika kod muZjaka (m) i zenki (f) rakova A. aquaticus s potoka i ponora Susik (AASS,
AASC) i potoka i ponora Lummelunda (AALS, AALC) te kod rakova P. coxalis s Vranskog jezera (PCVR).
Potrosnje kisika izmjerene su na prvim laboratorijskim uzgojenim generacijama (G1), u uvjetima potpunog

mraka (DD) i izmjeni svjetla i mraka (LD).



U probnom istrazivanju utjecaja svjetla odnosno mraka na potrosnju kisika kod nadzemne populacije
rakova A. aquaticus s potoka Susik (AASS), nije se pokazala razlika (Slika 7). Stoga smo zakljuéili kako
mjerenje u razli¢itim svjetlosnim uvjetima ne utjeCe na rezultate eksperimenta te smo u daljnjim
istrazivanjima zivotinje koje obitavaju u uvjetima svjetlo/mrak (LD) mjerili na svjetlu, dok smo Zivotinje
koje obitavaju u uvjetima mrak/mrak (DD) mjerili u mraku. Zeljeli smo izbjeéi promjenu svjetlosnih

uvjeta na organizme tijekom eksperimenta.
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Slika 7. Utjecaj svjetla/mraka na potro$nju Kisika kod rakova vrste A. aquaticus, s potoka Susik (AASS).

Potrosnja kisika je izmjerena na razli¢itim laboratorijski uzgojenim generacijama (mixQG), prikupljenima

10.9.2021., godinu dana odrzavanim u uvjetima izmjene svjetla i mraka (LD). (mrak) oznacava mjerenje
potro$nje kisika u uvjetima mraka, (svjetlo) oznacava mjerenje potrosnje kisika u uvjetima svjetla. N(AASS

mixG LD (mrak)) = 10, N(AASS mixG LD (svjetlo)) = 10.

4.2. Usporedba potrosnje kisika podzemnih i nadzemnih populacija rakova

Rezultati usporedbe potros$nje kisika izmedu podzemne populacije (AASC) i nadzemne populacije
(AASS) rakova vrste A. aquaticus (ponor i potok Susik) su prikazani na Slici 8. Nije bilo statisti¢ki
znacaje razlike izmedu nadzemnih i pozemnih populacija rakova neovisno o vremenu u kojem su rakovi

proveli u laboratorijskim uvjetima (Mann-Whitney U test: p > 0,005).
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Slika 8. Usporedba potro$nje kisika izmedu podzemne (AASC) i nadzemne populacije (AASS) rakova vrste A.
aquaticus s ponora i potoka Susik. Potro$nja kisika izmjerena je na jedinkama sakupljenim u prirodi (GO).
Podzemna populacija odrzavana je u uvjetima potpunog mraka, a nadzemna u uvjetima izmjene svjetla i mraka.
a) Zivotinje odrzavane 14 dana u laboratorijskim uvjetima, N(AASC GO0) = 18, N(AASS G0) = 20; b) Zivotinje
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odrzavane 2 mjeseca u laboratorijskim uvjetima, N(AASC GO) = 28, N(AASS G0) = 29; c) zivotinje odrZzavane
1 godinu u laboratorijskim uvjetima, N(AASC G0) = 10, N(AASS G0) = 10.

Statisticki znac¢ajna razlika u potrosnji kisika (Mann-Whitney U test; p = 0,002), zabiljeZena je izmedu
podzemnih (AASC) i nadzemnih rakova (AASS) vrste A. aquaticus ponora i potoka Susik, koje sam

provela na laboratorijski uzgajanim razli¢itim generacijama (Slika 9). Podzemne jedinke imaju nizu

stopu metabolizma od nadzemnih jedinki.
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Slika 9. Usporedba potrosnje kisika izmedu podzemne (AASC) i nadzemne populacije (AASS) rakova vrste A.
aquaticus s ponora i potoka Susik. Potro$nja kisika izmjerena je na laboratorijski uzgajanim razli¢itim

generacijama (mixG). Podzemne populacije drzane su u potpunom mraku, a nadzemne su izloZene izmjeni
svjetla i mraka. N(AASC mix G) = 10, N(AASS mixG) = 10.

U istrazivanju potroSnje kisika izmedu Spiljske populacije (AALC) i nadzemne populacije (AALS)
rakova A. aquaticus (s potoka i ponora Lummelunda), nije se pokazala statisti¢ki znacajna razlika (Slika
10). Nema razlike u stopama metabolizma izmedu $piljske i nadzemne populacije (Mann-Whitney U

test, p = 0,885).
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Slika 10. Usporedba potrosnje kisika izmedu podzemne (AALC) i nadzemne (AALS) populacije rakova vrste A.
aquaticus s ponora i potoka Lummelunda. Potro$nja kisika izmjerena je na prvim laboratorijski uzgojenim
generacijama (G1) koje su laboratorijski odrZzavane 14 mjeseci. Podzemne populacije odrzavane su u uvjetima
potpunog mraka, a nadzemne u uvjetima izmjene svjetla i mraka. N(AALC G1) = 19, N(AALS G1) = 19.
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Slika 11. Usporedba potrosnje kisika izmedu podzemne (AAPC) i nadzemne populacije (AAPS) rakova vrste A.
aquaticus iz rijeke Unice i Planinske jame. Potrosnja kisika izmjerena je na jedinkama sakupljenim u prirodi
(GO0), koje su 5 dana odrzavane u laboratorijskim uvjetima. Podzemne populacije odrzavane Su u uvjetima
potpunog mraka, a nadzemne u uvjetima izmjene svjetla i mraka. N(AAPC GO0) = 20, N(AAPS GO0) = 19.
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Usporedbom potrosnje kisika kod rakova vrste A. aquaticus izmedu populacije izvorne Spiljske
generacije (AAPC GO) i populacije izvorne nadzemne generacije (AAPS GO0) (iz Planinske jame i rijeke
Unice), dokazala se statisticki znacajna razlika (Slika 11). Jedinke iz Spilje trose vise kisika od
nadzemnih jedinki, dakle, $piljska populacija ima visu stopu metabolizma od nadzemne populacije
(Mann-Whitney U test, p < 0.001).

Istrazivanje potroSnje kisika izmedu izvorne generacije S$piljskih rakova vrste P. anophtalmus
(Mociljska spilja, PAMO GO) i izvorne generacije nadzemnih rakova vrste P. coxalis (\VVransko jezero,
PCVR GO0) pokazalo je da postoji statisticki znacajna razlika (Mann-Whitney U test, p < 0.001; Slika
12). Spiljski rakovi P. anophtalmus trose vise kisika od nadzemnih rakova P. coxalis, stoga $piljska

vrsta ima viSu stopu metabolizma od nadzemne vrste.
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Slika 12. Usporedba potrosnje kisika izmedu podzemne vrste P. anophtalmus, iz Mo¢iljske $pilje (PAMO), i
nadzemne vrste rakova P. coxalis, iz Vranskog jezera (PCVR). Potro$nja kisika izmjerena je na jedinkama
sakupljenim u prirodi (GO) koje su 6 mjeseci odrzavane u uvjetima izmjene svjetla i mraka. N(PAMO GO0) = 18,

N(PCVR GO) = 19.
4.3. Utjecaj mraka na potro$nju kisika

4.3.1. Utjecaj mraka na potrosnju kisika kod nadzemnih populacija rakova

IstraZivanje utjecaja mraka na potro$nju kisika na nadzemnim populacijama rakovima A. aquaticus
(AASS) s potoka Susik, nije pokazao statisticki znacajne rezultate (Mann-Whitney U test, p = 0,398;
Slika 13). Rakovi koji su odrzavani u uvjetima potpunog mraka nisu zna¢ajno razli¢ito potrosili koli¢inu

kisika u usporedbi s rakovima koji su odrzavani na izmjeni svjetla i mraka.
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Slika 13. Utjecaj mraka na potro$nju kisika kod nadzemnih populacija rakova vrste A. aquaticus s potoka Susik
(AASS). Potrosnja kisika izmjerena je na prvoj laboratorijski uzgojenoj generaciji (G1) odrzavanoj 19 mjeseci u

uvjetima potpunog mraka (DD) i izmjene svjetla i mraka (LD). N(AASS G1 DD) = 20, N(AASS G1 LD) = 20.

U usporednom istrazivanju utjecaja mraka na potrosnju kisika na nadzemnim rakovima vrste A.
aquaticus, s potoka Lummelunda (AALS), takoder nije se pokazala statisticki znacajna razlika (Slika
14). Nadzemni rakovi uzgajani na izmjeni svjetla i mraka nisu potrosili razli¢ite koli¢ine kisika od

nadzemnih rakova uzgajanih u potpunom mraku (Mann-Whitney U test; p = 0,398).
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Slika 14. Utjecaj mraka na potro$nju kisika kod nadzemnih populacija rakova vrste A. aquaticus iz potoka
Lummelunda (AALS). Potrosnja kisika izmjerena je na prvoj laboratorijski uzgojenoj generaciji (G1) odrzavanoj
13 mjeseci u uvjetima potpunog mraka (DD) i izmjene svjetla i mraka (LD). N(AALS G1 DD) =20, N(AALS
G1 LD) = 20.
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U usporednom istrazivanju utjecaja mraka na potro$nju kisika na nadzemnim rakovima vrste P. coxalis
(PCVR), kod prve uzgojene generacije (G1), nije se pokazala razlika (Slika 15). Nadzemni rakovi
uzgajani na izmjeni svjetla i mraka ne trose viSe kisika od nadzemnih rakova uzgajanih u mraku (Mann-

Whitney U test; p = 0,565).
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Slika 15. Utjecaj mraka na potrosnju kisika kod nadzemnih populacija rakova vrste P. coxalis s Vranskog jezera

(PCVR). Potrosnja kisika izmjerena je na prvoj laboratorijskoj uzgojenoj generaciji (G1) odrzavanoj 2 godine u

uvjetima potpunog mraka (DD) i izmjene svjetla i mraka (LD). N(PCVR G1 DD) = 20, N(PCVR G1 LD) = 20.

4.3.2. Utjecaj svjetla na potrosnju kisika kod podzemnih populacija rakova

Istrazivanje utjecaja svjetla na potro$nju kisika na podzemnim rakovima A. aquaticus, s ponora Susik
(AASC), pokazao je razliku u potrosnji kisika (Slika 16). Podzemni rakovi odrzavani na izmjeni svjetla

i mraka potrosili su zna¢ajno manje kisika od rakova odrzavanih u potpunom mraku.
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Slika 16. Utjecaj svjetla na potro$nju kisika kod podzemnih populacija rakova vrste A. aquaticus s ponora Susik
(AASC). Potrosnja kisika izmjerena je na prvoj laboratorijski uzgojenoj generaciji (G1), dva mjeseca odrzavanoj
u uvjetima izmjene svjetla i mraka (LD), i potpunog mraka (DD). N(AASC G1 LD) =20, N(AASC G1 DD) =
20.

5. Rasprava

U podzemnim stani§tima nedostatak svjetla prvi je limitiraju¢i faktor na koji su se
organizmi prilagodili kako bi opstali u takvom ekstremnom staniStu. Ta su staniSta u veéini slucajeva
oskudna hranom te su $piljski organizmi prilagodili i svoj metabolizam na takve uvjete. Jedna od
prilagodbi smanjena je potroSnja kisika (Venarsky i sur. 2014, Culver i Pipan 2014). Ovo istrazivanje
pokazalo je da u vecini slu¢ajeva nema razlika u stopama metabolizma kod proucavanih populacija
podzemnih i nadzemnih rakova, bez obzira na vrijeme koje su rakovi proveli u laboratorijskim uvjetima.
U tri istraZivanja nadzemnih i podzemnih populacija A. aquaticus s lokacije Susik nije se dokazala
razlika u potro$nji kisika. Razlog tome moze biti $to podzemne populacije nisu u punom smislu
troglomorfne te su zadrzale karakteristiku nadzemnih, koje trose vise kisika. Isto tako moze se objasniti
i jednaka stopa metabolizma kod nadzemnih i $piljskih rakova A. aquaticus s lokacije Lummelunda.
Istrazivanje potro$nje kisika izmedu razli¢itih generacija podzemne i nadzemne populacije rakova A.
aquaticus s potoka i ponora Susik dokazalo je da podzemna populacija znac¢ajno manje trosi kisika. Isto
su potvrdili Sim¢i¢ i Sket (2019) koji su usporedivali potrosnju kisika izmedu nadzemnog A.a.
carniolicus i $piljskog raka A. a. cavernicolicus pri 20° C. Iako je ovaj rezultat o¢ekivan i potvrduje

hipotezu rada, nije relevantan jer su se usporedivale razliCite generacije.

Rezultat koji nije bio ocekivan je da generacija podzemne populacije rakova A. aquaticus, prikupljena
iz Planinske jame, pet dana odrZavana u laboratorijskim uvjetima, trosi vise kisika od jednako odrzavane

generacije nadzemne populacije s rijeke Unice, koja ponire u Planinsku jamu. Takoder neocekivani
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rezultat je da generacija podzemne vrste P. anophtalmus, prikupljena u prirodi iz Modiljske $pilje i
odrzavana pola godine u laboratorijskim uvjetima, trosi vise kisika od jednako odrZavane generacije
nadzemne vrste P. coxalis prikupljene s Vranskog jezera. Oba zanimljiva rezultata nisu ocekivana jer se
smatra da podzemni organizmi, u usporedbi s nadzemnim srodnicima, imaju snizene stope metabolizma,
$to je prilagodba na manje dostupnog kisika i hrane u $piljama (Hervant i sur. 1997, Hervant i Renault
2002, Culver i Pipan 2009, Jemec i sur. 2017, White i sur. 2019). Razlog ovom trendu mogao bi biti §to
se podzemni rakovi jo§ prilagodavaju uvjetima oskudnijeg kisika u $piljama i moraju uloZziti viSe
energije kako bi dosli do potrebne koli¢ine kisika. Dodatno, P. anophtalmus nema vanjskog bliskog

srodnika pa je vrsta usporedena s P. coxalis, iako su te vrste filogenetski udaljene.

U pokusima nad populacijama nadzemnih rakovima A. aquaticus s potoka SuSika koji su bili
kratkoro¢no (5 sati) i dugorocno (19 mjeseci) izloZeni mraku nije zabiljezena promjena u potrosnji
kisika. Nadzemni rakovi nisu ispoljili nikakve prilagodbe na promjenjene ekoloske uvjete (tama) jer je
vremenski period bio prekratak za uvidjeti ikakve promjene u metabolizmu. Na jednaki na¢in moZemo
objasniti utjecaj dugoro¢nog mraka na A. aquaticus na nadzemne populacije potoka Lummelunda. U
istraZivanju utjecaja svjetla na potro$nju kisika kod podzemnih rakova A. aquaticus s ponora Susik (prva
laboratorijski uzgojena generacija na izmjeni svjetla i mraka) neoCekivan je rezultat da su rakovi
odrZzavani na izmjeni svjetla i mraka troSili znatno manje kisika. Prva generacija podzemnih populacija
rakova iz ponora Susik koje su laboratorijski odrZzavane na izmjeni svjetla i mraka trosila je znatno manje
kisika u odnosu na istu populaciju odrzavanu u potpunom mraku, $to je bio neoéekivani rezultat. To
mozemo objasniti time da su populacije rakova izloZene novim uvjetima (izmjena svjetla i mraka)
dozivjele stres i smanjile potro$nju energije kao obrambeni mehanizam na novonastale uvjete (Bergstedt
i sur. 2021). Navedene metabolicke promjene podzemnih populacija (koje su odrzavane na izmjeni
svjetla i mraka i one odrzavane u potpunom mraku) ukazuju da one posjeduju fenotipsku plasti¢nost u

novim okoli$nim uvjetima.

U istrazivanju utjecaja razli¢itih temperatura na potro$nju kisika kod raka A. aquaticus prikupljenog s
potoka Susik, pokazalo se da se povecanjem temperature (temperature: 4°, 12° i 18°C) povecava i
potrosnja kisika. Isti je trend dobiven u istrazivanju Edwards i Learner (1960) koji su zakljucili da A.
aquaticus 1,5 puta brze trosi kisika na 20° C u usporedbi s potro$njom na 10° C. Sli¢no su zakljucili
Simci¢ i Sket (2019), potrosnja kisika povecala se rastom temperature (temperaturni raspon: 10° - 20°
C) individualno kod nadzemnog (A. a. carniolucus) i kod $piljskog raka (A. a. cavernicolus). Suprotno
rezultatu ovoga rada, rad Di Lorenzo i Reboleira (2022) pokazao je da pri nizim temperaturama
stigobiontski rak P. lusitanicus (Frade 1938) trosi viSe kisika nego na viSim temperaturama

(temperaturni raspon: 17° - 22,5° C).

Razlika u spolu, duljina mjerenja potrosnje kisika i razli¢iti volumeni nisu znacajno utjecali na potrosnju

kisika kod rakova.
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Rakovi u intersticijskim staniStima mogu regulirati stopu metabolizma mijenjaju¢i ventilacijsku
aktivnost svojih pleopoda, s obzirom na dostupnost kisika u vodi (Culver i Pipan 2013). Odredene
studije pokazuju kako na potrosnju kisika utjecu temperaturna varijabilnost lokaliteta s kojeg su
sakupljeni te tjelesna masa jedinki (Ikeda i sur. 2001). S obzirom na navedeno, na stopu metabolizma
mogu djelovati razliciti okoli$ni ¢imbenici, stoga bi u idu¢im istrazivanjima, uz razliite svjetlosne
uvjete trebalo pratiti kretanje i ponaSanje organizama te istraZziti na koji se naCin povecanje temperature

odrazava na enzimsku aktivnost koja je usko povezana s potro$njom kisika (Sim¢i¢ i Sket 2019).

6. Zakljucak

Provedeno je istrazivanje na vrstama i populacijama podzemnih i nadzemnih rakova
porodice Asellidae kojima je mjerena potroSnja kisika, na temelju ¢ega su usporedene njihove stope

metabolizma. Zakljuceno je da:

e nema razlike u potro$nji kisika tj. u stopi metabolizma izmedu muZzjaka i Zenki rodova Asellus

i Proasellus;
e porastom temperature, raste i stopa metabolizma kod rakova A. aquaticus;

e stopa metabolizma ne razlikuje se kod nadzemnih i podzemnih populacija rakova Asellus
aquaticus osim kod slovenske podzemne populacije koja ima vecu stopu metabolizma u odnosu

na nadzemnu blisku populaciju;

e podzemna vrsta rakova Proasellus anophtlamus ima vecu stopu metabolizma od nadzemne

srodne vrste Proasellus coxalis;

e dugoro¢ni uzgoj u potpunom mraku nema efekt na stopu metabolizma kod nadzemnih

populacija rakova A. aquaticus i nadzemnu vrstu Proasellus coxalis;

e Uzgoj u uvjetima izmjene svjetla i mraka djeluje na podzemnu populaciju rakova A. aquaticus

na nacin da su rakovi smanjili stopu metabolizma.

e podzemni rakovi porodice Asellidae imaju visu stopu metabolizma od njihovih nadzemnih
srodnika, §to je suprotno od opée-prihvacene hipoteze da evolucija organizama u podzemlju

dovodi do sniZenja stope metabolizma.
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Znanstveni radovi

e Rakovi porodice Asellidae (Crustacea: Isopoda) naseljavaju $pilje — fenotipska plasti¢nost
omogucuje kolonizaciju podzemlja.
14. hrvatski bioloski kongres, 2022.
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PRILOZI

Prilog |
Ime podvrste Staniste
A. a. aquaticus (L.) Racovitza, 1919 sjeverna Italija, Kvarner, Makedonija,
Rumunjska
A. a. carsicus Karaman, 1952 Dinaridi
A. a. irregularis Sket, 1965 jugoisto¢na Slovenija
A. a. longicornis Sket, 1952 jugoisto¢na Slovenija
A. a. carniolicus Sket, 1952 sjeverna Slovenija
A. a. cyclobranchialis Sket, 1952 jugoisto¢na Slovenija
A. a. cavernicolus Racovitza, 1925 isto¢na Italija, sjeverozapadna Slovenija,
Dinaridi
A. a. messerianus Birstejn, 1945 Turkmenistan
A. a. strinatii Chappuis, 1955 sjeverozapadna Turska
A. a. infernus Turk, Prevor¢nik i Blejec, 1998 Rumunjska
Prilog 1l

Ime (pod)vrsta

Proasellus montalentti Stoch, Valentino & Volpi, 1996

Proasellus wolfi Dudich, 1925

Proasellus coxalis lucifugus Deeleman-Reinhold, 1965

Proasellus coxalis coxalis Racovitza, 1919

Proasellus coxalis cephallenus (Strouhal, 1942)

Proasellus coxalis septentrionalis (Herbst, 1956)

Proasellus coxalis polychaetus (Dudich, 1925)

Proasellus coxalis italicus (Dudich, 1925)

Proasellus coxalis dudichi (Strouhal, 1937)

Proasellus gardinii (Arcangeli, 1942)

Proasellus istrianus (Stammer, 1932)
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