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1. UVOD

1.1. Znacajke i klasifikacija pauka

Pauci su ¢lankonoSci (Arthropoda) koji su isklju€ivi predatori i karnivori.
Njihov plijen su uglavnom kukci ali i drugi ¢lankonoSci ukljuCujuci i same pauke.
Neke vrste se hrane i manjim Zabama, pticama pa €ak i manjim sisavcima

(tropske vrste).

Klasifikacijski pauci pripadaju razredu paucnjaka(Arachnida) u koje

ubrajamo jedanaest redova od kojih su poznatiji:
1. Red: Scorpiones (Stipavci)

Stipavci (slika 1.) su najstariji kopneni pauénjaci poznati jo$ iz doba
silura. Prednje tijelo, prosoma, nije posebno odijelieno od straznjeg tijela
opistosome. U sredini glave imaju dva glavna oka a sa strane dvije hrpice od 2 do
5 boénih ogiju. Klijesta su na prednjem tijelu. Redovito su kratka i jaka. Celjusne

noge su velike i mnogo dulje od ostalih nogu.

Slika 1. Stipavac (Scorpiones)



2. Red: Pseudoscorpiones (laZistipavci)

Lazistipavci (slika 2.) su maleni paucnjaci (1-6mm). Sli¢ni su Stipavcima
ali bez stanjenog straznjeg tijela i otrovne bodlje. Imaju otrovne Zlijezde u
Stipaljkama cCeljusnih noZica i 1-3 para postranih ociju.

Slika 2. LazZistipavac (Pseudoscorpiones)

3. Red: Araneae (pauci slika 3.)

Slika 3. Pauk (Araneae, Salticidae, Marpissa muscosa)



4. Red: Opiliones (laZipauci)

Lazipauci (slika 4.) imaju straznje koluticavo tijelo koje nije oStro
odijelieno od prednjeg tijela. Citavo tijelo im je vrlo skraéeno, kao i unutradnji
organi. Veliki su prosjeno 1cm. Na sredini prednjeg tijela imaju na humku par

ociju, helicere su klijesta, a Celjusne noge su kratke i slicne nozi.

Slika 4. Lazipauk (Opiliones)

5. Red: Acari (grinje)

Grinje (slika 5.) su malene Cesto mikroskopski sitne Zivotinje. Neke su
nametnici. Zbog malena tijela nestalo je koluticavosti, pa je prednje i straznje
tijelo sraslo, a mnogi su organi viSe ili manje smanjeni ili Cak nestali. Tijelo je
razliCitih oblika: okruglasto, plo€asto, kuglasto, duguljasto ovisno o nacinu Zivota.
Sprijeda ima ju 1-3 para jednostavnih ociju, ali su mnoge i bez njih.Malena i
kratka klijeSta imaju Stipaljke ili kuke koje su preobrazene u pomi¢ne bodlje za

busenje koze koje mogu gristi, bosti ili sisati.



Slika 5. Grinja (Acari)

Red pauka podijeljen je u tri podreda:

1. Podred: Mesothelae (1 porodica)

Porodica Liphistiidae (85 vrsta)

2. Podred: Mygalomorphae (Orthognatha) (15 porodica)
Porodica Atypidae (45 vrsta)
Ctenizidae (120 vrsta )
Dipluridae (180 vrsta)

Theraphosidae (90 vrsta)



3. Podred: Araneomorphae (Labidognatha) (90 vrsta)
Porodica Dysderidae (560 vrsta)

Pholcidae (1000 vrsta)
Scytotidae (220 vrsta)
Amaurobiidae (750 vrsta)
Dictynidae (550 vrsta)
Eresidae (100 vrsta)
Clubionidae (560 vrsta)
Gnaphosidae (2100 vrsta)
Salticidae (5200 vrsta)
Thomisidae (2100 vrsta)
Lycosidae (2350 vrsta)
Pisauridae (340 vrsta)
Oxyopidae (420 vrsta)
Agelenidae (500 vrsta)
Araneidae (3000 vrsta)
Linyphiidae (4300 vrsta)
Theridiidae (2300 vrsta)

Uloboridae (260 vrsta)



1.2. Morfologija pauka

Tijelo pauka (Slika 6.) podijeljeno je u dva dijela: prednji (prosoma) i
straznji (opistotsoma). Oni su spojeni tankom stapkom (pedicel). Prosoma je
oklopljena €vrstom hitinskom ljuskom. Opistosoma je meka i elastiCnha Sto pauku
omogucava probavu i skladiStenje velikog volumena hrane i razvijanje velikog

broja jajaSaca.
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Slika 6. Grada tijela pauka

Prosoma je sa gornje i donje strane zasticena Cvrstim ploCama izmedu kojih

izlaze noge, palpi, klijeSta i usni organ. Na gornjoj strani prosome nalazimo i oci
6



kojih moze biti Sest ili osam. Veli€ina i raspored ociju je vrlo vazna determinacijska
karakteristika. lako o€i pauka nazivamo ,jednostavnima“® u odnosu na ,slozene”
oCi kukaca one to u nekih skupina pauka nikako nisu. Pauci skakaci (Salticidae)
imaju oCi veceg raspona kretanja od nasih, sloZzeno fokusiranje, binokularni vid,
razlikuju boje i polarizirano svjetlo Sto ih Cini najslozenijima u Clankonozaca

(Slika 7.).

Slika 7. O¢i pauka skakaca

Na sredini gornjeg dijela prosome nalazimo kratku tamnu crtu koju
nazivamo fovea. Iz nje vanjski oklop ulazi u unutradnjost i omoguéava vezanje
miSi¢a snaznog podtlachog Zeluca. 1z prednje strane prosome izlaze klijeSta
kojima pauci ugrizaju plijen i unose u njega otrov. Ujedno Kklijesta sluze za
gnjeCenje i usitnjavanje plijena. KlijeSta se sastoje od bazalnog dijela i o¢njaka
koji ima u sebi Supljinu u koju se otvaraju otrovne Zlijezde. Gotovo svi pauci imaju
otrovne Zlijezde osim nekoliko izuzetaka (npr. porodica Uloboride). Odmah pored
klijeSta iz prosome izlaze i palpi. Palpi (Slika 8.) su kod odraslih muzjaka pauka
modificirani u sekundarne spolne organe i mogu biti izrazito sloZeni i u principu su
jedini kojima mozemo sa dovoljnom preciznoséu odrediti kojoj vrsti odredeni

muzjak pauka pripada (izuzev DNA analize). Iza palpa redom iz prosome izlazi



Cetiri para nogu za hodanje koje se sastoje od sedam ¢lanaka(coxa, trochanter,
femur, patella, tibia, metatarsus i tarsus). Na vrhu svakog tarsusa nalaze se

pandice. Na nogama nalazimo i dlaCice raznih veli€ina, struktura i funkcija.
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Slika 8. A-&palp (ventralno), B-dpalp (lateralno), C-tegulum, D-epigina, E-spermateke

Opistosoma je vrlo varijabilna u obliku, boji i veli€ini kod razli€itih vrsta
pauka. MuZjaci uglavnhom imaju manju opistosomu. Na gornjoj strani opistosome
Cesto nalazimo tamnu liniju ispod koje se nalazi srce pauka. Sa donje prednje
strane opistosome nalazi se poprec¢na linija koju nazivamo epiginalni nabor. Kod

odraslih Zenki pauka taj nabor je viSe ili manje sklerotiziran i tvori strukturu koju



nazivamo epigina (epigyne). Epigina odraslih Zenki jednako je vazna struktura za
determinaciju pauka kao i palp u muzjaka. Ispred epigina nalaze se otvor
lepezastih uzdusnica. Na straznjem dijelu opistosome nalazimo tri para predljivih
bradavica. Svila koja nastaje u predljivim Zlijezdama unutar opistosome izlazi
kroz ove bradavice van i u nizu slozenih fizicko-kemijskih procesa prelazi iz
tekuceg u kruto stanje odnosno u paukovu svilu kakvu svi mi poznajemo.
SloZenost procesa stvaranja svile govori i €injenica da smo uspjeli umjetno
proizvesti proteine od kojih se paukova svila sastoji ali nismo uspjeli odgonetnuti
sve tajne predljivih bradavica da bi dobili paukovu svilu iz tih proteina. Dodatno

neki pauci imaju uz predljive bradavice i predljiva polja (cribellum).

1.3. Zivotni ciklus pauka

Pauci se poc€inju razvijati iz oplodenog jajasca koje Zenka polaze u
svilenu vrecicu-kokon (slika 9.) zajedno sa ostalim jajascima Ciji broj moZze varirati
od svega par do nekoliko tisu¢a. Jajasce se moze poceti razvijati nekoliko sati
nakon izleganja ili moze biti dormantno u slu€aju zime. U periodu razvoja iz
jajasca u predliCinacki stadij stadij Zenka moze jajaSca Cuvati unutar posebne
komore, nositi kokon sa sobom i okretati ga da bi se sva jajasca jednako razvijala
ili ga potpuno napustiti. Predliinka prelazi u stadiji licinke prvim presviacenjem. U
ovom stadiju liCinka se joS uvijek nalazi unutar kokona koji Zenka moze
povremeno otvarati i unositi hranu i vodu. Drugim presvila¢enjem li¢inka prelazi u
stadij nimfe i potpuno je pokretni mali pauk. U ovom stadiju se prvi put javlja
kanibalizam, najceS¢e ako ima veliki broj pauci¢a u kokonu. Pauci¢i izlaze iz
kokona probijajuci se sami ili im Zzenka otvori kokon. Izvan kokona pauci¢i mogu
ostati uz Zenku joS neko vrijeme kod nekih vrsta, rasprsiti se ili ostati Zivjeti u
zajednici(mali broj vrsta). Rasprostranjenje moze biti jednostavno ako mladi pauci
jednostavno odhodaju od legla ili bolje letenjem (ballooning). Letenje je
najefikasnije u toplih sunanih dana nakon hladnog razdoblja kada se zrak

uzdiZze. Paucici se penju na poviseno mjesto, uzdiZzu se na prednje noge i pocinju



ispustati svilenu nit ili niti koje stvaraju otpor zraku i funkcioniraju poput jedra.
Ovisno o vrsti pauci prolaze joS nekoliko presviacenja (5-10) do stadija
subadultnosti kada su im nepotpuno razvijeni spolni organi i zadnjim

presviacenjem prelaze u adultni stadij.

Slika 9. Otvoreni kokon s jajascima

U razdoblju od stadija nimfe do smrti pauci se hrane. Da bi dosli do
hrane koriste razliCite tehnike od aktivnog lova plijena, ¢ekanja u zasjedi do
izgradnje lovnih mreZa koje mogu biti raznih oblika. Sam proces hranjenja je
uglavnom sli¢an za sve pauke. Nakon $to su plijen ulovili, u njega unose otrov te
ga oblazu probavnim enzimima i mrve klijestima. Kada je plijen djelomi¢no
probavljen pauk ga pocinje polagano usisavati dok ne ostane samo neprobavljiva
tvar. Neki pauci ubace probavne enzime kroz malu rupu u plijen te ga samo
usisaju tako da nakon toga ostane samo cijela prazna ljuska.
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U adultnom stadiju pauci se pare. Parenje pauka moze biti jednostavno
ili se sastojati od vrlo kompleksnih oblika ponasanja. U pauka je zabiljezena i
partenogeneza ali je izuzetno rijetka. NajéeCe muzjak traZi Zenku koja ispusta
feromone ili se glasa pomocu stridulacijskih organa. Neposredno prije parenja
muZzjak isprede malu mrezu na koju polozi spermatozoide iz testisa koji se nalaze
u opistosomi. Potom ih preuzme sa prije spomenutim pedipalpom kojim onda
moze oploditi Zenku. Nakon oplodnje muZjak se uglavhom viSe ne pari dok se
Zenka moze pariti nekoliko puta. Da Zenka pojede muZjaka nakon paranje nije
Sest sludaj. Zenka polaZe jajasca kada za nju budu povoljni uvjeti a jajasca se

oplode pri prolazu od ovarija do genitalnog otvora.

Otrovnost je jo$ jedna generalna karakteristika vecine pauka. Otrov
pauka po sastavu uglavhom €ine organske molekule od jednostavnih peptida do
smjese kompleksnih proteinskih molekula. Od oko 40 000 poznatih vrsta pauka
njih oko 500 izaziva neugodne simptome kod Covjeka od toga na nasem prostoru

Sest.

1.4. Filogenija pauka

Pauci su se razvili, kao i ostali pauénjaci, od vodenih ¢lankonoZaca u
devonu negdije oko prije 400 milijuna godina. U procesu evolucije arheotip pauka
stekao je nove karakteristike koje se mogu objasniti primarno kao adaptacija na
terestriCni nacin zivota. Te nove karakteristike su npr. preoralna probava, razvoj
otrovnih Zlijezda i podtlatnog Zeluca. Ostale promjene ukljuCuju: sazZimanje
sedmog kolutica iz kojeg nastaje pedicel, razvoj hidraulicnog sustava nogu,
direktni prijenos spermatozoida putem palpa, koncentracija ganglija u jedinstveni
srediSnji Ziv€ani sustav, razvoj sustava za predenje u svrhu lova plijena i
generalno smanjivane veliCine pauka i skracivanje Zivota jedinki dok im je

istovremeno ponasanje postajalo sve sloZenije.
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1.5. Porodica Lycosidae (pauci vuéjaci)

Pauci vucjaci su lutalice koji aktivno love plijen ili love iz zasjede.
NajlakSe ih je prepoznati po karakteristichom rasporedu ociju (slika 10.): Cetiri
uniformna manja oka u donjem prednjem redu te dva velika medijalno smjeStena
oka u gornjem redu (imaju jo$ dva manja latelarno sjeStena oka u gornjem redu ili
iza njega). Oni su kozmopoliti i ima ih oko 2350 vrsta. Manji vugjaci (4-10mm
duzine tijela) lutaju slobodno izmedu kamenja i razne vegetacije. Veci pripadnici
ove porodice (10-20mm) kopaju jazbine. Neke vrste Zive blizu voda i mogu €ak
hodati po povrsini. Pripadnici roda Pirata love kukce na povrSini pa ¢ak i rone za

punoglavcima i manjim ribama.

Slika 10. O¢i pauka vucjaka

Najpoznatiji pauci vucjaci pripada rodu Lycosa odnosno Hogna te
mogu dosti¢i veli€inu tijela i preko 30mm, ali nisu srodni sa tropskim
»arantulama“. lako su dugo bili na glasu kao opasni pauci, strah od njihovog
otrovnog ugriza se pokazao neopravdanim. Najvjerojatnije su ugrizi crne udovice
(Latrodectus tredecimguttatus) bili pripisani ovim paucima. Vudjaci Zive u

jazbinama opredenim svilom u tlu. Neke vrste Cak rade i poklopce slicne onima
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pauka iz porodice Ctenizidae. Noc¢u vucjaci izlaze iz jazbina u potrazi za plijenom

ali njihov nacin lova je viSe nalik ¢ekanju iz zasjede nego aktivhom lovu.

Zenke vugjaka poznate su po brizi za potomstvo. Nakon $to poloZe jaja u
kokon, pricvrste ga svilom za predljive bradavice te ga nose sa sobom. Kada
jajasca sazriju, Zzenka otvori kokon a miladi pauci se pri¢vrste oko njezine

opistosome. Nakon otprilike tjiedan dana paucim napustaju Zenku.

1.6. Pauk Geolycosavultuosa (C. L. Koch, 1838)

DuZina tijela: Zzenke (slika 11.) od 13 do 24 mm, muzjaci 11 - 19 mm
(Nentwig W. et al 2012.). Mladi su smede-sive do Zute boje. Muzjaci su svjetliji i
sa jage izrazenim uzorcima bijelo-zute boje te duZzih nogu. Zenke su tamnije,
crno-smede boje sa narancasto-bijelim uzorcima.Tipi¢na bijela, medijana pruga je
slabo izrazena. Umijesto tipiCne pruge na pauku dominiraju radijalne oznake na
tamnijoj pozadini. Osim toga na prosomi se nalaze nepravilne lateralne crte. Kod

muzjaka su radijalne oznake Sire i obrasle gustim svijetlim dlakama.

Slika 11. Pauk Geolycosa vultuosa
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Ovaj pauk kopa jazbine (slika 12.) dubine do 50cm koja je opredena
svilom. Ulaz u jazbinu je jaCe opreden i uzdignut od zemlje oko 1cm tako da je
jazbina zasticena od prodora vode u slucaju jacih kiSa.

Slika 12. Pauk u jazbini

Mladi i Zenka rijetko napustaju jazbinu i to samo u kada love plijen u

neposrednoj blizini otvora. Plijen se sastoji uglavhom od skakavaca.

Adultni muzjaci traze Zenke u jazbinama a snubljenje poc€inje na ulazu
Zenkine jazbine, kad muzjak poc€inje bubnjati i napinjati Zenkinu paucinu na ulazu

svojim prednjim nogama. Kopulacija se odvija u jazbini.

Zenka redovito izlazi iz jazbine sa kokonom da bi ga zagrijala na suncu,

odnosno regulirala idealnu temperaturu jajasaca.

Ova vrsta teZi stvaranju kolonija za razliku od sestrinske vrste Lycosa

singoriensis.
Ugriz ovog pauka moze uzrokovati lokalni dermatitis i rijetko kratkotrajnu
paralizu miSi¢a.

Geolycosa vultuosa rasprostranjena je na podrucju istoCne europe od

Ukrajine do Madarske.
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1.7. Imunoloski sustav pauka

Pauci kao i ostali ¢lankonoSci, imaju otvoreni optjecajni sustav kroz koji
teCe njihova tjelesna tekucina — hemolimfa. Hemolimfa ima viSestruku ulogu u
kretanju, disanju i prehrani te zauzima otprilike 20% tjelesne mase pauka. U
slu€aju ozlijede dolazi do trenutnog gubitka hemolimfe ali i napada patogena $to
moze rezultirati infekcijom. Stoga pauci moraju reagirat dvojako da bi sprijecili
gubitak hemolimfe i obranili se od infekcije. Ove dvije funkcije obavlja nespecificni
imunoloski sustav koji obuhvaca nekoliko sustava kao Sto su koagulacija

hemolimfe i stvaranje raznih obrambenih supstanci (slika 13.).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Do sada su morfoloSke odrednice hemocita u pauka kao i njihove uloge u
imunoloSkom sustavu slabo istrazene, stoga je vazno utvrditi slijedece:

e brojnost i udijele pojedinih tipova hemocita
e referentna morfoloSka obiljezja hemocita vrste Geolycosa vultuosa

e mogu li se temeljem diferencijalnih bojanja razlikovati pojedini tipovi

hemocita te izabrati najbolju metodu bojanja

3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci

U istrazivanju su se koristile odrasle jedinke pauka Geolycosa vultuosa
ulovljenih na visoravni kod mjesta Jasensko kod Sinja u periodu 15.8.2004-
30.8.2004.g. gdje je pronadena velika kolonija pauka ove vrste. Broj rabljenih
zivotinja je minimalan (10 odraslih jedinki) tj. minimalno potreban da se dobiju
prihvatljivi rezultati, a da se ne ugrozi opstanak ove kolonije. Pauci su dovezeni Zivi
u laboratorij PMF-a Zavoda za Animalnu fiziologiju gdje im je prije usmréivanja
izmjerena duzina tijela i masa a nakon toga su iskrvarene te je hemolimfa
iskoriStena za pravljenje razmaza. Za bojanje May- Grunwald Giemsom i (MGG) i
citokemijske analize odnosno akridin-oranzom odmah su napravljeni krvni razmazi

i to po 1 stakalace po jedinki za svaki tip bojanja (ukupno 20).

Obojani razmazi, bojani MGG-om, se pregledavaju pod svjetlosnim
mikroskopom (Olympus BX51) i fotografiraju pomocu integrirane Olympusove
kamere DP70 i pripadajuceg programa DP Controller. Koristi se povecanje 100x sa
imerzijom odnosno razmazi bojani akridin oranZom pregledavaju se pod

fluorescencijskim mikroskopom sa integriranom kamerom. Za izraCunavanje udjela
17



pojedinih hematocita iz MGG razmaza ru¢no su se brojali granulociti, plazmatociti,
cijanociti i prohemociti na ukupno 1000 stanica po razmazu.

3.2. Bojanje May-Grunwald giemsom (MGG)

Osuseni krvni razmazi drze se u otopini May-Grunwald (J.T. Baker,
Nizozemska) 7 minuta, nakon €ega se isperu destiliranom vodom (dH»O) i drze u
otopini Giemse 11 minuta. Otopina Giemse je napravljena od dva dijela dH.0 i
jednog dijela Giemse (J.T. Baker, Nizozemska). Razmazi se dobro isperu u dH,0

da bi se rijesSili preostale boje koja nije obojala stanice, a smeta pri pregledavanju
uzorka.

3.3. Bojanje Akridin-Oranzom (AO)

Osus$eni krvni razmazi fiksiraju se metanolom te se suse 10 minuta,
nakon Cega se drZze u otopinu akridin-oranza (0.01%) 2 minute. Razmazi se dobro

isperu u dH,O da bi se rijeSili preostale boje koja nije obojala stanice, a smeta pri
pregledavanju uzorka.

3.4. Morfoloske karakteristike hemocita

MorfoloSke karakteristike smo pregledavali mikroskopirajuéi preparate

obojane tehnikom MGG. Slike su dobivene pomoc¢u Olympusvog mikroskopa BX51

sa Olympusovom kamerom DP70 te pripadajuceg programa DP Controller.
Koristilo se povec¢anje 100x s imerzijom.
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4. REZULTATI

4.1. Mjerenje veli¢ine i mase pauka

DuZina pauka mjerena je pomi¢nim mjerilom od pocetka prosome do
kraja opistosome, ne ukljuCujuci predljive bradavice. Masa pauka mijerena je
laboratorijskom vagom (Tablica 1.). Od deset jedinki osam najvecih su odrasle
zenke stare 1-2 godine (to¢nu starost nije moguce odrediti jer one mogu biti starije
od jedne godine) te dva odrasla muzjaka starosti oko 1 godinu (muZjaci ugibaju

nakon parenja).

Tablica 1. Rezultati mjerenja mase i veliine pauka G. vultuosa

Uzorak 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Duzina 20 22 26 17 24 19 15 24 20 22
tijela(mm)

Masa(g) | 1,4 | 16 | 20 | 08 | 1,7 | 15 | 06 | 1.8 | 15 | 1,6
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4.2. MGG diferencijalno bojanje i brojnost stanica

Rezultati mjerenja brojnosti i udjela pojedinih tipova hemocita u
hemolimfi pauka vrste G.vultuosa prikazani su u tablici 2. odnosno slikom 14.
Brojnost i udio leberidiocita nije bilo moguce odrediti zbog nedovoljno velikog broja

stanica.

Tablica 2. Brojnost pojedinih tipova hemocita

TIP HEMOCITA SREDNJA MEDIJAN | MINIMUM | MAKSIMUM
VRIJEDNOST

Granulocita/1000st. 239 228,5 96 401

Plazmatocita/1000st. 581,1 576,5 411 722

Cijanocita/1000st. 31,4 30 15 a7

Prohemocita/1000st. 148,5 143,5 111 180

UDJELI HEMOCITA U HEMOLIMFI

3%

B PLAZMATOCITI
B GRANULOCITI
= PROHEMOCITI
m CIJANOCITI

Slika 14. Dijagram udjela pojedinih tipova hemaocita u hemolimfi pauka G. vultuosa
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4.2.1. Granulociti

Granulociti (slika 15.) kod vrste G.vultuosa su uglavhom kruznog ili
elipticnog oblika s centralno ili malo lateralno pomaknutom jezgrom. Jezgra je

kompaktna. Na razmazima se jasno vide karakteristicne granule.

Slika 15. Granulociti-MGG
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4.2.2. Plazmatociti

Plazmatociti (slika 16.) kod vrste G. vultuosa su uglavnom vretenastog
oblika s centralno smjesStenom jezgrom ili malo pomaknutom lateralno. Jezgra je

kompaktna. Citoplazma nije obojana.

Slika 16. Plazmatociti-MGG
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4.2.3. Cijanociti

Cijanociti (slika 17.) kod vrste G. vultuosa su uglavhom kruznog ili
elipticnog oblika s centralno smjeStenom ili malo ekscentricnom jezgrom. Jezgra je
kompaktna. Na razmazima se jasno vide obojani organeli karakteristiCni za

cijanocite.

Slika 17. Cijanociti-MGG
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4.2.4. Prohemociti

Prohemociti (slika 18.) kod vrste G. vultuosa su gotovo uvijeg kruznog
oblika gdje jezgra zauzima gotovo cijeli volumen stanice. Jezgra je kompaktna. Na
razmazima su zamijeCeni medustadiji diferencijacije prohemocita u ostale tipove
hemocita.

Slika 18. Prohemociti-MGG
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4.25. Leberidiociti

Leberidiociti (slika 19.) kod vrste G. vultuosa su gotovo uvijeg kruznog
ili ovalnog oblika gdje jezgra zauzima bocni polozaj unutar stanice. Jezgra je
kompaktna okrugla ili blago elongirana. Unutar stanice se nalazi velika, uglavnhom

kruznog oblika, vakuola karakteristicha za ovaj tip stanice.

Slika 19. Leberidiociti-MGG
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4.3. Akridin-Oranz diferencijalno bojanje

Na slici 20. (a-e) vidimo svih 5 tipova hemocita obojanih akridin-

oranzom i karakteristicnu reakciju fluorescencije jezgre(zeleno) i citoplazme

(crveno) na ovo bojanje.

GRANULOCIT

PLAZMATOCIT

CIJANOCIT

PROHEMOCIT

LEBERIDIOCITI

b)

d)

Slika 20. Hemociti - AO
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4.4. Mjerenje veli¢éina hemocita i njihovih jezgri

Mijerenje veli€ine pojedinih tipova hemocita radeno je u programu Axio

Vision SE64 Rel 4.8 (Carl-Zeiss Microimaging GmbH, Njemacka). Mjerile su se

vrijednosti na 100 stanica za svaki tip stanice te su rezultati prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Rezultati mjerenja pojedinih tipova hemocita

SIRINA MIN MAX DULIJINA MIN MAX
S.V. S.V.
GRANULOCITI
STANICA (um) 25,56 20,83 34,22 26,49 27,68 36,25
JEZGRA(um) 11,99 5,84 13,31 14,72 6,57 15,76
PLAZMATOCITI
STANICA(pum) 11,79 6,32 20,87 25,37 19,45 35,21
JEZGRA(pum) 9,22 5,77 14,48 13,84 6,33 17,25
CIJANOCITI
STANICA(pum) 35,76 31,57 41,70 37,89 32,78 43,27
JEZGRA(pum) 10,82 5,47 13,89 12,91 5,67 16,78
PROHEMOCITI
STANICA(pm) 14,97 7,56 17,35 15,66 15,12 19,74
JEZGRA(pum) 11,76 5,77 14,48 13,84 6,33 17,25

27




5. RASPRAVA

Imunoloski sustav pauka lokaliziran je u hemocitima koji nastaju iz stanica
stienke miokarda gdje nastaju u obliku prohemocita koji se ulaze u hemolimfu i
diferenciraju se u ostale tipove hemocita (Seitz 1972). Oni doprinose obrani od
patogena fagocitozom, nodulacijom i enkapsulacijom invazivnih tijela. Humoralna
reakcija ukljuCuje mehanizme koji induciraju proizvodnju melanina, kaskadu

zgruSavanija i produkciju nekoliko tipova antimikrobijalnih peptida.

ImunoloSki sustav pauka je nespecifiCan i osniva se na svojstvima
hemolimfe. Prednost ovog sustava je brzi imunoloSki odgovor unutar minute do
nekoliko sati $to je u suprotnosti s imunoloskim sustavom kraljeSnjaka koji reagira
na specificne patogene S§to rezultira imunoloskim pamcéenjem kroz cijeli Zivot
jedinke. Zbog toga imunolski sustav kraljeSnjaka treba vise vremena da reagira
stvaranjem antitijela, uglavnhom nekoliko sati do viSe dana i treba biti stvoren kroz

ranu ontogenezu.

Seitz (1972) je opisao razvoj hemocita u stijenci miokarda na vrsti
Cupiennius salei (Ctenidae) ali nije prepoznao njihovu imunolosku funkciju ve¢ je
smatrao da su oni samo vezani za procese presvlacenja i stvaranja hranidbenih
tvari. Shermann (1973) je analizirao hemocite u vrste Aphonopelma marxi
(Theraphosidae) i shvatio njihovu ulogu u kontekstu imunoloskog odgovora i
zgruSavanja. Takoder je revidirao zbunjujuéu nomenklaturu hemocita (Shermann
1981) te je razlucio Cetiri zrela tipa hemocita (granulociti, plazmatociti i cijanociti) i
jedan tip stanice prekursora (prohemociti) sto je sukladno provedenom istrazivanju.
Leberidiociti se Cesto spominju kao tip hemocita ali oni su vezani za proces
presviacenja (Shermann 1981) i odgovaraju hemocitima koje je opisao Seitz
(1976). U ovom istrazivanju je pronadeno svega nekoliko stanica ovog tipa (pauci
nisu bili u stadiju presvlacenja) te na njima nije bilo moguce provesti statisticku

analizu.
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Nakon ozlijede, hemociti migriraju do mjesta infekcije. Oni se direkto bore
protiv patogena fagocitozom, formiranjem nodula oko bakterija (nodulacija) i
formiranjem kapsula oko vecih stranih tijela (enkapsulacija). Najvaznije, hemociti
ispustaju komponente koagulacijske kaskade kako bi inducirali zgruSavanje te
antimikrobijalne peptide koji ubijaju mikroorganizme. Vaznost fagocitoze je
vjerojatno bila precijenjena ali jednako tako bitna za uklanjanje stani¢nog otpada te
remodeliranja oste¢enog tkiva (Fukuzawa et al. 2008). Dok je opc¢a funkcija
hemocita u pauka poznata, nejasno je koji je tip hemocita odgovoran za koji dio i u

kojem stupnju su specijalizirani za odredeni zadatak.

Granulociti su najvazniji tip hemocita. Oni su puni granula koje sadrze
nekoliko tipova antimikrobijalnih peptida koji kad su izbacCeni iz stanice
(degranulacija) uniStavaju patogene. Jezgra granulocita je manja od jezgre
plazmatocita ali granulociti isto kao i plasmatociti mogu fagocitirati patogene
(Fukuzawa et al. 2008). Granulociti variraju u oblicima te mogu biti nepravilni,
trapezoidni, trokutasti, ovalni i vretenasti. Njihova veli¢ina je otprilike 10 x 25um Sto
donekle odgovara dobivenim podacima istrazivanja koji iznose srednju vrijednost

od 26um ujedno je utvrden njihov udio u hemolimfi koji iznosi 24%.

Plazmatociti su najbrojniji tip hemocita i u njima nema granularnih inkluzija
odnosno njihova citoplazma je agranularna ili fino granulirana. Jednako kao i
granulociti variraju oblicima. Otprilike su iste veli€ine kao i granulociti (5-10 x 20-
30um) Sto odgovara vrijednosti ovog istrazivanja od prosjec¢no 12 x 25um te udijelu
u hemolifi od 58%. Njihova funkcija je fagocitoza i sudjelovanje u zgruSavanju

hemolimfe.

Cijanociti predstavljaju najrjedi tip hemocita u hemolimfi i odgovaraju
oenocitima (Shermann 1981). Rijetki su u hemolimfi (<5% prema Millotu 1949) ali
ih Eesto nalazimo u srcu (Shermann 1973). Njihova citoplazma je gusta i sadrzi
puno ribosoma i proteinskih kristala koji su identificirani kao hemocijanin u slucaju

vrste Aponophelme marxi. Oni su uglavnom kruznog ili elongiranog oblika te su
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najve¢i od svih hemocita 20 x 50um (Shermann 1981) te je ovim istrazivanjem
utvrdena prosjeCna veliCina 36um te udio u hemolimfi od 3%. Cijanociti

sintetiziraju hemocijanin koji ispustaju u hemolimfu (Kemper 1983).

Prohemociti su male, uglavhom okrugle stanice sa velikom kompaktnom
jezgrom i rijetkom, homogenom citoplazmom. Kao preteCe stanice ostalih hemocita
mozemo ih smatrati mati¢nim stanicama (Shermann 1981) te ih uglavhom
nalazimo u stjenci miokarda (Fukazawa et al.2008; Seitz 1972). Ovim
istraZivanjem utvrdena je prosjeCna veli€ina koja iznosi 15um te udio u hemolimfi
od 15%.

Usporedba metoda bojanja MGG-om odnosno AO-om pokazala je znatne
prednosti MGG-a zbog toga Sto je jednostavnija, uzorci se mogu opetovano
pregledavati (AO jako brzo gubi fluorescenciju pri pregledavanju), stanice i
strukture unutar njih su jasno vidljive (AO — organeli i granule slabo vidljive) zbog

Cega je teZe razlikovati cijanocite i granulocite.
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6. ZAKLJUCAK

Utvrdena su morfoloSka obiljezja hemocita koja su sukladna sa do sada

istraZivanim vrijednostima hemocita u pauka drugih porodica.

Utvrdeni su udjeli svih pojedinacnih tipova hemocita u hemolimfi koji su

sukladni vrijednostima drugih istrazivanih pauka.

Utvrdena je zadovoljavaju¢a tehnika bojanja (MGG) za razlikovanje

pojedinih tipova hemocita u pauka.

Ovim radom su po prvi puta definirane referentne karakteristike hemocita

pauka pripadnika porodice Lycosidae.

Podaci dobiveni ovim istrazivanjem pridonijeti ¢e spoznajama u

hematologiji i imunologiji pauka.

Zbog nedostatka podataka o hemocitima u pauka opcéenito te njihovim
specificnim ulogama, prvenstveno u imunoloSskom sustavu, potrebno je dalje

nastaviti istraZivanja na tom podrucju.
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