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1. UVOD

1.1. Klasifikacija i taksonomski odnosi istrazivanih vrsta

Potkoljenu Crustacea pripadaju deseteronozni rakovi, red Decapoda, u koji pripada
infrared Astacidea Latreille, 1802 s dvije natporodice Astacoidea Latereille, 1802
(rasprostranjena na sjevernoj polutki) i Parastacoidea Huxley, 1879 (rasprostranjena na
juznoj polutki). Do danas je unutar ove dvije natporodice opisano oko 650 vrsta (Crandall i
Buhay, 2008; De Grave i sur., 2009). U natporodicu Astacoidea spada porodica Astacidae
Latreille, 1802 u kojoj se nalaze 1 vrste istrazene u okviru ovog diplomskog:
Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) te Austropotamobius torrentium (Schrank,
1803).

U slatkovodnim ekosustavima Republike Hrvatske autohtono su rasprostranjeni
rodovi Astacus (Fabricius, 1775) i Austropotamobius (Skorikov, 1907), te alohtoni rodovi
Pacifastacus (Bott, 1950) i Orconectes (Cope, 1872).

1.2. Filogenetski odnosi istrazivanih vrsta

Od svih organizama u Metazoa, potkoljeno Hexapoda se nalazi na prvom mjestu po
ukupnom broju razli¢itih vrsta, dok se potkoljeno Crustacea nalazi na ¢etvrtom mjestu. No
prema morfoloskoj raznolikosti, Crustacea nadmasSuje sve druge skupine (Martin 1 Davis,
2001). Zbog toga se analiza morfoloskih znacajki dugi niz godina tradicionalno koristila za
definiciju vrsta te za odredivanje njihovih evolucijskih i filogenetskih odnosa (Fetzner i
Crandall, 2002; De Grave i sur., 2009). Mnogi rakovi imaju plasti¢ne i/ili konvergentne
morfoloSke karakteristike koje su posljedica prilagodbi na okoli§ u kojem zive, stoga
klasifikacija pomo¢u morfologije nije uvijek pouzdana (Fetzner i Crandall, 2002). Fiireder i
Machino (2002) navode kako je u posljednjem stoljecu bilo puno gresaka u determiniranju
slatkovodnih vrsta rakova. Razlozi greSaka u determiniranju su razni, no najvise pogresno

odredenih vrsta rakova je bilo na temelju odredivanja vrste prema tjelesnom obojenju.



Primjena molekularnih metoda je znacajno promijenila znanstveni svijet, stoga su
znanstvenici stvorili nove klasifikacije bazirane na morfoloskim i molekularnim podacima
(Fetzner i Crandall, 2002; De Grave i sur., 2009). lako je kombinacija molekularnih i
morfoloskih istrazivanja dala doprinos u razrjesavanju evolucijskih i filogenetskih odnosa,
danas ti odnosi jo$ uvijek nisu u potpunosti jasni.

Prema dosada$njim filogenetskim istrazivanjima, vecina znanstvenika predlaze da
se infrared Astacidea smatra monofiletskom skupinom (Crandall i sur., 2000; Martin i
Davis, 2001; Scholtz, 2002; Sinclair i sur., 2004; De Grave i sur., 2009). Natporodice
Astacoidea i Parastacoidea takoder se smatraju monofiletskim skupinama i sestrinske su
grupe morskoj natporodici Nephropoidea (Crandall, 2000; De Grave i sur., 2009).

Porodice Astacidae i Cambaridae se opéenito smatraju monofiletskim skupinama
(Martin i Davis, 2001; De Grave i sur., 2009), dok Scholtz (2002) i Sinclair i sur. (2004)
smatraju da nema dovoljno podataka za potvrdu njihovog monofiletskog porijekla. Crandall
(2000) i Scholtz (2002) predlazu da se ove dvije porodice smatraju parafiletskim skupinama
zbog povezanosti roda Cambaroides s porodicom Astacidae.

lako je taksonomija slatkovodnih rakova na viS§im razinama relativno jasna, na
razini roda i vrste postoji nesuglasnost zbog velike morfoloske i molekularne raznolikosti
izmedu vrsta. Otezavajuca je Cinjenica da postoji mali broj obavljenih filogenetskih
istrazivanja na razini roda (Crandall i Bauhay, 2008).

Porodica Astacidae sastoji se od tri roda: Astacus, Austropotamobius i Pacifastacus,
koji su sestrinske skupine (Martin i Davis, 2001). Prema istrazivanju Trontelj i sur. (2005)
dokazano je da su vrste roda Austropotamobius monofileti¢kog porijekla te da su sestrinske
skupine.

Taksonomija vrste Austropotamobius pallipes je desetlje¢ima nerijesena (Trontelj i
sur., 2005; Smietana i sur., 2006) zbog &ega se preporucuje nazvati A. pallipes kompleksom
vrsta (Holdich, 2002). Vecina istrazivanja na temelju molekularne filogenije, u kojima je
koristena mitohondrijska DNA, su radena na vrsti A. pallipes (Zaccara i sur., 2004, 2005;
Fratini i sur., 2005, Trontelj i sur. 2005). Istrazivanja su pokazala da A. pallipes kompleks

vrsta ima visoku genetsku raznolikost unutar i izmedu razli¢itih populacija. Na temelju



molekularno-filogenetskih analiza, mnogi autori smatraju da postoje dvije dobro definirane
vrste unutar ovog kompleksa, A. pallipes i A. italicus. Austropotamobius italicus jo$ uvijek
nije taksonomski sluzbeno priznata kao vrsta i trenutno ju se smatra podvrstom, iako ju
mnogi autori smatraju odvojenom vrstom (Zaccara i sur., 2004, 2005; Fratini i sur., 2005;
Trontelj i sur., 2005; Catudella i sur., 2006).

Vrsta Austropotamobius torrentium je slabo proucavana na taksonomskoj i
filogenetskoj razini, za razliku od vrste A. pallipes (Klobucar i sur., 2013). Provedene su
analize na temelju mitohondrijske DNA iz ¢itave Europe (Trontelj i sur., 2005) u kojoj je
otkriveno da vrsta A. torrentium ima visoku genetsku raznolikost, pri ¢emu je utvrdena
haplotipska razli¢itost vrste. Rezultati se podudaraju s nedavnim istrazivanjem Klobucara i
sur. (2013). U istraZivanju je utvrdeno 7 znacajno divergentnih filogrupa. Zbog toga postoji
moguénost postojanja kripti¢nih vrsta unutar vrste A. torrentium. Kako filogenetski status
vrsti A. pallipes i A. torrentium i dalje nije u potpunosti rasvijetljen, potrebna su daljnja

istrazivanja.

1.3. Rasprostranjenost i zoogeografija istrazivanih vrsta

Slatkovodni rakovi infrareda Astacidea zabiljezeni su na gotovo svim kontinentima.
Mijesta koja ne naseljavaju su Antarktik, dio Azije te Afrika bez Madagaskara (Taylor,
2002; Crandall i Buhay, 2008). Njihovi centri raznolikosti, tj. njihova Zarista raznolikosti,
se nalaze na jugoistoku SAD-a na sjevernoj polutki, te u jugoistocnoj Australiji na juznoj
polutki (Slika 1) (Crandall i Bauhay, 2008).



Slika 1. Raznolikost slatkovodnih rakova u svijetu (broj vrsta/broj rodova) (Crandall i
Buhay, 2008).

Taksonomska podjela dvije natporodice infrareda Astacidea je u skladu sa
zoogeografskom raspodjelom. Naime, natporodica Astacoidea je rasprostranjena na
sjevernoj polutki, dok je natporodica Parastacoidea rasprostranjena na juznoj polutki
(Crandall, 2000). Evolucijsku povijest slatkovodnih rakova infrareda Astacidea moZemo
objasniti sagledavanjem dokaza na temelju filogenetske analize i paleontoloskih nalaza te
uzimajuéi u obzir trenutnu rasprostranjenost slatkovodnih rakova. Naime, rakovi
(Crustacea) su jedna od najstarijih skupina organizama, a njihovi najstariji fosilni nalazi su
iz doba Kambrija (Martin 1 Davis, 2001). Prema paleontoloS8kim dokazima, preci rakova
reda Decapoda su prvotno obitavali u morskim stani§tima, a za posljednjeg zajednickog
pretka Astacidea pretpostavlja se da je isprva obitavao u morskom okolisu, da bi s
vremenom pre$ao u slatkovodna staniSta i u njima se proSirio. Zbog adaptacije na novo

staniSte, tadaSnji Crustacea su razvili raznolika ekoloska obiljezja sliéna danas$njim



rakovima. Pretpostavlja se da je taj evolucijski proces imao za posljedicu nastanak velikog
broja slatkovodnih vrsta naspram morskih (Scholtz, 2002).

Prema paleontoloskim dokazima, najstariji pronadeni fosili slatkovodnih rakova su
iz doba Trijasa, u doba kada je postojao superkontinent Pangea. S obzirom na ekologiju
modernih rakova, njihovo monofiletsko porijeklo te paleontoloske dokaze, pretpostavlja se
da je njihov najstariji zajedniCki predak postojao na superkontinentu Pangea u slatkim
vodama (Scholtz, 2002). Kako je jo$ u Trijasu postojao superkontinent Pangea, na prijelazu
u Juru se dogodilo odvajanje superkontinenta na dva dijela, sjeverni kontinent Laurasiu te
na juzni kontinent Gondvanu. Tijekom tog procesa dolazi do geografskog odvajanja
skupine i njihove odvojene evolucije, Sto se jasno moze vidjeti u analizi filogenetskih
odnosa. Na sjevernom kontinentu Laurasiji je evoluirala natporodica Astacoidea, dok je na
juznom kontinentu Gondvani nastala natporodica Parastacoidea (Slika 2) (Crandall, 2000;
Scholtz, 2002; Crandall i Buhay, 2008).

PANGAEA

GONDWANA

B

Slika 2. Paleogeografija i evolucija slatkovodnih rakova. A) Superkontinent Pangea u
prijelazu s perioda Trijasa na Juru. B) U kasnoj Juri Pangea se podijelila na sjeverni

kontinent Laurasia s natporodicom Astacoidea 1 juzni Gondvana s natporodicom



Parastacoidea (Scholtz, 2002).

Postoje razne teorije za objasnjenje danaSnje geografske rasprostranjenosti, kao i za
morfoloske i ekoloske razlike porodice Astacidae i Cambaridae (natporodica Astacoidea).
Jedna od najvjerojatnijih je da su veliku ulogu u nastajanju porodica imali geografsko
odvajanje Laurasije na moderne kontinente te kasnija ledena doba (Scholtz, 2002). Danas
porodica Astacidae prirodno nastanjuje Europu, porodica Cambaridae Sjevernu Ameriku i
istok Azije, a porodica Parastacidae (natporodica Parastacoidea) Juznu Ameriku i
Australiju (Slika 3) (Crandall i sur., 2000; Taylor, 2002).

H Astacidae
B cambaridae
M Parastacidae

Slika 3. Geografska rasprostranjenost porodica slatkovodnih rakova u svijetu (Fetzner,
2010).

Sjeverni dio zemljine polutke, odnosno podrucje Europe zapadno od Urala, danas
naseljava pet autohtonih vrsta rakova iz porodice Astacidae: Astacus astacus, Astacus
leptodactylus, Astacus pahypus, Austropotamobius pallipes i Austropotamobius torrentium.

Istrazivana vrsta Austropotamobius pallipes je rasprostranjena u juznoj i zapadnoj Europi



ukljucujuéi Britanske otoke, a vrsta Austropotamobius torrentium je rasprostranjena u
sredi$njoj i jugoisto¢noj Europi (Slika 4) (Holdich, 2002; Taylor, 2002).

Slika 4. Geografska rasprostranjenost vrsta Austropotamobius pallipes (lijevo) i

Austropotamobius torrentium (desno) (Holdich, 2002).

Osim autohtonih vrsta, u Europi su prisutne i alohtone vrste iz porodice Astacidae
(Pacifastacus leniusculus) i Cambaridae (Oroconects limosus te Procambarus clarkii). U
Europi je takoder zabiljezena prisutnost australskih vrsta roda Cherax, iz porodice
Parastacoidea (Holdich, 2002; Maguire i Gottstein-Matocec, 2004).

Kao $to je spomenuto, zbog nerijeSenih filogenetskih odnosa i taksonomskih
poloZaja, to€an broj europskih vrsta unutar porodice Astacidae je jo§ uvijek predmet
rasprave medu znanstvenicima, posebno za vrste A. leptodactylus (Smietana i sur., 2006;
Maguire i Daki¢, 2011; Maguire i sur., 2014) i A. pallipes (Trontelj i sur. 2005).

U Republici Hrvatskoj, prema dosadasnjim istrazivanjima, utvrdene su 4 autohtone
europske vrste: A. pallipes, A. torrentium, A. astacus te A. leptodactylus (Maguire i
Gottstein-Mato¢ec, 2004; Maguire i sur., 2011). Od alohtonih vrsta utvrdene su
Pacifastacus leniusculus i Orconectes limosus (Maguire i Gottstein-Matocec, 2004; Hudina
i sur., 2009; Maguire i sur., 2011).

Prema Maguire i Gottstein-Matoc¢ac (2004) i Maguire i sur. (2011) zabiljezeno je da
je kompleks vrsta A. pallipes rasprostranjen na jugu i jugozapadu Hrvatske u rijekama



jadranskog sliva, a vrsta A. torrentium se moze pronaci na visSim nadmorskim visinama u

kontinentalnom dijelu Hrvatske (Slika 5).

f
A
N

Slika 5. Geografska rasprostranjenost Austropotamobius pallipes kompleks vrsta (crvene
tocke) i vrste Austropotamobius torrentium (plave tocke) u Republici Hrvatskoj (Maguire i
sur., 2011).

1.4. UgroZenost i zaStita istrazivanih vrsta

Nedavna istrazivanja u Europi 1 Hrvatskoj zabiljezila su znacajan pad broja jedinki



autohtonih vrsta rakova roda Astacus i Austropotamobius. Najveéi pad u broju vrsta je
zabiljezen kod vrste Austropotamobius pallipes (Maguire i sur., 2011). Postoji mnogo
razloga koji uzrokuju smanjivanje broja jedinki i populacija rakova, a najée$¢i su klimatske
promjene kao $to su ekstremne suse te antropogeni utjecaji na staniste. Ve¢ dugi niz godina
antropogeni utjecaj na prirodni okoli§ je zna¢ajan. Sirenjem poljoprivrede,
industrijalizacijom ili izgradnjom gradevinskih objekata uzrokuje se degradacija i
fragmentacija prirodnog stani$ta. Poseban utjecaj na rakove ima regulacija vodenih tokova i
izgradnja kanala. Osim smanjivanja staniSta, urbanizacije i industrijalizacije, u okoli§ se
unose razli¢ite otpadne tvari opasne po ekosustave. Za smanjivanje broja populacija je
zasluzan i prekomjeran nekontroliran izlov pojedinih vrsta (Taylor, 2002; Maguire i sur,
2011).

Ipak, najvecéu prijetnju autohtonim slatkovodnim rakovima predstavljaju invazivne
strane vrste rakova. Krajem 19. stoljeca su unesene americke alohtone vrste U europska
slatkovodna stani$ta radi uzgoja u akvakulturi (Taylor, 2002; Maguire i Gottstein-Matocec,
2004; Crandall i Buhay, 2008). Unesene su zbog svoje prilagodljivosti prema razli¢itim
stanistima i velike fertilnosti, no ubrzo su se prosirile i nije ih bilo moguce drzati pod
kontrolom. Uz to, zbog svoje agresivne kompetitivnosti za hranu i staniSte, unesene vrste su
ucinile vise Stete nego koristi u europskim slatkovodnim stanistima (Maguire i Gottstein-
Matocec, 2004).

Postoji jo§ jedna opasnost koja ima znaCajan utjecaj na populaciju autohtonih
rakova, a to je pojava bolesti rac¢je kuge koju uzrokuje gljivica Aphanomyces astaci
Schikora, 1906 (Oomycetes). Dokazano je da su alohtoni rakovi otporni na racju kugu te su
prijenosnici spomenute bolesti, dok su autohtoni rakovi podlozni toj pogubnoj bolesti.
Upravo ta sposobnost prijenosa racje bolesti daje prednost alohtonim vrstama u
potiskivanju populacija autohtonih rakova (Taylor, 2002; Maguire i Gottstein-Matocec,
2004).

Kao S§to je spomenuto, u Republici Hrvatskoj su zabiljezene alohtone vrste
Pacifastacus leniusculus te Orconectes limosus (Hudina i sur., 2009; Maguire i sur., 2011).

Prema podacima Maguire i sur. (2011) alohtone vrste utjeCu na smanjivanje broja vrste



roda Astacus. Do sada nije zabiljezen utjecaj invazivnih vrsta rakova na vrste roda
Austropotamobius, no invazivne vrste i dalje predstavljaju prijetnju svim autohtonim
rakovima u Hrvatskoj i Europi (Taylor, 2002; Maguire i sur., 2011).

Iz prilozenog vidimo s kolikim se prijetnjama slatkovodni rakovi suocavaju, a
posebno treba naglasiti da vecina slatkovodnih rakova ima usku ekolosku valenciju $to ih
¢ini ugrozenima (Crandall i Buhay, 2008). Na medunarodnoj razini broj vrsta roda Astacus
i Austropotamobius je toliko smanjen da su uvrSteni u Crveni popis ugrozenih svojti
Medunarodne unije za zastitu prirode (IUCN). Vrsta Austropotamobius pallipes je uvrstena
u kategoriju ugrozenosti kao ugrozena vrsta (EN), a vrsta A. torrentium kao nedovoljno
poznata vrsta (DD). Takoder, vrste A. pallipes i A. torrentium stiti Dodatak III Konvencije
o zastiti europskih divljih vrsta i prirodnih stanista (Bernska konvencija, 2002), te Dodatak
IT 1 Dodatak V Europske direktive o zastiti prirodnih stanista 1 divlje faune i flore (2007).

U Republici Hrvatskoj su prema Gottstein i sur. (2011) rakovi roda
Austropotamobius uvrsteni u Crveni popis, gdje je vrsta A. pallipes uvrstena u kategoriju
ugrozenosti kao ugrozena vrsta (EN), a vrsta A. torrentium kao osjetljiva vrsta (VU).
Takoder, rod Austropotamobius je zasticen Zakonom o zaStiti prirode (NN 80/13) te

Pravilnikom o proglasavanju divljih svojti zastiCenim i strogo zasticenim (NN 99/09).

1.5. Biologija istraZivanih vrsta rakova

1.5.1. Morfoloske znacajke

Zajednicka morfoloska znacajka rakova porodice Astacidae je tagmatizacija
tjelesnih koluti¢a u dvije funkcionalne cjeline, glavoprsnjak (cefalopereon ili cefalotoraks) i
zadak (pleon). Glavoprsnjak pokriva kozni nabor ili kora (karapaks) koji ima zastitnu
funkciju, te je sastavljen od: pomicnih stapkastih ociju, dva para ticala (atenula i atena),
Celjusti (gornja Celjust odnosno mandibula i dva para donjih ¢eljusti odnosno maksilula i
maksila), tri para celjusnih nozica (maksilipediji) i pet pari noga za hodanje (pereopodiji).

Zadak je sastavljen od pet pari ¢lanaka koji nose plivaée nozice (pleopodiji) i repne peraje
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koja se sastoji od uropoda i telzona. Kod muzjaka su prva dva para pliva¢ih nozica

pretvorena u kopulatorne organe, a kod Zenki je prvi par reduciran (Slika 6) (Maguire,

2010).
2. par ticala
(antene)\ ﬂ
1. par ticala ¢ J
(ar?tcnule)““--_\ . ' perec)podg 1
apeks J/ : pereopodij 2
rostralni trn \

rostrurE
(rostralna rebra)
postorbitalni grebeni =————7
cervikalna brazda
trnovi iza cerv. brazde
branhijalna regija
kardijalna regija

pereopodij 3

glavoprsnjal
(cefalotoraks

8
{15 epistom

2. maksilipedij (celjusne noge)
3. maksilipedij (celjusne noge)

merus

1. pereopodij
2. pereopodij

4. pereopodiy 3. pereopodi
1. gonopodij (muzjaci)

3. pereopodij 2. gonopodij (muzjaci)

pleura abdominalnog
segmenta

zadak

ledna strana

pleopodiji
(zacane noge)

(pleon)

analni otvor

trbusna strana

Slika 6. Vanjska morfologija rakova (preuzeto iz Maguire, 2010).

Svaki rod i vrsta imaju morfoloska obiljezja po kojima ih mozemo lako razlikovati

od drugih. Kao $to je receno, za definiciju vrsta se uvelike koristi morfoloSka analiza pa ¢u

spomenuti najznacajnije morfoloske znacajke pomocu kojih mozZemo odrediti vrste

istrazivane u ovom diplomskom radu (Tablica 1) (Slika 7).
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rak kamenjar
Austropotamobius torrentium
Hrvatska

Slika 7. Austropotamobius torrentium (lijevo) i Austropotamobius pallipes (desno)

(Rakovi, 2014)

Tablica 1. Morfoloske znacajke za odredivanje vrsta roda Austropotamobius (Prilagodeno
prema Fiireder i Machino, 2002 i Maguire, 2010).

KRITERIJI\VRSTA

Austropotamobius torrentium

Austropotamobius pallipes

ROSTRALNA REBRA niska, trokutasto polozena i glatka trokutast ili trapezoidan
ROSTRALNI TRNOVI prisutno, vrlo malo prisutno
ROSTRALNA KRESTA prisutno ili neznatno primjetno prisutno
UDUBLJENJE NA
UNUTRASNJEM RUBU vrlo izrazeno, kod regeneriranih o
B o nije prisutno
NEPOKRETNOG PRSTA klijesta manje izrazeno
KLIJESTA
IZGLED KLIJESTA vrlo velika i Siroka
POVRSINA KLIJESTA velike i grube granule sitne granule
POSTORBITALNI L 1 par, a ponekad je 2. par
ar
GREBENI P neznatno primjetan
TRNOVI IZA CVERKALNE o prisutno, jedan do nekoliko
nije prisutno
BRAZDE jace izrazenih trnova
TALON NA 2. PLEOPODU ) )
. ponekad prisutno, ponekad ne prisutno
KOD MUZJAKA

12




tamnosmeda do maslinastozelena, | zeleno-broncana do siva boja
BOJA TUELA o _ .
moguce svijetle ili plave boje s bijelom trbusnom stranom

Vrsta A. pallipes tokom zivota naraste maksimalno do 14 cm, dok A. torrentium
naraste do 10-tak cm. U rakova postoji spolni dimorfizam; naime nakon postizanja spolne
zrelosti muzjacima alometrijski rasu klijeSta, a zenkama zadak (kao prilagodba za noSenje

jaja) (Maguire, 2010).

1.5.2. Ekoloske znacajke

Zbog svoje velike morfoloske raznolikosti, rakovi porodice Astacidae su
prilagodeni na razli¢ita stanista, ali svima je zajednicka znacajka da preferiraju staniSta
raznolike strukture dna kako bi se mogli zakloniti ili sami iskopati zaklon (Taylor, 2002;
Maguire i Gottstein-Matocec, 2004).

Vrste roda Austropotamobius nalazimo u teku¢icama, ali se mogu nadi i u
stajacicama (Fiireder i sur., 2010). Stanista u kojem obitava vrsta A. torrentium nalaze se na
vis$im nadmorskim visinama, obi¢no u izvorisnim i gornjim dijelovima potoka, u
teku¢icama brzog strujanja i kamenitog dna (Maguire i Gottstein-Matocec, 2004; Fiireder i
sur., 2010). Vrstama roda Austropotamobius odgovaraju hladnije temperature vode pri
¢emu vrsta A. pallipes preferira tekucice ¢ija je prosjecna godisnja temperatura do 16°C, a
A. torrentium do 10°C (Maguire i Gottstein-Matocec, 2004). Vrsti A. pallipes odgovaraju
tekucice sporijeg strujanja uzduz obale, s pjeskovitim i kamenitim dnom gdje je razvijena
vodena vegetacija (Gottstein i sur., 1999; Maguire i Gottstein-Matocec, 2004; Maguire,
2010). Ova vrsta nije tolerantna na zagadenje okolisa (Gottstein i sur., 1999; Maguire i
Gottstein-Matocec, 2004).

Rakovi imaju raznoliku prehranu, ali su i sami plijen drugim ve¢im predatorima,
stoga su vazan dio hranidbenih lanaca. Prehrana im se bazira na manjim zivotinjama,

vodenoj vegetaciji i detritusu (Gottstein i sur., 1999; Nystrom, 2002). Veli¢ina populacije
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ovisi o dostupnosti i koli¢ini hrane (Gottstein i sur., 1999). Rakovi su ve¢inom nocéne
Zivotinje, no zabiljezena je i dnevna aktivnost kod nekih vrsta za vrijeme parenja, pa i kod
vrste A. torrentium (Skurdal i Taugbel, 2002; Maguire, 2010).

1.5.3. Reprodukcijski ciklus

Razmnozavanje rakova porodice Astacidae ovisi 0 klimatskim uvjetima i uvjetima
staniSta te posebno o temperaturi (Reynolds, 2002). Sezona parenja zapoc€inje na jesen kad
padnu temperature. Trajanje parenja moze biti od dva do tri tjedna. Nakon parenja, od
nekoliko sati do Sest tjedana, dolazi do oplodnje i izlijeganja jajasaca. Oplodena jajasca
nosi zenka izmedu pleopodnih nozica do sljedeCeg ljeta, a razvoj jajasaca i vrijeme
izlijeganja ovise o temperaturi vode. PrimijeCena je povezanost izmedu broja jajasaca i
veli¢ine zenke; vece zenke nosit ¢e viSe jajasaca. Nakon §to se juvenilni rakovi izlegu,
nekoliko dana zive na ili u blizini majke, a zatim postaju samostalni. Rast nastavljaju kroz
periodi¢na presvlacenja tijekom toplijeg dijela godine (Reynolds, 2002; Maguire, 2010).
Broj presvlacenja ovisi o dostupnosti hrane i temperaturi; u povoljnijim uvjetima se cesce
presvlace (Reynolds, 2002).

Vrsta Austropotamobius pallipes spolnu zrelost dostize izmedu 2. i 3. godine Zivota.
Sezona parenja u Republici Hrvatskoj pocinje u listopadu, a juvenilni rakovi se izlijeZu od
kasnog ozujka do kraja svibnja. Vrsti A. torrentium sezona parenja pocinje u studenom, a

juvenilni rakovi se izlijezu do lipnja (Maguire i sur., 2002).

1.6. Genetska varijacija istrazivanih vrsta

Pojavom molekularnih metoda dokazana je velika varijabilnost i na razini gena kod
deseteronoznih rakova (Decapoda) (Lécher i sur, 1995). Genetska varijabilnost je bitna jer
sluzi kao indikator potencijalne adaptacije vrsta na promjene u okolidu. Sto je genetska
varijabilnost neke vrste manja, veéi je rizik njezina izumiranja. Procjena genetske

varijabilnosti unutar vrste omoguéava nam identifikaciju strukture populacije koja nam
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pomaze u donosenju pravilnih mjera za o¢uvanje vrste (Fetzner i Crandall, 2002).

Jedna od metoda za otkrivanje intra- i interspecijske genetske varijabilnosti su
analize broja i morfologije diploidnih kromosoma (Lécher i sur., 1995; Fetzner i Crandall,
2002). Prema broju diploidnih kromosoma koje nalazimo kod deseteronoznih rakova
(Decapoda), najvarijabilnijim se pokazao infrared Astacidea. Takoder, kod nekih vrsta je
primijecen polimorfizam u broju kromosoma (Lécher i sur., 1995; Coluccia i sur., 2004).

Proucavanje rakova na temelju genetske varijabilnosti broja kromosoma unutar
vrste 1 izmedu vrsta moze imati vaznu ulogu u razumijevanju evolucije i u pojasnjavanju

filogenetskih odnosa (Fetzner i Crandall, 2002).

1.7. Znacajke eukariotskih kromosoma

Kromosom je graden od kromatina, a kromatin je graden od jedne dvolancane
molekule DNA i odredenih proteina. Kromatinska struktura nije jednaka cijelom duzinom
kromosoma. Za vrijeme interfaze jedan dio kromosoma ostaje visoko kondenziran i
transkripcijski neaktivan; to je heterokromatin. Ostatak kromosoma, odnosno eukromatin,
se dekondenzira i rasporeduje po jezgri pri ¢emu je genetski aktivan (Tamarin, 2002). U
heterokromatskim regijama su primijecene ponavljaju¢e sekvence zvane satelitha DNA.
Najcesce se nalaze oko centromera i na krajevima kromosoma. Vecina tih sekvenci je
transkripcijski neaktivna i posjeduje strukturnu funkciju (Plohl, 2010). Primjer satelitne
DNA su geni za rRNA, stoga su vrlo Cesto koriSteni u filogenetskim istrazivanjima jer
sadrze velik broj kopija i sekvence koje su jednake za velik broj vrsta (Fetzner i Crandall,
2002).

Postoji nekoliko tehnika bojenja kromosoma pri ¢emu se otkrivaju razlicite regije
kromosoma. Pomocu ovih tehnika mogu se razlikovati tri osnovna tipa kromatina:
eukromatin, konstitutivni i interkalarni heterokromatin. Konstitutivni heterokromatin je
bogat satelitskom DNA i okruzuje centromeru, dok se interkalarni heterokromatin nalazi po
cijeloj duzini kromosoma (Tamarin, 2002). U Sirokom rasponu tehnika kromosomskog

pruganja najceSCe je u istrazivanjima koriStena tehnika bojenja po Giemsi. U ovom
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diplomskom radu je koriSteno fluorescencijsko bojenje, 4,6-diamidino-2-fenilindol ili
DAPI koji se interkalira u AT bogate heterokromatske regije DNA (Thermo 2014).
Centromera je specijalizirana regija eukariotskog kromosoma koja je kljucna za
pravilnu segregaciju kromosoma ili sestrinskih kromatida u dvije stanice kéeri tijekom
mitoze ili mejoze stanica. Na metafaznim kromosomima moZemo primjetiti suzenje na
kromosomu gdje se nalazi centromera. To suZenje se zove primarno suZenje kromosoma
(\Vagnarelli i sur., 2008). Kod nekih kromosoma, osim centromera, postoje dodatna suzenja
koje zovemo sekundarna suzenja i oni nemaju nikakvu ulogu pri diobenoj seregaciji. Prema
Levan i sur. (1964) kromosome s obzirom na poloZaj centromere dijelimo na metacentri¢ne
(r=1-1,7), submetacentri¢ne (r=1,7-3), telocentri¢ne (r=3-7) i akrocentri¢ne (r>7), gdje je r
omjer duljine krakova kromatida (Slika 8). Kraci krak je oznaéen slovom p, dok je duzi

krak oznacen slovom q.

Metacentriéni Submetacentricni Telocentri¢ni Akrocentricni
kromosom kromosom kromosom kromosom
q q q P q p
— || —— q P
B s | preeeneens F— | Joso | ponssassonns FE— J oans /—/%/
7 .. N I EE

Slika 8. Klasifikacija kromosoma prema poloZaju centrometre (prilagodeno prema

GeneticSuite, 2014).

Ukupni kromosomski set odnosno kariotip se najbolje vidi mikroskopom tijekom
mitoze. Shematski prikaz svih kromosoma se zove idiogram, a kariogram je aranzman
fotografiranih kromosoma prema veli¢ini i poloZaju centromere (Tamarin, 2002).

Kod deseteronoznih rakova (Decapoda) kromosomi ¢esto imaju oblik utega, Stapica,

sferoida ili ¢ak u obliku slova V (Lécher i sur., 1995).
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1.8. Poliploidija

Eukariotske vrste posjeduju konstantan broj kromosoma. U organizmu vecine
eukariota somatske stanice imaju diploidni broj kromosoma, no njihove spolne stanice,
odnosno gamete, sadrze haploidni broj kromosoma. Promjena u broju kromosomu nastaje
zbog kromosomskih anomalija. Ako promjena ukljucuje cijeli kromosomski set, naziva se
euploidija, a ako uklju¢uje samo pojedine kromosome, naziva se aneuploidija (Tamarin,
2002). Euploidna promjena kod koje dolazi do pojave veéeg broja setova kromosoma u
stanici se naziva poliploidija.

Poliploidne promjene u biljaka su Ceste, pri ¢emu su poliploidne biljke otpornije i
prilagodljivije od onih koji to nisu. Poliploidne promjene nisu samo pronadene kod biljaka,
ve¢ 1 kod beskraljeznjaka i nizih kraljeznjaka (Rousseau-Gueutin i sur., 2009). Utjecaj
poliploidije na zivotinjske organizme je uglavnom S$tetan pri ¢emu moze doé¢i do
poremecaja u stvaranju vijabilnih gameta, no djelovanje moze biti i letalno (Sellars i sur.,
2010). ZabiljeZen je utjecaj poliploidije u evoluciji mnogih eukariota, pri ¢emu poliploidija

djeluje kao jaka evolucijska sila (Lécher i sur., 1995; Soltis i Soltis, 1999).

1.9. B kromosomi

U eukariotskim organizmima postoji standardni set kromosoma koji se nazivaju A
kromosomima. Ipak, u veéini vrsta zivotinja, biljaka i nekim vrstama gljiva uoceni su B
kromosomi. Ti posebni kromosomi su dodatni kromosomi prikljuéeni standardnom
kromosomskom setu (A kromosomima), a zovu se jos i prekobrojni kromosomi (Camacho i
sur., 2000). B kromosomi su ve¢inom heterokromatski i nose ribosomalne gene, dok ih je
vec¢ina transkripcijski inaktivna (Marscher i sur., 2007). Stoga B kromosomi uglavnom
nemaju utjecaja na normalnu funkciju organizama. Ne prate Mendelove zakone
nasljedivanja niti sudjeluju u rekombinaciji, zbog ¢ega su prisutni u nekim jedinkama
populacije dok u drugim jedinkama nisu (Camacho i sur., 2000). B kromosomi mogu biti

uzrok inter- i intraspecijske varijacije diploidnog broja kromosoma (Leitao i sur., 2008).
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Porijeklo B kromosoma jo$ uvijek nije u potpunosti utvrdeno. Uvrijezeno misljenje je da su
B kromosomi nastali razli¢itim mehanizmima kod razli¢itih organizama. Kod vrste Crepis
capillaris se smatra da su B kromosomi nastali od A kromosoma iste vrste, a kod vrste
Leiopelma hochstetteri od spolnih kromosoma. Medusobnim krizanjem blisko srodnih vrsta
Coix aquaticus i C. gigantea je utvrdeno moguce porijeklo B kromosoma krizanjem medu
vrstama (Camacho i sur., 2000).

Kod deseteronoznih rakova (Decapoda) zabiljezena je visoka varijabilnost u broju
kromosoma, a uzrokom se smatraju B kromosomi. Kod Decapoda su zabiljezeni veli¢inom
mali i veliki B kromosomi, pri ¢emu Su se mali B kromosomi pojavljivali ¢esc¢e (Coluccia i

sur., 2004).

1.10. Dosadasnja kariolo$ka istraZivanja o rakovima

Danas postoji vrlo mali broj dostupnih molekularno-citogenetic¢kih istrazivanja na
slatkovodnim rakovima. Razlog tomu je $to rakovi kao skupina nisu jednostavan model za
istrazivanje (Lécher i sur., 1995; Fetzner i Crandall, 2002). Vecina vrsta slatkovodnih
rakova ima velik broj kromosoma koji su veli¢inom mali i zbog toga su karioloske analize
otezane. Takoder, postoji velika varijabilnost medu jedinkama, unutar vrste te izmedu vrsta
§to moze uzrokovati poteSkoce u analizi (Lécher i sur., 1995; Fetzner i Crandall, 2002;
Coluccia i sur., 2004). Prema postoje¢im istrazivanjima, slatkovodni rakovi infrareda
Astacidea pokazuju najvecu raznolikost u broju kromosoma (Tablica 2).

Rezultati kariolosko-citogenetickih istrazivanja roda Austropotamobius su dosad
objavljeni samo u jednom preliminarnom radu (Mlinarec i sur., 2013) i ukazuju da je

diploidni broj kromosoma vrste A. torrentium 2n=174.

Tablica 2. Usporedba diploidnog broja kromosoma izmedu porodica rakova iz infrareda

Astacidea.
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PORODICA IME VRSTE 2n AUTORI

Astacidae Astacus astacus 176 Mlinarec i sur., 2011
Astacus leptodactylus 180 Mlinarec i sur., 2011
Austropotamobius torrentium 174 Mlinarec i sur., 2013
Pacifastacus leniusculus 376 Niiyama, 1962

Cambaridae Cambaroides japonicus 196 Niiyama, 1934
Procambarus clarkii 188 Murofushi i sur., 1984
Procambarus digueti 102 Diupotex Chong i sur., 1997
Procambarus llamasi 120 Indy i sur., 2010

Parastacidae Cherax destructor 188 Scalici i sur., 2010
Cherax quadricarinatus 200 Tan i sur., 2004

Nephropidae Homarus americanus 135-136 Coluccia i sur., 2001
Nephrops japonicus 136 Murofushi i sur., 1984
Nephrops norvegicus 131-140 Deiana i sur., 1996
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Rezultati molekularno-citogenetickih istrazivanja mogu pomoc¢i u razjas$njavanju
filogenetskih odnosa medu vrstama/podvrstama kao i u zaklju¢ivanju o taksonomskim
pozicijama istrazivane skupine. Cinjenica je da su filogenetski odnosi vrsta/podvrsta roda
Austropotamobius kao i njihov taksonomski status nerijeseni, te ne postoje molekularno-
citogeneticka istrazivanja na vrstama ovog roda. Stoga je cilj ovog istrazivanja po prvi puta
istraziti broj kromosoma i karioloske znacajke vrsti Austropotamobius pallipes i A.

torrentium.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1.

Uzorci

U istrazivanju sam koristila 6 odraslih muzjaka vrste Austropotamobius pallipes i 3

odrasla muzjaka vrste A. torrentium. Vrsta A. pallipes je uzorkovana u rijeci Kotlusi

(pritoka Cetine), a vrsta A. torrentium u Kraljeve¢kom potoku (Medvednica).

3.1.2.

Kemikalije

U istraZivanju sam koristila sljede¢e kemikalije:

3.1.3.

Carnoy fiksativ: smjesa metanola CH;OH (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) i ledene
octene kiseline, CH;COOH (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedelja, Hrvatska); koristila sam 2
razli¢ita volumna omjera:

- Cranoy fiksativ I: V (metanol) : V (ledena octena kiselina) = 3:1 i

- Cranoy fiksativ Il: V (metanol) : V (ledena octena kiselina) = 1:1.
Octena kiselina, CH;COOH (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedelja, Hrvatska), w=50 %.
Ugljikov(IV) oksid, CO,(s) (Messer Croatia Plin d.o.0., Zagreb, Hrvatska).
4,6-diamino-2-fenilindol DAPI (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Njemacka), y=2 ng/ml.
Otopina za uklapanje koja usporava izbjeljivanje uzrokovano svjetlos¢u (Dako,

Glostrup, Njemacka).

Tehni¢ka pomagala

U istrazivanju sam koristila sljede¢a tehnicka pomagla:

Fluorescencijski mikroskop Olympus BX51, opremljen digitalnom kamerom visoke
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osjetljivosti Olympus DP70.
e Racunalni programi: Adobe Photoshop CS2 i Microsoft Office Excel 2007.

3.2. Metode

3.2.1. lzrada preparata i fiksiranje

Postupak izrade preparata napravljen je prema metodologiji Mlinarec i sur. (2011).
Za izradu preparata sam Kkoristila prethodno preparirano tkivo testisa rakova koje je
konzervirano u Carnoy otopini | (metanol : ledena octena kiselina = 3:1). Testise sam
narezala na komadic¢e veli¢ine 1-2 mm na sterilnom predmetnom stakalcu. Prvo sam
komadi¢ tkiva inkubirala u 50% ledenoj octenoj kiselini na jedan sat, a zatim ga
macerirala u Carnoy fiksativu Il (metanol : ledena octena kiselina = 1:1). Macerirani
preparat sam pokrila pokrovnicom koju sam lagano stisnula palcem preko komadica filter
papira. Za smrzavanje preparata sam koristila ugljikov (IV) oksid (Sharma i Sharma,
1972) te sam smrznutu pokrovnicu odstranila skalpelom. Nakon toga sam preparat susila

24 sata na zraku pri sobnoj temperaturi.
3.2.2. Bojenje

Preparat sam inkubirala otopinom 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) te sam ga
pokrila narancastom pokrovnicom na 15 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi. Pomoc¢u
ovog postupka se vizualiziraju heterokromatinske AT pruge na kromosomima. Nakon
bojenja, preparate sam isprala destiliranom vodom te sam ih uklopila u otopinu koja
usporava izbjeljivanje uzrokovano svjetlos¢u (Dako).

3.2.3. Vizualna obrada preparata i analiza podataka

Za vizualnu obradu preparata sam koristila fluorescencijski mikroskop Olympus
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BX51, opremljen digitalnom kamerom visoke osjetljivosti (Olympus DP70) kojom sam
fotografirala preparate pri povecanju od 600x. Za analizu i obradu fotografija te za izradu

kariograma sam koristila ra¢unalni program Adobe Photoshop CS2.

3.2.4. lzrada kariograma

Odabrala sam fotografiju metafazne ploce s dobro rasporedenim kromosomima. Za obradu
fotografije i mjerenje kromosoma koristila sam program Adobe Photoshop CS2.
Klasifikacija kromosoma je odredena prema Levan i sur. (1964).

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Za obradu i prikaz podataka sam koristila racunalni program Microsoft Office Excel

2007.
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4. REZULTATI

4.1. Broj kromosoma i struktura kariotipa

Kako bih utvrdila broj i morfologiju kromosoma vrste Austropotamobius pallipes i
A. torrentium, analizirala sam po 24-30 kvalitetnih prikaza metafaznih ploca svake
istrazivane vrste. Preparacijom tkiva vrsta A. pallipes i A. torrentium dobila sam slike

spermatogonijske metafaze koje su prikladne za analizu.

Kod vrste Austropotamobius pallipes je izbrojen diploidan broj kromosoma u
rasponu od 2n=135 do 2n=187 s najve¢om ucestaloscu kod 2n=168 (16,7 %) (Slika 9).

18

16

14

12

10

Ucestalost (%)

135 138 139 140 148 154 157 166 168 170 173 174 177 180 182 183 187
Broj kromosoma (2n)

Slika 9. Ucestalost pojedinog broja kromosoma zabiljezenog u analiziranim metafazama

vrste Austropotamobius pallipes.
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Diploidan broj kromosoma izbrojen kod vrste Austropotamobius torrentium varira u

rasponu od 2n= 109 do 2n=185, s najve¢om ucestalos¢u kod 2n=164 i 2n=172 (10 %)
(Slika 10).

12

10

Ucestalost (%)
(o)}

109 120 126 130 132 138 162 164 168 169 171 172 174 175 176 177 178 182 185
Broj kromosoma (2n)

Slika 10. Ucestalost pojedinog broja kromosoma zabiljeZzenog u analiziranim metafazama

vrste Austropotamobius torrentium.

Za izradu kariograma koristila sam najkvalitetnije spermatogonijske metafaze vrste
Austropotamobius pallipes i A. torrentium (Slika 11 i 12).
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Slika 11. Metafaza u mitozi vrste Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) sa 2n=168

nakon DAPI fluorescencijskog bojanja. Skala=10 pum.
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Slika 12. Metafaza u mitozi vrste Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) s 2n=164

nakon DAPI fluorescencijskog bojanja. Skala=10 pum.

Detaljnom analizom kromosoma sam utvrdila da se diploidni set vrste A. pallipes
(2n=168) sastoji od: 148 metacentri¢na, 18 submetacentri¢na i 2 akrocentri¢na kromosoma
(Slika 13). Dakle, predlozena formula Kkariotipa za vrstu A. pallipes je 2n=168,

148m+18sm+2a. Duljina analiziranih kromosoma je od 2,12- 9,55 pm.
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Slika 13. Kariotip vrste Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) s 2n= 168 nakon
bojanja DAPI; m, metacentricni kromosomi; sm, submetacentri¢ni kromosomi. Skala=10

pum.
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Detaljnom analizom broja kromosoma utvrdila sam da je diploidni broj kromosoma
za vrstu Austropotamobius torrentium (2n=164). Analizom njihove morfologije utvrdeno je
da je njih 148 metacentri¢nih, a 16 submentacentri¢nih (Slika 14). Predlozena formula
kariotipa za vrstu A. torrentium je 2n=164-172, 148m+16sm. Duljina kromosoma varira od

1,04 — 3,94 um.
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Slika 14. Kariotip vrste Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) s 2n= 164 nakon
bojanja DAPI; m, metacentricni kromosomi; sm, submetacentri¢ni kromosomi. Skala=10

pum.

30



4.2. Polozaj heterokromatinskih pruga na kromosomima istraZivanih vrsta

Koristila sam metodu pruganja fluorescencijskom bojom 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) za odredivanje polozaja heterokromatinskih pruga, koje su bogate AT parovima
baza na kromosomima istrazivanih vrsta.

Analizom se pokazalo da vrste Austropotamobius palllipes i A. torrentium sadrze
jasno izrazene heterokromatinske blokove smjeStene u centromernom/pericentromernom
podrudju te interkalarno na kromosomima. Veéina kromosoma obje vrste sadrzi AT pruge
na centromernom/pericentromernom podruéju. Kod vrste A. torrentium je primijeceno
nekoliko kromosoma koji ne posjeduju centromerne pruge. Intersticijske pruge su
primije¢ene kod obje vrste, a telomerne heterokromatinske pruge nisu primije¢ene kod
nijedne od njih.

Primije¢ena je razlika u jac¢ini DAPI signala medu nekim kromosomskim
homolognim parovima. Signali pruga koji su bogati AT parovima su razli¢itog intenziteta i

veli¢ina, pri ¢emu mozemo razlikovati kromosome unutar kompleta.
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su diploidni brojevi kromosoma vrste
Austropotamobius pallipes 2n=168, a kod vrste A. torrentium 2n=164 sto ukazuje na
znacCajnu slicnost izmedu istrazivanih vrsta.

Utvrdeni broj kromosoma vrste A. torrentium (2n=164) pokazuje povezanost s
rezultatima prethodnih preliminarnih istrazivanja u kojemu je utvrdeno da vrsta A.
torrentium ima 2n=174 (Mlinarec i sur., 2013).

Prema dostupnim podacima, do sada nije provedeno kariolosko istrazivanje za vrstu
Austropotamobius pallipes. Stoga su u ovom radu po prvi put dobiveni podaci o
karioloskim znacajkama vrste A. pallipes.

Dobiveni diploidni brojevi kromosoma kod vrsta A. pallipes i A. torrentium
pokazuju razli¢itost u broju kromosoma prethodno utvrdenih u drugih slatkovodnih
predstavnika infrareda Astacoidea. Kod porodice Astacidae pokazuju najmanju razlicitost u
broju kromosoma s vrstama Astacus leptodactylus koja ima utvrdeni broj 2n=180 i Astacus
astacus s brojem 2n=176 (Mlinarec i sur., 2011). Znacajna razlika se primijeéuje na
porodici Cambaridae za vrste Procambarus clarkii 2n=188 (Murofushi i sur., 1984) i
Procambarus llamasi 2n=120 (Indy i sur., 2010) te na porodici Parastacidae za vrste
Cherax destructor 2n=188 (Scalici i sur., 2010) i Cherax quadricarinatus 2n=200 (Tan i
sur., 2004).

Upravo te varijacije u broju kromosoma upucuju da su promjene kariotipa, odnosno
promjene broja kromosoma, bile pod utjecajem evolucije i specijacije kod infrareda
Astacidea. Geografska rasprostranjenost infrareda Astacidea i S$iroki raspon broja
kromosoma ukazuju da je evolucija vjerojatno viSestruko djelovala. Poliplodija bi mogla
biti jedna od evolucijskih sila odgovornih za nastanak novih kromosomskih setova zbog
¢ega dolazi do evolucijske divergencije medu vrstama (Lécher i sur., 1995; Soltis i Soltis,
1999).

Analizom broja kromosoma vrste roda Austropotamobius uoceno je da vrsta A.

pallipes ima stalniji broj kromosoma, dok su rezultati za vrstu A. torrentium rasprseniji.
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Takvi se rezultati mogu objasniti na vise na¢ina. Jedan od mogucih razloga je postojanje
eksperimentalne pogreske. Moguce je da se pri izradi preparata kromosomi nisu zadrzali na
metafaznoj ploc¢i zbog Cega se objasnjava nedostatak istih na fotografijama.

Drugo je moguce objasnjenje postojanje B kromosoma kod vrste A. torrentium. Do
sada je zabiljezena prisutnost B kromosoma kod vrste Nephrops norvegicus 2n=131-140
(Deiana i sur., 1995), Palinurus elephas 2n=138-150 (Coluccia i sur., 2004) te Homarus
americanus 2n=135-136 (Coluccia i sur., 2001). No, s obzirom da tijekom analize nije
nadena niti jedna metafaza mejoze |, dokazivanje prisutnosti B kromosoma nije bilo
moguce.

Postoji morfoloska sli¢nost kariotipa vrsta A. torrentium i A. pallipes. Metacentri¢ni
kromosomi prevladavaju u obje vrste, s time da su metacentri¢éni kromosomi kod A.
torrentium izrazeniji. Samo je kod vrste A. pallipes uocen heteromorfan par Koji je
akrocentrican.

Citogenetickom analizom roda Austropotamobius primije¢ena je razlika izmedu
vrsta u veli¢ini i polozaju heterokromatinskih pruga. Neki kromosomi kod A. torrentium ne
posjeduju centromerne pruge, ve¢ interkalarne AT pruge.

Analizom kariograma primijeéena je znacajna razlika izmedu vrsta roda Astacus
(Mlinarec i sur., 2011) i vrsta roda Austropotamobius. Austropotamobius torrentium i A.
pallipes sadrze znacajno vise metacentri¢nih kromosoma, za razliku od vrste Astacus
astacus. Vrstama A. astacus i A. pallipes je zajedni¢ko S§to je uoCen akrocentri¢ni par
kromosoma koji je i heteromorfan. Izrazena je razlika izmedu vrste Astacus astacus i vrsta
roda Austropotamobius u veli€ini i polozaju heteromokromatinskih blokova. Kod vrste A.
astacus su izrazenije pruge u DAPI singalu.

Citogeneticka 1 karioloska varijabilnost medu vrstama bi mogle ukazivati na
evolucijsku divergenciju. Stoga, citogeneticke analize velikog broja vrsta mogu znacajno

pomo¢i pri pojasnjavanju evolucijskih, pa time i filogenetskih odnosa izmedu vrsta.
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6. ZAKLJUCAK

e Vrsta Austropotamobius pallipes ima diploidan broj kromosoma 2n=168.

e Vrsta A. torrentium ima diploidan broj kromosoma: 2n=164.

e Formula kariotipa za vrstu A. pallipes je 2n=168, 148m+18sm+23,

e Formula kariotipa za vrstu A. torrentium je 2n=164, 148m+16sm.

e Obje istrazivane vrste imaju izrazene heterokromatske blokove te je
zabiljezena prisutnost centromerne i interkalarne AT bogate DAPI pozitivne
pruge.

e Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako bi daljnja istrazivanja na veéem
broju jedinki i vrsti mogla pomo¢i u razjasnjavanju filogenetskih odnosa i

evolucijskih puteva slatkovodnih rakova natporodice Astacoidea.
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