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Morfoloska varijabilnost i razvojne anomalije vrste Lepidurus couesii Packard, 1875
(Branchiopoda, Notostraca) iz Srbije

Sazetak

U disertaciji je ispitano nekoliko aspekata biologije vrste Lepidurus couesii iz Srbije.
Prvobitno je vrsta identifikovana analizom morfoloskih karaktera koji su u dosadasnjoj
literaturi definisani kao vazZni taksonomski karakteri. Zatim je ispitana histoloska grada
gonada kako bi se jedinke kategorisale kao Zenke, muZjaci ili hermafroditi, kao i radi
ispitivanja mogucih nacina reprodukcije populacija iz Srbije. Morfolo$ka varijabilnost vrste je
dodatno opisana analizom variranja oblika dve morfoloske celine - telzona sa kaudalnom
laminom i karapaksa. Na kraju, ispitane su i definisane anomalije koje su nastale tokom
razvica jedinki, kao i prisutne kvalitativne promene morfoloskih struktura.

[strazivanjem su obuhvacene populacije raci¢éa koje nastanjuju efemerna vodena
staniSta. Populacije roda Lepidurus su uzorkovane sa dva lokaliteta na podrucju Srema, u
okolini reke Save. U prvom delu studije izvrSena je morfometrijska analiza kontinuiranih
karaktera i kvantifikacija meristi¢ckih dijagnostickih karaktera. Kvalitativni karakteri su
predstavljeni odnosima odredenih morfometrijskih karaktera. Dodatni kvalitativni morfoloski
karakteri su analizirani opisno. Rezultati su uporedeni sa relevantnim literaturnim podacima
o morfoloskim karakteristikama grupe Notostraca. Pol jedinki i osnovne odlike gametogeneze
su ispitane primenom metoda svetlosne i elektronske mikroskopije. MorfoloSko variranje
telzona sa kaudalnom laminom i karapaksa je ispitano i primenom metoda geometrijske
morfometrije. Ovakav pristup je omogucio geometrijsku analizu oblika navedenih struktura,
koncept koji do sada nije primenjen u okviru roda Lepidurus. Takode, ispitani su obrasci
alometrijske i nealometrijske komponente variranja oblika dve morfoloske strukture. Kako bi
se definisali i analizirali atipi¢ni fenotipovi, jedinke su detaljno pregledane pomocu
binokularnog stereomikroskopa. Sve uo¢ene morfoloSke promene su zabeleZene.

Rezultati su pokazali da se morfoloske odlike jedinki iz analiziranih populacija najvise
podudaraju sa karakteristikama vrste Lepidurus couesii. Histoloske analize gonada nisu
pokazale prisustvo tkiva koje odgovara ovotestisima hermafroditnih jedinki. U skladu sa
dobijenim rezultatima, jedinke su determinisane kao Zenke ili muZjaci u zavisnosti od
prisustva, odnosno odsustva, jajnih kesa na jedanaestom paru torakopoda. Zenke su daleko
brojnije od muzjaka - od 219 prikupljenih jedinki, pronadeno je samo devet muzjaka. Analize
metodama geometrijske morfometrije na uzorku Zenki su pokazale da je veliki deo variranja
oblika telzona sa kaudalnom laminom opisan alometrijskim promenama oblika (vise od 70%).
Alometrija objasnjava znatno manji deo variranja oblika karapaksa (oko 5%). Preliminarni
rezultati ukazuju da je prisutan polni dimorfizam u obliku navedenih morfoloSkih struktura.
Zenke u proseku imaju $iri telzon i kra¢u kaudalnu laminu u odnosu na muzjake, kao i duZi i
suZeniji karapaks. Ustanovljene razvojne anomalije prisutne u populacijama su klasifikovane
na malformacije i disrupcije. Malformacije uklju¢uju nepotpuno razvijene i spiralno
rasporedene segmente. Takode su registrovane i asimetricno oblikovane kaudalne lamine.
Disrupcije uglavnom obuhvataju ozlede ekstremiteta, karapaksa, telzona sa kaudalnom
laminom, kao i kvalitativne promene koje ukazuju na parazitsku infekciju.

Na osnovu dobijenih rezultata, smatra se da se populacije vrste L. couesii iz Srbije
razmnozavaju prvenstveno partenogenezom. Polna reprodukcija je moguca s obzirom na
histoloSke Kkarakteristike gonada muZjaka, ali zahteva geneticku potvrdu. Telzon sa
kaudalnom laminom je procenjen kao pouzdaniji morfoloSki karakter u taksonomskoj
identifikaciji u odnosu na karapaks, narocito ukoliko se razmatra oblik kaudalne lamine.



Uocene razvojne anomalije verovatno nastaju kao posledica ubrzanog rasta i brzog dostizanja
polne zrelosti jedinki koje nastanjuju efemerna vodena staniSta. Disrupcije u razvicu se
javljaju pod uticajem sredinskih faktora, kao Sto su prisustvo predatora i parazita ovih raci¢a
u prirodnim populacijama.

Kljucne reci: Lepidurus couesii, Notostraca, Branchiopoda, histoloske analize, reprodukcija,
geometrijska morfometrija, morfoloska varijabilnost, alometrija, razvojne anomalije
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Morphological variation and developmental anomalies in Lepidurus couesii Packard,
1875 (Branchiopoda, Notostraca) from Serbia

Abstract

Within this dissertation, several aspects of the biology of Lepidurus couesii, species
inhabiting Serbia, were investigated. Initially, an analysis of morphological characters, defined
as having taxonomic importance in the previous literature, was performed to identify the
species. Then, the histological structure of the gonads was examined to categorize the
individuals as females, males, or hermaphrodites, as well as to investigate possible ways of
reproduction of populations from Serbia. Morphological variability in the species was also
studied by analyzing shape variation in two morphological structures - the telson with a
caudal lamina and the carapace. Finally, the anomalies that occurred during the development
of individuals were examined and defined, along with the qualitative changes in the
morphological structures present.

The research included populations of small crustaceans inhabiting temporary aquatic
habitats. Populations of Lepidurus were sampled from two localities in the area of Srem, in the
vicinity of the Sava river. At the beginning of the study, morphometric measurements and
meristic counts of diagnostic characters were performed. Qualitative characters were
represented by ratios of certain morphometric characters. Additional qualitative
morphological characters were analyzed descriptively. The results were compared with
relevant literature data on the morphological characteristics of notostracans. The sex of
specimens and general features of gametogenesis were characterized using light and electron
microscopy. Morphological variation in the telson with the caudal lamina and the carapace
was examined using geometric morphometrics methods. This approach enabled geometric
shape analysis, a concept that has not been applied so far within the genus Lepidurus. The
patterns of allometric and allometry-free shape variation in two morphological structures
were examined. Individuals were also thoroughly investigated with a binocular
stereomicroscope to define and analyze atypical phenotypes. Observed morphological
changes were recorded.

The results showed that the morphological features of the individuals from the
analyzed populations most closely coincide with the characteristics of the Lepidurus couesii
species. Histological analyses of the gonads did not show the presence of tissue found in the
ovotestes of hermaphrodite individuals. Accordingly, the individuals were determined as
females or males depending on the presence or absence of egg sacs on the eleventh pair of
thoracopods. Females are far more numerous than males - out of 219 collected individuals,
only nine males were found. Geometric morphometric analyses conducted on females showed
that a large proportion of telson with the caudal lamina shape variation is described by size
(more than 70%). Allometry explains a much smaller proportion of carapace shape variation
(about 5%). Preliminary results indicate the occurrence of sexual shape dimorphism in the
mentioned morphological structures. Females typically have a wider telson and a shorter
caudal lamina than males, along with a longer and narrower carapace. Developmental
anomalies present in populations are classified as malformations and disruptions. Among
identified malformations were incompletely developed and spirally arranged body rings.
Asymmetrically shaped caudal lamina was also noted. Disruption events included injuries to
the phyllopodous limbs, carapace, and telson with caudal lamina, along with qualitative
changes indicating parasite infections.



Based on the obtained results, it is suggested that the populations of L. couesii from
Serbia reproduce primarily by parthenogenesis. Sexual reproduction is possible considering
the histological characteristics of the male gonads but requires genetic confirmation. The
telson with the caudal lamina was evaluated as a more reliable morphological character in
taxonomic identification than the carapace, especially the caudal lamina shape. The observed
developmental anomalies probably occur because of the fast growth and early sexual maturity
of individuals inhabiting temporary water pools. Disruptions in development occur under the
influence of environmental factors, such as the presence of predators and parasites of these
crustaceans in natural populations.

Keywords: Lepidurus couesii, Notostraca, Branchiopoda, histological analyses, reproduction,
geometric morphometrics, morphological variation, allometry, developmental anomalies

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biology of Animal Development
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1. Uvod



Filum Arthropoda (zglavkari) predstavlja ubedljivo najbrojniji i najraznovrsniji filum
Zivotinjskog sveta, sa Sirokim geografskim rasprostranjenjem (Martin & Davis, 2001; Thorp,
2009; Thorp & Rogers, 2015). Prema podacima o biodiverzitetu Zivotinja iz 2013. godine,
opisano je 1.302.809 vrsta Arthropoda, Sto je 78.5% ukupnog broja do tada opisanih Zivotinja
(Zhang, 2013). S obzirom da mogu da nastanjuju sve moguce tipove staniSta, i da veliki broj
staniSta joS uvek nije istraZen, procenjuje se da ukupan broj vrsta iznosi i do Sest miliona
(Thorp, 2009). Veliki uspeh zglavkara je posledica nekoliko vaznih karakteristika koje je ova
grupa stekla tokom evolucije: i) zglobljeni ekstremiteti, ii) telo izdeljeno na segmente koji se
na razli¢ite nacine grupiSu u dva ili tri telesna regiona (tagmata), iii) egzoskelet u obliku
¢vrstog oklopa koji pruZa zastitu i kod terestri¢nih grupa smanjuje gubitak vode (Thorp &
Rogers, 2015). Telesni regioni i ekstremiteti su se specijalizovali za obavljanje razli¢itih
funkcija, Sto je zglavkarima omogudilo da se prilagode u svim Zivotnim sredinama i ostvare
ogroman diverzitet (Giribet & Edgecombe, 2012).

Filogenija Arthropoda je vekovima atraktivna tema za naucnike. Brojna morfoloska,
paleontoloska i molekulska istrazivanja, narocito ona koja uklju¢uju primenu tehnika ,nove
generacije”, dovela su do postavke novih hipoteza, i rasvetlila mnoge filogenetske odnose u
grupi (Richter, 2002; Regier et al., 2005, 2010; Ertas et al, 2009; Strausfeld & Andrew, 2011;
Oakley et al., 2012; pregledno u Giribet & Edgecombe, 2012; 2019).

Recentne Arthropoda predstavljaju monofiletsku grupu, podeljenu na dve velike
monofiletske linije: Chelicerata i Mandibulata (Giribet & Edgecombe, 2019). Mandibulata su
sada dobro podrzana grupa koja obuhvata taksone Myriapoda, Hexapoda i Crustacea. Veliki
broj morfoloskih i molekulskih dokaza podrzava grupisanje Hexapoda (Insecta i Entognatha) i
Crustacea, tj. postojanje klade Tetraconata (ili Pancrustacea), odnosno podelu Mandibulata na
dve klade: Myriapoda i Pancrustacea. Prema nekim autorima, naziv Tetraconata je prikladniji
za ovu raznovrsnu grupu zglavkara (Richter et al., 2009; Thorp & Rogers, 2015) i oznacava
zajednicko prisustvo Cetiri Celije u staklastom telu omatidija sloZenih ociju (Richter, 2002).
Pored ultrastrukturne grade omatidija, i drugi morfoloski podaci, kao Sto su anatomija mozga
i obrasci neurogeneze, podrzavaju kladu Tetraconata tj. ideju da su terestri¢ni insekti srodniji
sa akvati¢nim rakovima, nego sa stonogama (Fanenbruck et al.,, 2004; Strausfeld & Andrew,
2011). Iako je u pocetku delovalo neobicno, sada je skoro sasvim prihvaceno da tradicionalne
»Crustacea” predstavljaju parafiletsku grupu i da se zapravo sastoje od nekoliko klada, medu
kojima je i monofiletska klada Hexapoda (Giribet et al., 2001; Regier et al., 2010; Thorp et al,,
2015; Brusca et al, 2016). Monofilija Hexapoda je podrzana analizom neuromorfoloskih
karaktera i nukleusnih DNK sekvenci (Timmermans et al., 2008; Regier et al. 2010; Strausfeld
& Andrew, 2011), iako je pre toga studija zasnovana na analizi mitohondrijskih gena pokazala
parafiliju ove grupe (Carapelli et al., 2007).

S obzirom da su ,Crustacea” parafiletska grupa, pojedini autori smatraju da bi ovaj
naziv trebalo potpuno da se izbegne u klasifikaciji i da se upotrebljava u neformalnom smislu
(Richter et al.,, 2009; Giribet & Edgecombe, 2019). Medutim, prema Richter et al. (2009),
jednostavno ukljucivanje taksona Hexapoda u ,Crustacea” nije preporucljivo jer bi se tako
ignorisao dugotrajan istrazivacki rad na ovoj grupi Zivotinja. Takode, Rogers (2019) smatra da
koriS¢enje novog naziva u Kklasifikaciji, kao Pancrustacea ili Tetraconata, moZe da stvori
konfuziju. Sli¢no, i u okviru ove disertacije koristice se naziv ,Crustacea” i odnosice se na linije
koje tradicionalno spadaju u ovu grupu.



1.1. Osnovne odlike subfiluma Crustacea

Rakovi predstavljaju Siroko rasprostranjenu i morfoloSki najraznovrsniju grupu
zglavkara, sa mnostvom telesnih formi nastalih razli¢itim nacinima fuzionisanja segmenata,
kao i specijalizacijom ekstremiteta (Martin & Davis, 2001; Thorp & Rogers, 2011). Do sada je
opisano oko 70.000 vrsta rakova i procenjuje se da je broj vrsta 5-10 veci (Brusca et al,,
2016). Ime ,Crustacea” potice od latinske reci ,crusta” - ljuStura, i odnosi se na prisustvo
egzoskeleta izgradenog od hitina koji je Cesto proZet kalcijum karbonatom. Telo je podeljeno
na tri regiona (tagmata): glavu (cephalon), grudi (thorax) i trbuh (abdomen). Nekada su prva
dva regiona spojeni u cefalotoraks. Za sve rakove je karakteristicno da imaju dva para antena
(barem u jednoj fazi Zivota), prema ¢emu se razlikuju od insekata, a usne ekstremitete Cine
par mandibula i dva para maksila. Na glavenom regionu vecine rakova nalazi se par sloZenih
oCiju, dok se kod nekih nalazi prosto oko u vidu o¢nog pehara (ocela; naupliusovo oko).
Ekstremiteti su dvograni, ali su kod razlic¢itih taksona modifikovani i imaju razlicite uloge:
lokomotorna uloga (hodanje, plivanje), uloga u respiraciji, u ishrani, ¢ulna uloga, pri napadu i
odbrani, u reprodukciji (Thorp & Rogers, 2011; Thorp et al, 2015). Prema izgledu,
ekstremiteti adultnih rakova se dele na filopodije i stenopodije. Lamelarne filopodije nemaju
¢vrst spoljasnji skelet, nisu segmentisane, i imaju ulogu u plivanju, respiraciji i filtriranju
hrane. Stenopodije imaju Clankovit, cilindri¢an izgled i poseduju ¢vrst egzoskelet (Thorp &
Rogers, 2011; Thorp et al,, 2015).

Filogenetski odnosi unutar subfiluma Crustacea, kao i veze izmedu klasa i redova, nisu
u potpunosti razjasnjeni. Odredivanje broja klasa predstavlja ,veoma kontroverznu temu”
(Martin & Davis, 2001), ali uglavnom je prihvacena podela na Sest klasa (Thorp, 2009).
Tradicionalne ,Crustacea” se dele na klase Branchiopoda, Cephalocarida, Remipedia,
Maxillopoda, Ostracoda i Malacostraca (Martin & Davis, 2001; Thorp et al., 2015). Monofilija
prve tri klase je dobro podrzana (Olesen, 2007, 2009; Richter et al., 2009), dok su monofilija i
taksonomski status raznovrsne grupe Maxillopoda dovedeni u pitanje (pregledno u Martin &
Davis, 2001) i moguce je da ova ,klasa” predstavlja poli- ili parafiletsku grupu (Regier et al.,
2005; Thorp et al,, 2015). Filogenetski status Ostracoda takode nije sasvim razjasnjen, mada
su skorasnje analize morfoloskih i viSe molekulskih podataka ukazale na monofiliju Ostracoda
(Oakley et al., 2012). Malacostraca su izgleda monofiletska grupa, ali odnosi unutar ove grupe
nisu jasni (Richter et al., 2009; Thorp et al., 2015). Buduce filogenetske studije bi trebalo da
ukazu da li navedeni ,problemati¢ni” taksoni zaista imaju status klase, niZi taksonomski rang
ili predstavljaju parafiletsku grupu. Prema videnju koje se zasniva na prvobitnim idejama o
klasifikaciji rakova, postoji 11 klasa u okviru subfiluma Crustacea (pregledno u Brusca et al,,
2016).

Cilj brojnih studija bio je i otkrivanje taksona Crustacea koji predstavlja sestrinsku
grupu kladi Hexapoda (pregledno u Jenner, 2010). Na osnovu molekulskih podataka, kao i
npr. na osnovu nekoliko morfoloskih sli¢nosti u strukturi i organizaciji ovarijuma, kao moguca
sestrinska grupa kladi Hexapoda odredene su ,Xenocarida”, koje obuhvataju Cephalocarida i
Remipedia (Regier et al,, 2010; Jaglarz et al., 2014). Cesto su kao sestrinska grupa odredeni
raci¢i Branchiopoda (Regier et al, 2005; Timmermans et al., 2008; Andrew, 2011; Lozano-
Fernandez et al., 2016), ali su ove studije nekad osporavane jer nisu ukljucivale neke od
vaznih kanditata za sestrinsku grupu (kao Cephalocarida ili Remipedia), ili nisu ukljucivale
dovoljan broj predstavnika ovih taksona. Analize neuromorfoloskih karaktera su podrzale
Hexapoda i Malacostraca kao sestrinske grupe, i Branchiopoda kao njima sestrinsku grupu
(Strausfeld & Andrew, 2011). U novijoj studiji u kojoj je koriS¢en kombinovan pristup
(morfoloSke analize, koje ukljucuju i fosilne podatke, i analize razliCitih gena), dobijeni su
dvojaki rezultati. Ukazana je srodnost Branchiopoda + Cephalocarida i Hexapoda, ili
Remipedia i Hexapoda (Oakley et al., 2012). Isti autori predlozili su kladu Allotriocarida (u
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prevodu ,¢udni raci¢i”), koja obuhvata Remipedia, Cephalocarida, Branchiopoda i Hexapoda.
Analizom EST sekvenci dobijeni su rezultati koji takode podrZavaju sestrinski odnos
Remipedia i Hexapoda, kao i kladu Allotriocarida (von Reumont et al., 2012).

Blizak odnos Remipedia i Hexapoda nagoveSten je i ranije, u nekoliko morfoloskih i
anatomskih studija (Moura & Christoffersen, 1996; Fanenbruck et al., 2004), kao i analizom
genskih i proteinskih sekvenci hemocijanina, kada je otkriveno da hemocijanin Remipedia i
Hexapoda ima mnogo slicnosti (Ertas et al., 2009). Dve skoraSnje opsezne studije, sa
povecanim brojem predstavnika taksona Remipedia, odbacile su hipotezu sestrinske veze
Branchiopoda i Hexapoda, i odredile Remipedia kao jedinu sestrinsku liniju kladi Hexapoda
(Schwentner et al, 2017; Lozano-Fernandez et al, 2019). PredloZen je i nov takson,
Labiocarida (od latinske reci ,labium” - usna i grcke reci ,carida” - raci¢, i odnosi se na
zajednicku funkcionalnost donje usne), koji obuhvata Hexapoda i Remipedia, dok su
Branchiopoda verovatno sestrinska grupa Labiocarida. Branchiopoda i Labiocarida su
obuhvacene u kladu za koju je predloZen naziv Athalassocarida (odnosno ,nemarinski raci¢i”),
a kao njena sestrinska grupa odredene su Cephalocarida (Slika 1). Detaljan pregled do sada
predloZenih klada u okviru Tetraconata, kao i informacije o njihovoj podrzanosti, predstavljen

je u Lozano-Fernandez et al. (2019).
ﬂ\ Cephalocarida ]

Branchiopoda

epLIEDOLIO[[Y

— — W Remipedia

. m Hexapoda

Slika 1. Sematski prikaz dela filogenetskog stabla Arthropoda (prema Schwentner et al., 2017; Lozano-
Fernandez et al,, 2019, izmenjeno).
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1.2. Opste odlike klase Branchiopoda

Branchiopoda sacinjavaju oko ¢etvrtinu svih slatkovodnih rakova i skoro jedine racice
koji mogu da se nadu u slanim jezerima (Thorp, 2009). Ime Branchiopoda (od grcke reci
,branchia“ - skrga i ,podia“ - stopala, dakle ,Skrzne noZice“) potic¢e od uloge ekstremiteta u
respiraciji, mada se sada zna da verovatno cela povrSina tela funkcioniSe kao respiratorna
povrSina (Rogers, 2009). Mogu da se pronadu na svim kontinentima, ukljucujuéi i Arktik,
subarkticki region i Antarktik (Rogers, 2009; Thorp & Rogers, 2015; Caceres & Rogers, 2015).
Veoma su morfoloski raznovrsni, veli¢ine uglavnom od 0.5 do 20 mm, ali i do 17 cm, i imaju
nekoliko zajednickih odlika: 1) larve imaju iste osnovne morfoloske odlike, 2) ekstremiteti su
listoliki, pljosnati i mekani, oivi¢eni dla¢icama i oznacavaju se kao filopodije, 3) mandibule su
jednostavne i nesegmentisane, sa reljefnom mastikatornom povrSinom koja sluzi u ishrani
(Martin, 1992; Rogers, 2009; Thorp & Rogers, 2011).

Brojne studije zasnovane na morfoloskim, anatomskim i molekulskim analizama, kao i

na kombinovanim analizama morfoloskih i molekulskih podataka, pruzile su informacije o

filogenetskim i taksonomskim odnosima u grupi, te je predloZzeno nekoliko hipoteza

(Wingstrand, 1978; Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1992; Negrea et al., 1999; Richter, 2004;
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Olesen, 2000, 2007, 2009; Richter et al., 2007; von Reumont et al., 2012; pregledno u Caceres
& Rogers, 2015). U morfoloskim analizama ispitivani su listoliki ekstremiteti (filopodije), usni
ekstremiteti, antene, pozicija i struktura karapaksa, morfoloske karakteristike larvi, pozicija i
ultrastruktura sloZenih ociju, region telzona, morfologija spermatozoida, oblik i pozicija
ovarijuma itd. Veliki broj dokaza iz navedenih studija snaZno podrzava zakljucak da su
Branchiopoda monofiletska grupa. Zajedno sa Cephalocarida i Remipedia, Branchiopoda su
oznacavane kao ,najprimitivniji” rakovi (Martin & Davis 2001; Rogers, 2009), ali filogenetske
analize su pokazale da su ove linije izvedene, bez obzira da li imaju neke ,primitivne”
morfolosSke odlike (Regier et al., 2005, 2010; Moura & Christoffersen, 1996; Fanenbruck et al,,
2004).

U taksonomiji Branchiopoda je dolazilo do izmena, ali sve veéi broj studija nas
pribliZzava razumevanju taksonomskih odnosa. Prvobitno je klasa bila podeljena na Cetiri reda:
Cladocera, Notostraca, Anostraca i Conchostraca. Fryer (1987) je smatrao da je pogresno da se
formiraju taksonomske kategorije koje bi grupisale previSe razlicite racice, kao Cladocera i
Conchostraca, i predlozio novu klasifikaciju prema kojoj je klasa podeljena na ¢ak 10 redova
(osam recentnih i dva izumrla reda). Ovakva podela je kritikovana (Martin & Davis 2001), a
parafilija ,Conchostraca” je kasnije pokazana u viSe studija i ovaj naziv se u taksonomiji vise
ne upotrebljava (Braband et al., 2002; Stenderup et al., 2006; Olesen, 2007).

Novija taksonomska reSenja su isla u suprotnom smeru u odnosu na Fryer-a (1987).
Neke od visih taksonomskih kategorija su vra¢ene (kao npr. Diplostraca), a otkrivanjem novih
sestrinskih odnosa predloZeni su dodatni visi taksoni, kao Cladoceromorpha i Onychocaudata
(Braband et al., 2002; Richter et. al, 2007; Olesen, 2009; Olesen & Richter, 2013). Postojao je i
usaglasen stav o prvobitnom odvajanju reda Anostraca, koji je svrstavan u potklasu
Sarsostraca i odreden kao sestrinska grupa potklasi Phyllopoda koja je obuhvatala redove
Notostraca i Diplostraca (Martin & Davis 2001; Olesen, 2007, 2009; Olesen & Richter, 2013).
Medutim, prema novoj reviziji, termini Phyllopoda i Sarsostraca nisu viSe u upotrebi (Brusca
et al.,, 2016). Monofilija Anostraca i Notostraca je dobro podrzana (Richter et al., 2007; Olesen,
2007, 2009; Olesen & Richter, 2013), ali postoje nesuglasice u vezi sa odvajanjem, i
potencijalnom sestrinskom vezom, linija Notostraca i Laevicaudata, odnosno monofilijom
reda Diplostraca. Red Diplostraca obuhvata tri monofiletska taksona, Spinicaudata,
Cyclestherida i Cladocera, dok su Laevicaudata nekad predstavljene kao zaseban red, a nekad
kao podred u okviru Diplostraca.

Cladocera

eydiowo.soope)

Cyclestherida

EIEPNEIOYIAUQ

eaensoldiq

Spinicaudata

Laevicaudata

Branchiopoda Notostraca

Anostraca

Slika 2. Sematski prikaz filogenetskih odnosa u klasi Branchiopoda (prema Olesen & Richter (2013) i
Brusca et al. (2016), izmenjeno). Red Diplostraca je predstavljen kao monofiletski.
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Morfoloske analize uglavnom pokazuju da su Notostraca grana koja se prva odvaja
posle Anostraca (Negrea et al.,, 1999; Olesen, 2000, 2007, 2009; Olesen & Richter, 2013), mada
je uporedivanjem mastikatornih ivica mandibula u grupi Branchiopoda pokazano da
Notostraca i Laevicaudata imaju veoma slicne ivice, i razliCite u odnosu na ostale
Branchiopoda (Richter, 2004). Ovaj podatak se ne podudara sa mnogim morfoloskim
podacima koji podrZavaju monofiliju Diplostraca. PredloZena je hipoteza sestrinske veze
Laevicaudata i Notostraca, kao i alternativna hipoteza sestrinskog odnosa Laevicaudata i
ostatka ,Phyllopoda”, koje su delimi¢no podrzane molekulskim i kombinovanim analizama
(Braband et al., 2002; Stenderup et al., 2006; Richter et al., 2007). Notostraca su dakle nekad
smeStene unutar reda Diplostraca, kao sestrinska grupa Spinicaudata i Cladoceromorpha, ili
samo Cladoceromorpha, a Diplostraca su odredene kao parafiletska grupa. Prema Olesen &
Richter (2013), i kasnije prihvaceno od strane Brusca et al. (2016), monofilija Diplostraca je
snaznije podrZana od alternativnih hipoteza i najbolje reSenje je da se Laevicaudata zadrZze
unutar Diplostraca, kao sestrinski takson ostalim grupama Diplostraca (tj. kladi (podredu)
Onychocaudata, prema ovim autorima) (Slika 2).

Branchiopoda mogu da se podele i u dve grupe koje ne predstavljaju taksonomske
kategorije, ve¢ ekoloSke termine: ,vodene buve” tj. raCi¢e iz grupe Cladocera i ,velike
branhiopode”, kojima pripadaju Anostraca, Notostraca, Laevicaudata, Spinicaudata i
Cyclestherida (Rogers, 2009; Thorp & Rogers, 2011). Rakovi iz grupe ,velikih” Branchiopoda
su morfoloski raznovrsni, ali se razlikuju od Cladocera, npr. prema jasnoj segmentaciji tela i
vecem broju ekstremiteta, kao i prema veli¢ini tela. Medutim, iako se nazivaju ,velike”
Branchiopoda, u nekim slu¢ajevima su manjih dimenzija od gigantskih primeraka Cladocera.
Do sada je opisano oko 500 vrsta ,velikih” Branchiopoda (Brendonck et al., 2008).

Raci¢i iz grupe Branchiopoda nastanjuju najraznovrsnija stanista, od slanih jezera do
privremenih ili delimi¢no trajnih vodenih stanista (ponekad i stanista koja se nikad potpuno
ne isuSuju), gde cesto mogu da budu veoma brojne i tako ¢ine znacajnu komponentu
ekosistema i vaznu kariku u lancu ishrane (Rogers, 2009; Thorp & Rogers, 2011). Mogu da
ulaze u sastav planktona, bentosa, ili da nastanjuju priobalne delove, i Cesto se koriste kao
bioindikatori kvaliteta vodenih ekosistema koje nastanjuju (Rogers, 2009; Rogers et al., 2019).
lako uglavnom naseljavaju slatkovodna stanista, smatra se da verovatno imaju marinsko
poreklo i da je odreden broj Branchiopoda (uglavnhom Cladocera) sekundarno naselio mora
(Olesen, 2007; Harvey et al., 2012).

1.3. Opste odlike reda Notostraca i roda Lepidurus

Rakovi iz reda Notostraca su Siroko rasprostranjeni i danasnji predstavnici se mogu
pronaci na svim kontinentima, osim na Antarktiku (Brtek & Thiéry, 1995; Brendonck et al,,
2008). Izucavanjem recentnih predstavnika, kao i fosilnih nalaza, uofava se znacajna
morfoloska stabilnost ove grupe (Wallossek, 1993; Mathers et al., 2013). Najstariji fosili,
velike morfoloSke sli¢nosti sa danaSnjim vrstama, potiCu iz perioda devona zbog Cega se
Notostraca prema nekim autorima svrstavaju medu ,Zive fosile” (Darwin, 1859; Olesen,
2007). Medutim, molekulski podaci ukazuju na to da su savremene vrste ovih rakova
evoluirale u skorije vreme i da ne predstavljaju Zive fosile. Slicnost sa fosilnim grupama
verovatno je rezultat veoma ocuvane opSe morfologije i homoplazija, a ne evolucione staze
(Vanschoenwinkel et al., 2012). Jedina familija ovog reda, Triopsidae, obuhvata dva recentna
roda: Triops Schrank, 1803 i Lepidurus Leach, 1816. Ova dva roda se jasno razlikuju na osnovu
morfoloske strukture kaudalne lamine (supra-analna ploca, prema Linder, 1952), prisutne
jedino kod roda Lepidurus (Slika 3).



kaudalna lamina

Lepidurus sp.

Triops sp.

telzon

Slika 3. OpSte morfoloSke karakteristike dva recentna roda familije Triopsidae (prema Rogers et al,,
2019, izmenjeno).

Rod Lepidurus Leach, 1819 pripada krupnim slatkovodnim branhiopodama. Kao
predstavnik reda Notostraca, karakteriSe ga dorzalno postavljen karapaks u obliku Stita
(Martin & Boyce, 2004) (Slika 3). U prednjem delu karapaksa nalazi se par sloZenih ociju bez
drski, kao i ovalni nukalni organ smesten izmedu sloZenih ociju. Sredinom karapaksa se
prostire uzduzni hitinizirani nabor koji se zavrSava hitinizovanom vrSnom bodljom (Martin &
Boyce, 2004). Karapaks prekriva veci deo tela, pruza zastitu, omogucava hidrodinamic¢nost i
pomaze ukopavanje u podlogu (Olesen, 2013). Oblik, veli¢ina i raspored bodlji na zadnjoj ivici
karapaksa je specifi¢can za svaku vrstu (Lynch, 1972; Rogers, 2001). Toraks se sastoji od 11
hitinizovanih prstenova, na kojima se nalaze parni listoliki ekstremiteti za plivanje (filopodije)
(Brusca et al., 2016). S obzirom da nije uoCena precizna veza izmedu hitinizovanih prstenova
oko tela i stvarne segmentacije, Linder (1952) je predloZio upotrebu termina ,prstenasti
segment” umesto ,telesni segment”. Broj abdominalnih ekstremiteta nije stalan i, prema
pravily, vedi je od broja segmenata. Ovo pravilo je karakteristi¢no za grupu Notostraca. Iduci
ka kraju abdomena, ekstremiteti su sve manji, tako da je nekoliko poslednjih segmenata bez
ekstremiteta. Izmedu torakalnih i abdominalnih segmenata nema jasno uocljive granice.
Egzopoditi jedanaestog para torakalnih ekstremiteta Zenki modifikovani su u jajne kese
(Fryer, 1988). Kao Sto je navedeno, rod Lepidurus se takode raspoznaje i prema stukturi koja
se pruza od telzona (kaudalna lamina, supra-analna ploca) i ima karakteristican raspored
bodlji na svojoj dorzalnoj povrsni (Slika 3).

Lepidurus uglavnom naseljava male, kratkoZivece vodene basene (efemerne vode) sa
znacajnim promenama ekoloskih uslova u toku sezone, pa ¢ak i u toku jednog dana. Jedinke
poseduju niz prilagodenosti koje im omogucavaju opstanak u ovako nepovoljnim uslovima.
Vrste ovog roda su bentosni rakovi koji se hrane detritusom, biljkama, algama i bakterijama
(Tasch, 1969; Miller, 1980). Takode, mogu da se hrane drugim beski¢menjacima, kao i
povredenim pripadnicima svoje vrste (Lakka, 2013). Sa druge strane, efemerni vodeni baseni
nisu bezopasna staniSta (Brendonck et al, 2002) i naseljava ih nekoliko potencijanih
predatora ovih rakova. Stresni sredinski uslovi, kao i zagadenje staniSta i izloZenost
predatorima, mogu da dovedu do pojave razlicitih telesnih deformiteta (Linder, 1952;
Longhurst, 1958; Lakka, 2013).



U okviru roda Lepidurus, najrasprostranjenija je vrsta L. apus L. sa staniStem u Evropi,
Aziji, Africi, Americi, Novom Zelandu i Australiji (Longhurst, 1955a; Brtek & Thiéry, 1995).
Endemiti Severne Amerike su vrste L. bilobatus Packard, 1877, L. lemmoni Holmes, 1894 i L.
packardi Simon, 1886 (King & Hanner, 1998) kao i relativno skoro opisane vrste L. lynchi
Linder, 1952 i L. cryptus D. C. Rogers, 2001, pronadene u Nevadi i Kaliforniji (Linder, 1952;
Rogers, 2001), respektivno. PredloZeno je i da podvrsta L. apus lubbocki Brauer, 1873,
rasprostranjena na Mediteranu, dobije status vrste pod nazivom L. lubbocki Brauer, 1873
(Mantovani et al., 2009). Isti autori su takode ukazali na sestrinsku vezu holarktic¢ke vrste L.
couesii Packard, 1875 i cirkumpolarnog glacijalnog relikta, vrste L. arcticus (Pallas, 1793)
(Mantovani et al., 2009).

Ranije je u Srbiji registrovana jedino vrsta L. apus (Petrov & Cvetkovi¢, 1997). Ova
vrsta se pojavljuje uglavnom na prolece, u razli¢itim efemernim vodenim staniStima, i ima
sposobnost da toleriSe privremena isuSivanja ovih vodenih basena. Takode, joS jedna
prilagodenost ovakvim uslovima Zivota je i kratak zivotni ciklus od oko dve nedelje
(Cvetkovi¢-Mili¢i¢ & Petrov, 1999). Medutim, tokom perioda 2008-2016, potvrdeno je jos
nekoliko nalazista velikih branhiopoda (Luki¢ et al., 2012), medu njima i Lepidurus sp.

1.3.1. Opste odlike vrste Lepidurus couesii

Vrsta Lepidurus couesii prvi put je opisana kao vrsta iz Severne Amerike (Packard,
1875). Medutim, smatra se da je Siroko rasprostranjena (prema Mathers et al., 2013) sa
prijavljenim staniStem u Mongoliji (Brtek et al., 1984), Siriji (Thiery, 1996), Apeninskom
poluostrvu (Scanabissi et al., 2006a), Rumuniji (Demeter & Stoicescu, 2008) i evropskom delu
Rusije (Sidorovsky et al., 2014). Prema Brtek & Thiéry (1995), moZe se reci da je L. couesii
tipi¢na severnoamericka vrsta, i azijska vrsta koja je prosirila svoje staniSte prema zapadu, do
Istocne Rumunije. Smatra se da ova vrsta obi¢no naseljava ravnice, doline okruZene
planinama, ali i pustinjske regione (Hossack et al., 2010). Kao i vecina vrsta reda Notostraca, L.
couesii uglavnom nastanjuje efemerna vodena stanista i plavne zone reka (npr. Scanabissi et
al., 2006a; Demeter & Stoicescu, 2008).

Tradicionalno je taksonomska identifikacija vrsta u okviru reda Notostraca, pa i vrste L.
couesii, vrSena na osnovu karakteristika karapaksa, telzona i kaudalne lamine, ekstremiteta,
nukalnog organa, armature egzoskeleta i slicno (Longhurst 1955a; Linder, 1952; Lynch, 1972)
(Slika 4). Analize su se uglavnom zasnivale na prebrojavanju (bodlji, parova ekstremiteta,
segmenata itd.), kao i duzinskim premeravanjem morfoloskih karaktera i racunanjem njihovih
odnosa. Prema Linder (1952), kaudalna lamina vrste L. couesii je ,neobi¢no dugacka” u
odnosu na jedinke ostalih vrsta, ali je kao pouzdaniji karakter odredio mediodorzalni greben
kaudalne lamine. Takode, prema istom autoru, ovu vrstu karakteriSe veoma kratak telzon.
Linder je prvi uveo broj parova ekstremiteta kao vazan taksonomski karakter, dok je Lynch
(1972) istakao vaznost broja i oblika bodlji posteriorne ivice karapaksa. Brtek et al. (1984) i
Thiéry (1996) smatraju da izgled egzopodita prvog torakalnog ekstremiteta moze da se
koristi za diferencijaciju nekih vrsta roda Lepidurus. U relativno novijoj reviziji, Rogers (2001)
je za determinaciju severnoamerickih vrsta roda Lepidurus koristio broj parova ekstremiteta,
ukupan broj segmenata, poziciju nukalnog organa u odnosu na sloZene oc¢i, odnos duZine
kaudalne lamine i duzine karapaksa, i oblik i veli¢inu bodlji na posteriornoj ivici karapaksa.
Ukupna duZina tela, kao i broj segmenata koji nisu prekriveni karapaksom, mogu da se
navedu prilikom opisa vrste, ali je u literaturnim podacima viSe puta istaknuto da ove
informacije mogu da budu nepouzdane zbog promena koje mogu da nastanu tokom €uvanja
uzoraka u alkoholu (Linder, 1952; Longhurst 1955a; Lynch, 1972; Korn et al.,, 2010).
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Slika 4. Dijagram habitusa analizirane vrste (dorzalni prikaz). Na crtezu su obeleZene opste
morfoloske karakteristike vrsta reda Notostraca, koje se uglavnom koriste u taksonomskoj
identifikaciji vrsta. Skala = 5 mm. CrteZ: [. Saganovic¢.

1.4. Morfoloske i histoloske karakteristike gonada Notostraca
1.4.1. Morfoloska grada zenskih gonada Notostraca

Grada Zenskih gonada je proucavana kod oba roda u okviru Notostraca. Parni jajnici su
smesSteni u oblasti hemocela, lateralno u odnosu na crevo (Slika 5a), i pruzaju se od distalnog
dela toraksa sve do segmenata bez ekstremiteta (Longhurst, 1955b; Tommasini & Scanabissi
Sabelli, 1992). Svaki jajnik se sastoji od glavnog uzduZnog ovidukta (uterusa), od kog se
prema hemocelu pruzaju folikularni kanali tako da gonada ima razgranat i tubularan izgled.
Na vrhovima folikularnih kanala se formiraju jajni folikuli u kojima se odvija sazrevanje
oocita. Ovidukti su putem dva kratka eferentna (odvodna) kanala povezani sa jajnim kesama
smestenim na jedanaestom paru modifikovanih torakalnih ekstremiteta (Slika 5a, b) (Trentini
& Scanabissi Sabelli, 1978; Sabelli Scanabissi & Trentini, 1979; Scanabissi & Mondini 2002a).

folikul

—— germinativna
oblast

hc

+— folikularni
kanal - ,grana”

longitudinalni ovidukt
1

odvodni kanal

a b

Slika 5. Sematski prikaz grade Zenskih gonada Notostraca. a) parne gonade na popre¢nom preseku, u
nivou creva (prema Tommasini & Scanabissi Sabelli (1992), izmenjeno); b) dijagram dela
gonade na uzduZznom preseku. Elementi Sema nisu potpuno srazmerni. Skracenice: fk -
folikularni kanali - ,grane” gonade; f - folikuli; lo - longitudinalni ovidukt (uterus); hc -
hemocel.




Somatski deo gonade cCine Celije folikularnih kanala i zida uterusa, dok se germinativna
oblast zadrzava u vrSnim delovima, gde ispunjava ¢itav lumen folikularnih kanala (Slika 5b)
(Longhurst, 1955b; Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1992).

1.4.2. Razvice i sazrevanje oocite

U germinativnoj oblasti se nalaze nasumicno rasporedene okruglaste Celije, oogonije,
koje prolaze kroz dve uzastopne mitoticke deobe. Kao rezultat, nastaju grupacije od po Cetiri
Celije (tetrade) koje predstavljaju zacetke folikula i mogu da se definiSu kao zasebne
,2morfofunkcionalne jedinice” (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978). Svaka tetrada se sastoji od
oocite i tri pomo¢ne celije (Slika 6a). Prema Longhurst (1955b), oogonije se teSko uocavaju
pod svetlosnim mikroskopom jer se primenom ove metode mogu uociti tek strukture koje su
diferencirane na Cetiri Celije. Poreklo i nacin obrazovanja Celija folikula kasnije su rasvetljeni
primenom transmisione elektronske mikroskopije (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978;
Sabelli Scanabissi & Trentini, 1979; Engelmann et al., 1997).

Slika 6. Sematski prikaz razli¢itih faza rane oogeneze vrste Triops cancriformis. a) diferenciranje na
Cetiri Celije; b) folikul u ranoj fazi rasta; c) faza obrazovanja globula Zumanceta; d) faza
maksimalne veli¢ine pomo¢nih ¢elija. Tetrade (zaceci folikula) su zaokruZene plavom bojom,
oocite crvenom, a pomoc¢ne Celije Zutom bojom (prema Trentini & Scanabissi Sabelli (1978),
izmenjeno).

[spitivanjem ultrastrukturnih odlika rane oogeneze vrste Triops cancriformis,
otkriveno je da se deobe oogonija odvijaju uz nepotpunu citokinezu, tako da se nakon deoba
zadrzavaju citoplazmini meducelijski mostovi (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978; Sabelli
Scanabissi & Trentini, 1979). U pocCetnoj fazi razvica Celija folikula, citoplazma pomocnih celija
je tamnije obojena zbog prisustva velikog broja ribozoma, a prisutne su i koncentricne
membrane glatkog endoplazminog retikuluma, kao i nekoliko izduZenih mitohondrija.
Nukleus pomoc¢nih ¢elija karakteriSe razuden hromatin i viSe nukleolusa, ¢iji broj moze da se
uvecava u narednim fazama, dok jedro oocite sadrZi jedno ili dva nukleolusa. Ovakav odnos
broja nukleolusa pomoc¢nih ¢elija i oocite se odrZava tokom narednih faza ranog razvica Celija
folikula. Jedino oocita ulazi u mejozu, S$to je potvrdeno prisustvom sinaptonemalnih
kompleksa u nukleusu oocite, ¢ime je obeleZen pocetak mejoticke deobe. Nukleus oocite
zauzima veliki deo zapremine Celije i, slicno kao kod pomoc¢nih €elija, u citoplazmi se nalaze
izduZene mitohondrije, retke cisterne endoplazminog retikuluma, kao i mnogobrojni slobodni
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i zdruZeni ribozomi koji citoplazmi daju taman izgled (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978;
Sabelli Scanabissi & Trentini, 1979; Engelmann et al.,, 1997). Dakle u pocetnoj fazi razvica
¢elija folikula, citoplazma oocite se ne razlikuje mnogo od citoplazme pomoc¢nih celija (Slika
6a).

U narednoj fazi, svaka pomoc¢na celija se uvecava tri do Cetiri puta, dok oocita raste
sporije. Nukleolus oocite se uvecava oko cetiri puta, ali nukleus ostaje iste veliine. U
citoplazmi oocite se javljaju koncentricne membrane endoplazminog retikuluma, sli¢ne
uocenim u pomoc¢nim cCelijama. Prema tome, folikul se u pocetnim fazama uvecava zbog
ubrzanog rasta pomoc¢nih Celija, obrazuje ispupcenje u germinativnoj oblasti i na taj nacin
zapocinje formiranje folikularnog kanala (Slika 6b). PovrSinu rastucéeg folikula obavijaju male
somatske ¢elije koje formiraju jednoslojni epitel. Celije epitela folikula se u toku rasta folikula
dodatno izduZuju i zaravnjuju (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978; Sabelli Scanabissi &
Trentini, 1979).

Sledece faze odlikuje dodatno uvecéanje pomoc¢nih ¢elija Cija citoplazma je sada svetlija,
ali i dalje sa dosta ribozoma, sa mitohondrijama, i koncentricnim membranama
endoplazminog retikuluma koje postaju joS razvijenije. Matriks nukleusa pomoc¢nih ¢elija
postaje svetliji, sa karakteristicnim velikim brojem nukleolusa. U citoplazmi ovih celija je
pokazano prisustvo globula Zumanceta koje nastaju od glatkog endoplazminog retikuluma.
Tokom ovog perioda oocita se znacajno uvecava, ali je i dalje manja od pomoc¢nih ¢elija (Slika
6¢, d). Nukleus oocite se takode uvecava, dok nukleolus ostaje iste veli¢ine. Na nukleusnom
ovoju se javljaju kompleksi pora, a nukleoplazma zadobija granulisan izgled, sa razudenim
malim skupinama hromatina. Takode, i u citoplazmi oocite se javljaju globule Zumanceta, koje
okruZuje jedna ili viSe membrana endoplazminog retikuluma. Pojavom globula Zumanceta
oznacen je poletak vitelogeneze koja je dakle u pocetnim fazama endogena. Zumance oocite je
morfoloski slicno Zumancetu u pomo¢nim ¢elijama. U citoplazmi oocite se takode javljaju
grupe prstenastih lamela, uocene i u citoplazmi pomoc¢nih Celija (Trentini & Scanabissi Sabelli,
1978; Sabelli Scanabissi & Trentini, 1979).

Nakon Sto pomoc¢ne celije dostignu svoju maksimalnu velicinu (Slika 6d), oocita
nastavlja da se uvecava i pocCinje da potiskuje pomocne cCelije ka osnovi folikula. IzduZivanjem
folikularnog kanala, kada je folikul najviSe izloZzen prema hemocelu, na povrsini oocite se
formiraju mikrovili i na taj nacin zapocinje egzogena vitelogeneza (Tommasini & Scanabissi
Sabelli, 1992; Engelmann et al., 1997). Nakon sazrevanja, oocita se oslobada iz folikula, spusta
u folikularni kanal i potom diferencira u jajnu Celiju. Jaja se sakupljaju prvo u centralnom
uterusu, a nakon toga u jajnim kesama na modifikovanom jedanaestom paru torakopoda.
Oslobadanje jaja u spoljasSnju sredinu se odigrava pred presvlaCenje jedinki (Longhurst
1955b).

Na osnovu karakteristika uocenih svetlosnim mikroskopom (Longhurst, 1955b),
proces rasta folikula moZe da se podeli na nekoliko faza (Tabela 1).

Tabela 1. Faze rasta folikula (prema Longhurst, 1955b)

Folikul ,pupi” iz germinativne oblasti

Pocinje formiranje folikularnog kanala (,,grane” gonade)

Oocita se uvecava i postaje veca od tri pomocne cCelije zajedno
Uocavaju se granule Zumanceta. Oocita potiskuje pomoc¢ne ¢elije
Na obodu oocite se uo¢ava prostor bez Zumanceta

UL WIN =

Oocita je zrela. Pomocne cCelije su skoro potpuno potisnute
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Ultrastrukturne odlike pomo¢nih ¢elija i oocite su slicne u ranim fazama razvica,
verovatno zbog postojanja meducelijskih veza (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978; Sabelli
Scanabissi & Trentini, 1979). Ove veze ili omogucavaju sinhrono sazrevanje pomoc¢nih celija,
ili predstavljaju troficke veze putem kojih globule Zumanceta dospevaju u oocitu. Medutim,
kasnije je otkriveno da veze izmedu celija folikula nisu uvek prisutne. Kod vrste Lepidurus
apus lubbocki iz Italije, meducelijski mostovi se ne formiraju i deluje da su sve Cetiri cCelije
aktivne i tokom egzogene vitelogeneze, definisane od strane autora kao ,0ocite u razvijanju”
(Scanabissi & Mondini 2002a). Na kraju se jedna ¢elija diferencira u pravu oocitu, moguce ona
koja je najbliza hemocelu. UocCena ujednacenost (slicne Kkoncentricne membrane
endoplazminog retikuluma u citoplazmi, morfoloski slicno Zumance, grupe prstenastih
lamela), zajednicko poreklo celija folikula, kao i produZena aktivnost uoCena kod L. apus
lubbocki, ukazuju na to da su pomocne celije u stvari abortivne oocite, Sto se smatra
,primitivnom” odlikom. Znacajno je napomenuti i da je prvi put kod Arthropoda pokazano
prisustvo globula Zumanceta u citoplazmi pomoc¢nih celija (Trentini & Scanabissi Sabelli,
1978; Sabelli Scanabissi & Trentini, 1979; Engelmann et al., 1997).

1.4.3. Poreklo i formiranje omotaca jajne celije

Kao Sto je spomenuto, predstavnici Branchiopoda uglavnom naseljavaju efemerna
vodena staniSta. PreZivljavanje na ovakvom tipu staniSta omoguceno je formiranjem jaja sa
zaStitnim omotaCem (ciste, prema Dumont & Negrea, 2002; Brendonck et al., 2008). Ciste
predstavljaju glavnu adaptaciju koja, pored preZivljavanja, omoguéava i disperziju (Longhurst,
1955¢; Fryer, 1996). Unutar omotaca se nalazi embrion u razvojnoj dijapauzi, zaustavljen na
odredenom stupnju razvica. Da bi izbegli nepovoljne, i Cesto ekstremne, uslove na stanistu,
mirujuéi embrioni ulaze u kriptobiozu koja moZe da traje godinama ili ¢ak decenijama (Fryer,
1996; Clegg, 2001; Straka, 2004; Morotomi et al., 2004; Mitsumoto & Yahata, 2006; Brendonck
et al.,, 2008). Eksperimentalna ispitivanja su pokazala da embrion moZe da ude u kriptobiozu
na stupnju gastrule, naupliusa ili metanaupliusa (Tommasini et al., 1989; Fryer, 1996).

Omotaci jajnih celija (engl. eggshell) mogu da budu razli¢ite strukture - jednoslojni ili
sastavljeni od dva ili vise slojeva. Nekada su sa izrazenom ornamentacijom na povrsini koja
moZe da posluzi kao taksonomski karakter, ali se kod nekih vrsta javljaju intraspecijske
razlike u zavisnosti od geografskog regiona (Thiéry & Gasc, 1991; Dobrynina, 2011; Czyz et al.,
2016). Nije poznato koji faktori uticu na oblikovanje spoljasnjeg sloja omotaca, mada neki
podaci ukazuju da ornamentacija moZzda ima ulogu u odbrani jaja od predatora (Dumont et al,,
2002) i da pomaZe da se jaja zakace jedna za druge, kao i za supstrat (Dobrynina, 2011).
Vecina omotaca jajnih celija ima sloj ispunjen alveolama koji moze biti razli¢ite debljine i ima
viSe uloga: omogucava aeraciju embriona, pruza zastitu od mehanickih, fizickih i hemijskih
stresora, i omogucava lakSe plutanje jaja u vodi (Anderson et al,1970; Dobrynina, 2011;
Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1989; Scanabissi & Mondini, 2000a). Prema nacinu nastanka,
omotaci jajnih Celija se dele na primarne, sekundarne i tercijarne. Primarni omota¢ formira
sama oocita po zavrSetku sazrevanja, procesom egzocitoze. Sekundarne omotace formiraju
folikularne celije koje okruZuju oocitu, dok tercijarni omotaci nastaju tokom prolaska zrele
oocite kroz reproduktivni sistem Zenke (Mazzini et al., 1984). Omotac jajne Celije vecline
filopodnih rakova je tercijaran, debeo i viSeslojan, sa izrazenim alveolarnim slojem.

Poreklo, struktura i nacin formiranja omotaca jajnih celija prouceni su kod vise
predstavnika Branchiopoda, ukljucujuci i vrste oba roda Notostraca, i to na nivou svetlosne
mikroskopije, kao i transmisione i skening elektronske mikroskopije (Anderson et al.,1970;
Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982; Mazzini et al., 1984; Tommasini et al., 1989; Tommasini &
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Scanabissi Sabelli, 1989; Scanabissi & Mondini, 2000a; Scanabissi & Mondini 20023;
Mitsumoto & Yahata, 2006). Detaljan opis formiranja omotaca jajnih ¢elija Notostraca opisan
je na primeru vrste Triops cancriformis (Tommasini et al.,, 1989). Naveden omotac predstavlja
tercijarni omotac jer nastaje od materijala koji luce celije folikularnih kanala gonade.
Spustajuci se niz reproduktivne kanale, zrele oocite se potpuno obavijaju ovim materijalom
(Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982). Omotac je u poCetku kompaktan, glatke povrsine (Slika
7a), a ve¢ u sledecoj fazi se uocavaju dva sloja, spoljasni deblji i unutrasnji tanji sloj (Slika 7b).

Slika 7. Formiranje tercijarnog omotaca jajne Celije vrste Triops cancriformis. a) jednoslojni omotac; b)
formiranje unutraSnjeg sloja; c) troslojni omotac. Skracenice: SS - spoljasnji sloj; AS -
alveolarni sloj; US - unutras$nji sloj (prema Tommasini et al., 1989).

Dalje strukturne promene obuhvataju formiranje brojnih dubokih kratera koji se
otvaraju na povrSini omotaca, kao i istovremeno formiranje velikog broja alveola u
spoljasnjem sloju. Alveole se formiraju od povrSine prema unutrasnjosti i kao rezultat ovog
procesa dolazi do znatnog uvecanja debljine omotaca. Formiranjem alveolarnog sloja, krateri
se potiskuju i otvori se zadrZavaju samo na povrSini, u sada ve¢ novom spoljaSnjem
perforiranom sloju. Na opisan nacin se uspostavlja troslojna strukturna organizacija omotaca
jajne Celije. Omotac se dakle sastoji od tankog spoljasnjeg sloja sa porama, alveolarnog sloja, i
unutrasnjeg kompaktnog sloja na koji nisu uticale prethodno opisane promene (Slika 7c).
Smatra se da vazduh ulazi kroz otvore kratera Kkoji se pojavljuju na pocetku formiranja
alveolarnog sloja, prolazi u kompaktni sloj, a kasnije se krece kroz pore koje se zadrzavaju na
povrsini i kroz otvore izmedu komora alveolarnog sloja (Tommasini et al., 1989). Prema ovim
autorima, ispod unutrasnjeg sloja omotaca se jasno uocava kutikularna membrana embriona.

1.4.4. Dijapauzirajuca jaja (ciste) i kriptobioza

Keilin (1959) je klasifikovao dijapuzu kao hipometabolicko stanje, odnosno stanje u
kom je metabolicka aktivnost smanjena u odnosu na normalnu vrednost. Isti autor je
predloZio termin kriptobioza, tj. ,latentni Zivot”, kako bi definisao stanje u kom metabolicka
aktivnost postaje teSko merljiva ili se reverzibilno zaustavlja (ametabolizam). Oba stanja
mogu da se grupiSu pod zajednicki naziv - hipobioza, suprotno od ,aktivnog Zivota” (Keilin,
1959). Razliciti oblici hipobioze mogu da nastupe kao posledica dehidratacije (anhidrobioza),
niske temperature (kriobioza), visoke koncentracije soli (osmobioza), niske koncentracije
kiseonika (anoksibioza), ili kombinacijom navedenih nepovoljnih uslova (klasifikacija prema
Keilin, 1959).

Dijapauza se u grupi Branchiopoda uvek javlja na stadijumu jajeta i smatra se da ima
veliki ekoloSki i evolucioni znacaj (Fryer, 1996). Postepenim smanjivanjem stope
metabolizma do nivoa koji se tesko detektuje, mirujué¢i embrioni u jajetu (incistirani
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embrioni) mogu da udu u kriptobiozu i postanu otporni na ekstremno nepovoljne uslove, kao
Sto su dugotrajna anoksija (Clegg, 1994, 1997; Clegg et al., 1994, 1999), visoke i niske
temperature (Carlisle, 1968; Fryer, 1996; Hann & Lonsberry, 1991; Clegg & Jackson, 1992;
Dobrynina, 2011; Ito et al, 2013), dehidratacija (Hann & Lonsberry, 1991; Clegg, 2005),
delovanje digestivnih enzima (Horne, 1966), kontaminiranje Zivotne sredine toksikantima
(Dobrynina, 2011) i slitno. Generalno, kapacitet za prezivljavanje nepovoljnih uslova na
stanistu je blisko povezan sa tipom omotaca koji okruZuje jaje, kao i njegovom posebnom
arhitekturom (pregledno u Mazzini et al, 1984), ali vaznu ulogu imaju i biohemijski
mehanizami ukljuc¢eni u sticanje otpornosti dijapauziraju¢ih jaja. Zastitna uloga omotaca
jajnih celija Branchiopoda, kao i biohemijska osnova kriptobioze, najviSe su proucavani u
grupi Anostraca, zbog izuzetno lakog gajenja ovih raci¢a u laboratoriji i karakteristika koje ih
svrstavaju u grupu ekstremofila (Browne, 1992; Clegg, 2005). Predmet istraZivanja su bile i
neke odlike kriptobioze u grupi Notostraca (Hann & Lonsberry, 1991; Morotomi et al., 2004;
Hengherr et al,, 2011; Ito et al., 2013).

Debeli omota¢ oko jajeta predstavlja biofizicku adaptaciju koja omogucava zaStitu
incistiranog embriona od mehanickih povreda (Clegg, 2005), UV zracenja (Tanguay et al,
2004), kao i od isuSivanja (Hann & Lonsberry, 1991; Clegg, 2005). Smatra se da celokupni
motac¢ ima Kkriticnu ulogu u toleranciji isuSivanja, dok zaStitu od UV zracenja omogucava
spoljasnji sloj omotaca. Pored biofizickih adaptacija, jaja Branchiopoda poseduju i niz
biohemijskih adaptacija. U grupi Anostraca, disaharid trehaloza predstavlja vaZan supstrat za
dobijanje metabolicke energije i organskog ugljenika tokom razvi¢a incistiranih embriona.
Medutim, pokazano je da u slucaju aerobnog toplotnog stresa, kao i tokom anhidrobioze,
dolazi do sinteze velikih koncentracija trehaloze koja ima i zastitnu ulogu (Clegg & Jackson,
1992; Clegg, 2005). Trehaloza pripada grupi polihidroksilnih jedinjenja, oznacenih kao
kompatibilni osmoliti ili osmoprotektanti, koji smanjuju osmotski potencijal ¢elija i imaju
slicnu ulogu kao molekulski Saperoni (Clegg, 2001). Za ovakva jedinjenja neproteinske
prirode predloZen je naziv hemijski Saperoni (Welch & Brown, 1996). Trehaloza i sli¢na
jedinjenja mogu da ucestvuju u ponovnom pravilnom savijanju proteina posle termalne
inaktivacije, kao i da stabilizuju membrane i proteine u stanju dehidratacije. Prema hipotezi
zamene vode, disaharidi tokom dehidratacije formiraju vodonicne veze sa polarnim grupama
makromolekula (direktna interakcija) i na taj nacin odrzavaju sli¢no fizicko stanje proteina i
membrana, kao i u prisustvu vode (Crowe et al., 1998b). Prema alternativnom videnju, tokom
anhidrobioze se formiraju staklaste formacije unutar ¢elija koje mogu u potpunosti da
stabilizuju membrane i proteine (Crowe, 1998a). Ova pojava je poznata kao vitrifikacija,
odnosno ,ostakljivanje” ¢elija. Nastala bioloska ,Se¢erna” stakla imaju sposobnost da omoguce
hemijsku stabilnost, odnosno da usporavaju ili ¢ak zaustave hemijske reakcije, ¢ime se
izbegavaju Stetne interakcije unutar Celija. Verovatno je da su oba deSavanja neophodna za
preZivljavanje dugotrajne anhidrobioze.

Druga grupa jedinjenja koja ima vaznu ulogu tokom trajanja kriptobioze su proteini.
Kod roda Artemia (Anostraca) su identifikovani protein p26, artemin, kao i dva proteina
toplotnog stresa (engl. heat shock protein) — hsp70 i hsp90. Protein p26 ¢ini oko 15% ukupnih
proteina incistiranih embriona (ne raCunaju¢i proteine Zumanceta) i u toj fazi je prisutan u
najvecoj koli¢ini. Pokazano je da funkcioniSe kao molekulski Saperon tokom anoksije i
toplotnog stresa, odnosno da Stiti Celije tako Sto ograni¢ava denaturaciju i agregaciju proteina
izazvanu stresom i pomaze njihovo ponovno savijanje u nativnu konformaciju, tj. u bioloski
aktivan oblik (Clegg et al., 1994; Liang et al., 1997a, b; Tanguay et al., 2004). Protein p26
pripada grupi malih proteina toplotnog stresa, iz alfa-kristalin familije (Liang 1997 et al,, a, b).
Sinteza ovog proteina nije uzrokovana stresom, vec¢ je programirana u razvice embriona koji
ulaze u dijapauzu, dok se vecina trehaloze sintetiSe nakon oslobadanja dijapauzirajucih jaja
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(Clegg et al., 1999). Pokazano je da trehaloza i p26 protein mogu da deluju sinergisticki u toku
i nakon toplotnog stresa (Viner & Clegg, 2001).

U grupi Notostraca za sada nisu pronadeni navedeni proteini prisutni kod Anostraca
(Morotomi et al.,, 2004), kao ni narocito visoka koncentracija trehaloze, ali je kod tri vrste
Triops utvrdeno da su isuSene ciste u staklastom stanju, odnosno da se formiraju bioloska
stakla (Hengherr et al., 2011). UspeSna anhidrobioza je moguca ¢ak i bez prisustva trehaloze,
kako je pokazano kod rotifera (Lapinski & Tunnacliffe, 2003; Tunnacliffe et al., 2005). Sasvim
je moguce da postoji viSe razlicitih strategija za ostvarivanje otpornosti na dehidrataciju,
mada potencijalno uceSc¢e trehaloze i hipoteza zamene vode nisu sasvim iskljuceni kod
Notostraca. Ulogu tokom anhidrobioze moZda imaju obilni proteini kasne faze embriogeneze,
poznati kao LEA proteini (engl. late embryogenesis abundant proteins). Ovi proteini su prvi put
otkriveni u semenima, a javljaju se i kod biljaka i kod Zivotinja. Struktura i moguce uloge LEA
proteina utvrdene su primenom bioinformatickih alatki (Wise, 2002, 2003). LEA proteini
predstavljaju veoma hidrofilne i nativho neuvijene proteine, odnosno pripadaju grupi
»sustinski neuredenih” proteina (Wise & Tunnacliffe, 2004). Struktuiranost LEA proteina se
povecava u uslovima dehidratacije, kada i ostvaruju svoje viSestruke funkcije. Imaju ulogu u
sticanju tolerancije i otpornosti na dehidrataciju, smrzavanje i osmotski stres, zatim Stite
proteine pri smrzavanju i isuSivanju, a moguce je i da se ponasaju kao ,molekulski Stitovi”
(engl. molecular shields), odnosno da, stvarajuci efekat ,guzve”, smanjuju interakcije u celiji
tokom dehidratacije (Goyal et al., 2005a; Tunnacliffe & Wise, 2007; Tunnacliffe et al., 2010).
Takode, pokazano je da mogu da stabilizuju bioloSka stakla (Shimizu et al.,, 2010). Prisustvo
LEA proteina je zabeleZeno kod Anostraca (Hand et al., 2007, Moore et al., 2016), a u malim
koli¢inama se javljaju i npr. kod tardigrada, kod kojih se takode formiraju bioloska stakla i
trehaloza je prisutna samo u niskim koncentracijama (Hengherr et al., 2009; Forster et al,,
2009). Moguce je da se kod Notostraca javljaju slicni mehanizmi odbrane od dehidratacije, ali
ovu ideju je potrebno dalje istraziti. Nakon $to uspesno udu u anhidrobiozu, jaja Notostraca
postaju mnogo otpornija na visoke temperature (Carlisle, 1968; Hengherr et al., 2011; Ito et
al,, 2013).

1.4.5. Morfoloska grada muskih gonada Notostraca

Parne gonade muzjaka Notostraca (testisi) nalaze se u oblasti hemocela, pri¢vrS¢ene za
miSice telesnog zida i postavljene sa obe strane crevnog kanala (Wingstrand, 1978; Dumont &
Negrea, 2002). Testisi su izduZeni i pruZaju se od pocetnog dela toraksa do abdominalnih
segmenata. Svaki testis ima tubularnu, reznjevitu i veoma razgranatu gradu. Izuvijani reZnjevi
testisa se pruZaju dorzolateralno i zauzimaju veliku zapreminu u toraksu (Slika 8).
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Slika 8. Sematski prikaz grade testisa Notostraca na frontalnom preseku toraksa. Skraéenice: uk -
uzduzni kanal testisa; rt - reznjevi testisa; ck - crevni kanal; s - segment toraksa; tk -
testikularni kanali¢i; 11. tp - osnova 11. torakopode; gr - glaveni region. Crtez: 1. Saganovic.

DuZ svakog testisa se pruZza glavni kanal kojim se spermatozoidi izbacuju u spoljasnju
sredinu, putem gonopora koje se nalaze u osnovama jedanaestog para torakalnih ekstremiteta
(Longhurst, 1955b; Wingstrand, 1978). Kanali¢i (tubule) testisa su obavijeni omotacem i
sastoje se od zida i lumena koji se uglavnom jasno uocava. U zidu kanali¢a se nalaze somatske
Celije nepravilnog oblika, i germinativne celije u razli¢itim fazama deobe. Krupne somatske
Celije se pruZaju od omotaca testikularnog kanali¢a do apikalne povrSine zida, gde obrazuju
ivice lumena kanala.

1.4.6. Osnovne odlike spermatogeneze

Nakon opsezne uporedne studije u okviru koje su izucavane odlike spermatogeneze i
ultrastrukturna grada spermatozoida raci¢a iz klase Branchiopoda (Wingstrand, 1978),
analizirane su razli¢ite odlike muskog reproduktivnog sistema Notostraca i Spinicaudata
(Engelmann et al,, 1996, 1997; Scanabissi Sabelli & Tommasini, 1994; Scanabissi & Mondini
2000b; Scanabissi & Mondini 2002b; Scanabissi et al., 2005, 2006b).

U grupi Branchiopoda se javljaju tri razli¢ita tipa spermatogeneze u zavisnosti od
mesta sazrevanja spermatida (Wingstrand, 1978). Prvi tip podrazumeva sazrevanje
germinativnih celija u cistama. Spermatide koje su u procesu sazrevanja formiraju
multicelularna gnezda unutar zida testisa, u proSirenjima meducelijskog prostora nalik na
ciste. Spermatide unutar ciste testisa sinhronizovano sazrevaju i verovatno sve poti¢u od
jedne germinativne Celije. Po sazrevanju, ciste se otvaraju u lumen testisa i spermatozoidi se
oslobadaju (Slika 9A). Nekada se u lumenu mogu nadi i nezreli germinativni elementi, kao
spematocite i spermatide. Ovaj tip spermatogeneze je tipican za grupu Anostraca, neke
Cladocera, kao i za grupu Notostraca. Kod sledeeg tipa spermatogeneze, sazrevanje se
odigrava u lumenu testisa. Zid testisa je prilicno nerazvijen, Cesto spljoSten u nekim delovima.
Ne formiraju se ciste, pa se spermatide, i delimi¢no spermatocite, oslobadaju u lumen gde
sazrevaju (Slika 9B). Ovaj tip spermatogeneze se javlja kod ,Conchostraca” (Laevicaudata,
Spinicaudata i Cyclestherida) i nekih Cladocera. Tre¢i tip spermatogeneze podrazumeva
sazrevanje unutar vakuola. Tokom spermatogeneze, ogromne somatske celije obuhvataju
spermatide, u procesu slicnom fagocitozi, i spermatide zatim sazrevaju unutar ,privatnih”
vakuola u citoplazmi somatskih ¢elija. Zreli spermatozoidi se procesom egzocitoze oslobadaju
u lumen testisa (Slika 9C). Ovaj tip spermatogeneze se javlja jedino kod (ve¢ine) Anomopoda
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iz grupe Cladocera. Smatra se da su prva dva navedena tipa spermatogeneze blisko povezani i,
s obzirom da se javljaju u vecini grupa, ,primitivni” za Branchiopoda. Sazrevanje spermatida
unutar intracelularnih vakuola je retkost u Zivotinjskom svetu.

Slika 9. Osnovni tipovi spermatogeneze Branchiopoda. A) sazrevanje u cistama; B) sazrevanje u
lumenu; C) sazrevanje u vakuolama. Skracenice: ot - omotac testisa; It - lumen testisa; cis -
ekstracelularna cista; zcis - zrela cista koja se otvara u lumen testisa; g - gonija; spc -
spermatocite; spd - spermatide; spz - spermatozoidi; s¢ - somatska c¢elija; js¢ - jedro
somatske ¢elije; vk - intracelularna vakuola sa zrelim spermatozoidom; fspd - fagocitirana
spermatida (prema Wingstrand, 1978).

Spermatozoidi Branchiopoda pokazuju neke specifi¢ne odlike u odnosu na uobicajeno
shvatanje muskih polnih celija (Wingstrand, 1978). Branchiopoda imaju okruglaste ili
izduZene spermatozoide, bez flagela i akrozoma, i sa jasno uocljivim nukleusom koji je
uglavnom obavijen nukleusnim ovojem. U citoplazmi spermatozoida se nalaze mitohondrije,
mada kod nekih vrsta mitohondrije mogu da budu male ili izmenjene, pa i da izostaju. Dve
centriole su uvek prisutne u spermatidama i oCuvane u spermatozoidama nekih grupa
(Anostraca, Notostraca i ,Conchostraca”). lako flagele nisu prisutne, verovatno je vecina
spermatozoida sposobna za neku vrstu ameboidnih pokreta, ali ne bi mogli da se okarakterisu
kao pokretljive Celije. Dok su jo$ u kanalima gonada, mnogi spermatozoidi obrazuju pruzajuce
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nastavke nalik na pseudopodije (Wingstrand, 1978; Scanabissi & Mondini 2002a; Scanabissi
etal., 2005).

U grupi Notostraca, somatske ¢elije zida kanali¢a se jasno raspoznaju jer pokazuju veéu
elektronsku gustinu. U citoplazmi somatskih celija se nalazi granulisan endoplazmin
retikulum, veliki broj slobodnih ribozoma, i elektronski gusto izduZeno jedro sa velikim
nukleolusom (Scanabissi & Mondini 2002b; Scanabissi et al., 2005). U bazalnom delu zida
testikularnih kanali¢a rasporedene su krupne spermatogonije. Citoplazmu ovih Ccelija
karakteriSe veliki broj ribozoma, granulisani endoplazmin retikulum i veliki nukleus sa
razudenim hromatinom (Engelmann et al., 1997). Spermatocite su rasporedene bliZe lumenu i
imaju svetliju, finije granulisanu citoplazmu, i jedro sa naznakama mejoticke deobe
(Engelmann et al., 1997; Scanabissi et al., 2005). Rastom spermatocita nastaju spermatide cije
sazrevanje se odvija unutar cisti, smeStenih u intercelularnom prostoru u zidu testisa.
Citoplazma ranih spermatida sadrZi slobodne ribozome i granulisani endoplazmin retikulum.
Ove organele se tokom sazrevanja spermatida izgube (Wingstrand, 1978; Scanabissi &
Mondini 2002b), mada je pokazano da se nekad zadrZavaju tokom svih faza sazrevanja
(Engelmann et al., 1997). Zreli spermatozoidi se oslobadaju u lumen testikularnih kanali¢a i
predstavljaju okruglaste celije jednostavne grade, dijametra 4-6 pm. Jedro spermatozoida je
smanjeno u odnosu na dijametar jedra ostalih germinativnih ¢elija i uglavnhom poseduje
nukleusni ovoj (Wingstrand, 1978; Scanabissi et al., 2005), ali ponekad moZe biti i bez ovoja
(Engelmann et al, 1997). U citoplazmi spermatozoida se nalazi nekoliko izduZenih
mitohondrija, kao i par centriola u blizini nukleusa (Wingstrand, 1978; Engelmann et al,,
1997). Spermatozoidi roda Lepidurus su pravilnijeg oblika u odnosu na spermatozoide roda
Triops. Takode, citoplazma je finije granulisana i bez endoplazminog retikuluma, dok se u
»Zrnastoj” citoplazmi spermatozoida raci¢a roda Triops javlja i mali broj cisterni glatkog
endoplazminog retikuluma.

1.5. Seksualni sistem i reprodukcija Notostraca

MuZjaci Notostraca mogu da se identifikuju prema odsustvu jajnih kesa na
jedanaestom paru torakopoda, kao i npr. na osnovu morfoloskih odlika karapaksa i, u slucaju
roda Lepidurus, odlika kaudalne lamine (Linder, 1952; Longhurst, 1955a; Stephan, 2008;
Saganovi¢ et al., 2017). Prou¢avanjem ponasanja jedinki, uo¢eno je da su muzjaci aktivniji od
Zenki i da pokazuju specificno ponasanje prilikom parenja (Engelmann et al., 1996; Stephan,
2008; Lakka, 2015). Medutim, Zenke i hermafroditne jedinke ne mogu da se razlikuju prema
spoljasnjoj morfologiji i ponaSanju, iako histoloSke analize gonada hermafrodita pokazuju
prisustvo testikularnih vezikula, tj. prisustvo ovotestisa. Takode, hermafroditne jedinke mogu
da produkuju vijabilna jaja prilikom gajenja u izolaciji (Bernard, 1891; Longhurst, 1954,
1955b; Sassaman, 1991).

Longhurst (1955a) je opisao reprodukciju vrste Triops cancriformis kao ,kompleksnu
situaciju”. Izvesno je da slicno moZe da se kaZe za reprodukciju u okviru ¢itavog reda
Notostraca. Izuzetna morfoloSka stabilnost koja karakteriSe predstavnike ove grupe nije u
skladu sa mnos$tvom prisutnih nacina reprodukcije, sa razlikama koje se javljaju na
intraspecijskom i interspecijskom nivou (Mathers et al,, 2013). Populacije Notostraca mogu da
se sastoje od gonohorista, sa varijabilnim udelom polova koji moZe da bude skoro jednak ili
znacajno pomeren u Kkorist jednog pola (Zaffagnini & Trentini, 1980; Sassaman, 1991;
Engelmann et al., 1996; Sassaman et al., 1997). Javljaju se hermafroditizam (Bernard, 1891,
1896; Longhurst, 1955b; Wingstrand 1978) i partenogeneza (Trentini & Scanabissi Sabelli,
1978; Sabelli Scanabissi & Trentini, 1979; Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982; Scanabissi &
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Mondini 2002a), a u grupi je poznata i androdioecija (AD) - retka pojava koja podrazumeva
prisustvo hermafroditnih jedinki i muzjaka u populaciji (Pannell, 2000, 2002; Weeks et al.,
2006a). Smatra se da AD predstavlja fazu pri prelasku iz gonohorizma (dioecije) u
hermafroditizam, i obrnuto, i da je evoluirala u svrhu osiguravanja reprodukcije kod vrsta
koje karakteriSe fluktuiraju¢a gustina populacija (Weeks et al, 2006a). S obzirom da se
muZzjaci u AD populacijama nekad javljaju sa izuzetno niskom ucestaloS¢u, definisanje
populacije kao hermafroditne zahteva ispitivanje velikih uzoraka populacije (Sassaman, 1991;
Zierold et al.,, 2007; Mathers et al., 2013). Postoje podaci npr. da je pronadeno samo osam
muzjaka vrste L. apus na svakih hiljadu Zenki (Heidecke & Neumann, 1987, strana 117).
Slicno, Linder (1952) je naveo podatke o nemackim populacijama vrste T. cancriformis,
uzorkovanim u periodu izmedu 1857. i 1869, u kojima nije pronaden nijedan muZzjak medu
pribliZzno 9000 pregledanih Zenki (strana 13). Niska ucestalost muzjaka je prijavljena i za
populacije drugih vrsta Notostraca (Engelmann & Hahn, 2005; Golzari et al., 2009; Wojtasik &
Brytka-Wotk, 2010). Udeo muZjaka u androdioecijskim populacijama Notostraca moZe da se
krece od oko 28% do 0% (Sassaman, 1991, Sassaman et al, 1997). Ocekivan udeo
reproduktivno zrelih muzjaka u AD populaciji u ravnotezi zavisi od faktora kao Sto su
relativan fekunditet muZjaka u odnosu na hermafrodite, stopa samooplodnje, nivo inbriding
depresije, kao i relativna verovatnoca preZivljavanja do reproduktivne zrelosti
hermafroditnih jedinki u odnosu na muZzjake (Pannell, 2002).

1.5.1. Partenogeneza i hermafroditizam/androdioecija u grupi Notostraca

Smatra se da je gonohorizam predacki nacin reprodukcije Notostaca (Zierold et al.,
2007; Mathers et al, 2013), sa priblizno jednakim udelom polova i ukrStanjem Kkoje je
neophodno za polaganje vijabilnih jaja (Korn et al., 2006). Seksualni sistem Notostraca moze
da se okarakteriSe kao veoma nestabilan, sa ponavljaju¢im prelascima u toku evolucije iz
gonohorizma u hermafroditizam/androdioeciju i obrnuto. Ova nestabilnost je odrZavana
najmanje 250 miliona godina, kada se procenjuje nastanak dva recentna roda - Triops i
Lepidurus (Mathers et al.,, 2013). SloZena ispitivanja genetickih odlika evropskih populacija
roda Triops su ukazala na vezu izmedu pojavljivanja samo-kompatibilnih nac¢ina reprodukcije
i kolonizacije u postglacijalnom periodu (Korn et al,, 2006; Zierold et al., 2007).

Dugo su bila podeljena miSljenja o nacinu reprodukcije uniseksualnih evropskih
populacija T. cancriformis (Bernard, 1891). Nakon perioda tokom kog je dominantno misljenje
bilo da se razmnoZavaju partenogenetski, histoloSkim analizama gonada ,Zenki” iz severnih
delova distribucije je pokazano prisustvo testikularnih lobusa, odnosno postojanje ovotestisa
(Bernard, 1891, 1896; Longhurst, 1955b; Wingstrand 1978; Zaffagnini & Trentini, 1980).
Ovim radovima je zapocela ,renesansa teorije hermafroditizma” (Engelmann & Hahn, 2005).
Prisustvo ovotestisa, tj. samo-kompatibilnih hermafrodita, je otkriveno i kod drugih vrsta
Notostraca. Medutim, Zaffagnini & Trentini (1980) su smatrali da se kod T. cancriformis javlja
rudimentni hermafroditizam. Ovi autori su raspored evropskih populacija date vrste oznacili
kao primer geografske partenogeneze: populacije koje naseljavaju juzne delove imaju
priblizno jednak broj muZjaka i Zenki, dok se idu¢i ka severu broj muZjaka smanjuje i u
severnim delovima distribucije, populacije su bez muzjaka i jedinke sa ovotestisima se
razmnozavaju automikti¢nom partenogenezom. Sli¢no, i Trentini & Sabelli Scanabissi (1982)
su sumnjali u mogu¢nost funkcionalnog hermafroditizma, iako su uocili testikularne lobuse u
gonadama Zenki, ali ne i spermatozoide. Wingstrand (1978) je izuCavajuci ultrastrukturne
odlike gonada hermafroditnih jedinki odredenih vrsta prijavio veliki stepen degeneracije
spermatozoida, dovodeci u pitanje bioloski znacaj uocenih testikularnih lobusa. Takode,
otkrivene biseksualne populacije T. cancriformis na severu Nemacke, sa Zenkama bez
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ovotestisa i retkim muZjacima, ukazale su na mogucu partenogenetsku reprodukciju
(Engelmann et al, 1996, 1997). Nakon ovih otkri¢a, hipoteza partenogeneze u grupi
Notostraca je ponovo dobila na znacaju.

Androdioecija (AD) je osim kod Notostraca utvrdena i kod Spinicaudata. Jedan od
najpoznatijih i najviSe proucavanih primera kod ove grupe je androdioecija vrste Eulimnadia
texana, a kasnije je utvrdeno da je AD Siroko zastupljena u rodu Eulimnadia (Sassaman &
Weeks, 1993; Pannell, 2002; Weeks et al., 2005; Weeks et al., 2006a; Weeks et al., 2010). U
grupi Notostraca, AD je prisutna i kod vrsta roda Triops i kod vrsta roda Lepidurus (npr.
Longhurst 1954, 1955b; Sassaman, 1991; Murugan et al, 2009; Macdonald et al. 2011).
Androdioecijske populacije se sastoje od muZjaka i dva tipa geneticki razli¢itih samo-
kompatibilnih hermafrodita. Pol je i kod Eulimnadia i kod Notostraca geneticki odreden, sa
ZW hromozomskim sistemom (Sassaman, 1991; Sassaman & Weeks, 1993; Weeks et al., 2010,
Mathers et al, 2015). U AD populaciji, amfigeni¢ni hermafroditi imaju ZW genotip,
monogenicni hermafroditi WW genotip, dok su muzjaci recesivni u odnosu na hermafrodite i
imaju ZZ genotip. U populaciji se javlja meSovit nacin reprodukcije, odnosno samo-
kompatibilni hermafroditi vrSe samooplodnju i ukrstaju se sa muzjacima iz populacije (Pannel
2000, 2002, Weeks et al., 2006a). Prema teorijskim modelima, evolucija androdioecije je malo
verovatna u jedinstvenoj i stabilnoj populaciji. Medutim, u izdeljenoj metapopulaciji, sa
ponavljaju¢im lokalnim ekstinkcijama i rekolonizacijom, androdioecija moZe da se javi pod
posebnim uslovima. Samo-kompatibilni hermafroditi sa pretezno Zenskom funkcijom se
selektuju radi osiguravanja reprodukcije i ukoliko stopa samooplodnje opada sa rastom
populacije, odnosno kada se povecavaju prilike za ukrstanje, muZjaci mogu da nastane lokalnu
populaciju i da se proSire u metapopulaciji hermafrodita (Pannell, 2000, 2002). Ukoliko AD
evoluira od dioecijskih prekursora, hermafroditni mutanti se verovatno cesc¢e formiraju od
Zenki, kod kojih se javlja mutacija za proizvodnju male koli¢ine spermatozoida, nego od
muzjaka, koji bi u tom slucaju trebalo da razviju Zenske funkcije kao Sto su krupne jajne celije
sa omotacem i Cesto i pomoc¢ne strukture, kao npr. jajne kese ili leZajne komore (Weeks et al,,
2006a). MorfoloSki dimorfizam koji postoji izmedu hermafrodita i muZjaka E. texana
onemogucava da se hermafroditi medusobno ukrstaju, ve¢ se ukrsStanje odigrava jedino putem
muzjaka (Weeks et al, 2006a; Pannell, 2002). Kod Notostraca se navodi i mogucénost
medusobnog ukrs$tanja hermafrodita, ali potrebna su dodatna istraZivanja koja bi ovo
potvrdila (Horn et al., 2014). S obzirom na retko pojavljivanje u prirodi, smatra se da
androdioecija nije stabilna i da predstavlja prelazni seksualni sistem. Medutim, podaci za
Eulimnadia ukazuju da se u ovom rodu AD odrzava 24-180 miliona godina (Weeks et al,,
2006c). Stabilna AD Eulimnadia je u suprotnosti sa nestabilnim seksualnim sistemom
Notostraca. Ove razlike su iznenaduju¢e s obzirom da obe grupe branhiopodnih raci¢a
naseljavaju barice sa slicnim ekoloSkim osobinama, Cesto i koegzistiraju, i imaju sli¢ne
osobine Zivotne istorije (Mathers et al.,, 2013). Pretpostavlja se da kod Eulimnadia postoje
razvojna ogranicenja za evoluciju iz AD u populaciju samo-kompatibilnih hermafrodita koji bi
imali razvijene sve specijalizovane odlike muzjaka, kao npr. hvataljke kojima se muZjaci
tokom parenja kace za karapaks hermafrodita (Weeks et al., 2006a). Takode, postavljen je
model prema kom inbriding depresija, koja poti¢e od genetickog opterecenja vezanog za W
polni hromozom, moZe da objasni dugotrajno odrZavanje AD kod Eulimnadia (Pannell, 2008).

Nema mnogo podataka o nacinu reprodukcije vrste L. couesii. Prema prvobitnim
podacima, populacije se sastoje od priblizno jednakog broja muZzjaka i Zenki (Packard, 1875).
Navodno gonohorna populacija L. couesii je pronadena na Siciliji (Margraf & Maass, 1982;
Mathers et al.,, 2013).
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1.6. Fenomen alometrije

[zuzetnu vaZnost u studijama evolucione i razvojne biologije ima koncept alometrije
(Klingenberg, 2016). U Sirem smislu, alometrija opisuje promene osobina koje su uslovljene
promenom veli¢ine (Gould, 1966; Shingleton, 2010; Klingenberg, 2016). Pojam alometrija
moZe da se odnosi na vezu ,bioloskog skaliranja” i morfoloskih, fizioloskih, ekoloskih osobina,
kao i osobina ponasanja (Klingenberg, 1998; Shingleton, 2010). U slucaju kada se razmatra
neka morfoloska celina, alometrija moZe da se definiSe kao zavisnost (odnos) njene velicine i
oblika (Gould, 1966; Shingleton et al., 2007; Klingenberg, 1998; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013;
Mitteroecker et al., 2013). Ukoliko se morfoloska celina uvec¢ava proporcionalno sa rastom
tela, njen oblik se ne menja i odnos veli¢ine i oblika se oznacava kao izometrija (Shingleton,
2010; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013).

Koncept alometrije se menjao i proSirivao u odnosu na pocetnu postavku, paralelno sa
razvijanjem razli¢itih nacina za procenu morfoloske varijabilnosti (Klingenberg, 1998, 2016;
Gayon, 2000; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013). Kao rezultat, nastajale su i nove metode za analizu
alometrijskih odnosa. U zavisnosti od izvora variranja velic¢ine i oblika, odnosno od nivoa na
kom se analiziraju alometrijski odnosi, alometrija moZe da se klasifikuje na staticku,
ontogenetsku i evolucionu (Cock, 1966; Klingenberg, 1996, 1998; Shingleton et al.,, 2007;
Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013). Staticka alometrija opisuje alometrijske odnose izmedu jedinki koje
su na istom razvojnom stupnju i pripadaju istoj vrsti (npr. na nivou populacije). Ontogenetska
alometrija, odnosno alometrija rasta, predstavlja promene u obliku i veli¢ini koje se javljaju
tokom rasta jedinki. Evoluciona alometrija (filogenetska alometrija) prati alometrijske odnose
izmedu jedinki na istom razvojnom stupnju koje pripadaju razli¢itim vrstama, odnosno
alometriju tokom evolucije grupa. Empirijski podaci ukazuju da navedeni tipovi alometrije
Cesto, ali ne obavezno, pokazuju slicne obrasce (Klingenberg, 1998; Shingleton et al., 2007;
Shingleton, 2010). Ova povezanost postoji jer staticka i evoluciona alometrija nastaju kao
posledica promena alometrijskih odnosa karakteristicnih za odredenu fazu ontogenetskog
razvi¢a, odnosno zbog postojanja varijabilne stope rasta tokom individualnog razvic¢a
(Shingleton et al., 2007; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013).

Alometrija je Cesto jedan od glavnih faktora koji doprinosi morfoloSkoj varijabilnosti,
oslikavaju¢i variranje velicine morfoloSkih celina (Klingenberg, 1996, 2010, 2016). Na ovaj
nacin, alometrija moze da utice na morfolosku evoluciju, odnosno da predstavlja vazan
evolucioni faktor (Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013). S obzirom da se promene u veli¢ini odigravaju na
nivou svih delova organizma, alometrija moZe da se identifikuje kao potencijalno snazan
ogranicavaju¢ faktor u evoluciji oblika morfoloskih celina (Klingenberg, 2010; Ivanovi¢ &
Kalezi¢, 2013).

Koncept alometrije je takode vaZan u studijama polnog dimorfizma. Smatra se da
alometrija znacajno doprinosi dimorfizmu u obliku, tj. da je polni dimorfizam u obliku
uglavnom posledica zavisnosti velic¢ine i oblika (Klingenberg, 1996; Gidaszewski et al., 2009;
Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013; Berns, 2013). Ukoliko polovi pokazuju iste obrasce alometrijskih
promena, korisno je da se razdvoje alometrijska komponenta promene oblika morfoloskih
celina izmedu polova, koja je u vezi sa variranjem veliCine, i nealometrijska komponenta
polnog dimorfizma u obliku koja nastaje usled delovanja nekih drugih faktora (Gidaszewski et
al., 2009). Medutim, iako sloZena i znacajna, uloga alometrije u promenama oblika nije cesto
ispitivana, najvise zbog toga Sto nije uvek jednostavno opisati i kvantifikovati razlike u obliku
(Gidaszewski et al., 2009; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013).
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1.7. Polni dimorfizam

Polni dimorfizam predstavlja upadljiv obrazac prisutan kod vecine gonohornih vrsta
biljaka i Zivotinja (Hedrick & Temeles, 1989; Andersson, 1994). DefiniSe se kao razlicitost u
ponasanju, razvicu, fizioloSkim, ekoloskim i morfoloSkim odlikama muzZjaka i Zenki iste vrste
(Punzalan & Hosken, 2010). U skladu sa tim, polni dimorfizam predstavlja znacajan izvor
fenotipskog, odnosno morfoloSkog, variranja (Benitez, 2013; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013). Prema
spoljasnjoj morfologiji, polovi mogu da se razlikuju u velicini ili obliku tela, kao i prema
obojenosti ili prisustvu ornamentacije kao Sto su npr. rogovi jelena i rep pauna (Hedrick &
Temeles, 1989; pregledno u Berns, 2013).

Smatra se da postoji viSe mehanizama koji dovode do evolucije polnog dimorfizma.
Hipoteza seksualne selekcije, koju je postavio Darwin (1871), i dalje predstavlja jedno od
prihvacenijih objaSnjenja nastanka razlika izmedu polova (Berns, 2013). Prema Darvinovoj
hipotezi, seksualna selekcija deluje na oba pola (narocito muski) na nacin da favorizuje odlike
koje jedinkama omogucavaju reproduktivnu prednost u odnosu na ostale jedinke istog pola.
Polni dimorfizam nastaje jer se selektuju odlike zbog kojih jedinke postaju bolje u kompeticiji
sa pripadnicima istog pola, ili odlike zbog kojih jedinke postaju privla¢nije suprotnom polu.
Sada su ovi mehanizmi seksualne selekcije uglavnom kategorisani kao intraseksualna
selekcija, koja oznacava selektovanje odlika koje muzZjacima donose uspeh u kompeticiji sa
drugim muzjacima za osvajanje Zenki (npr. ve¢e dimenzije tela muzjaka), i interseksualna
selekcija koja se odnosi na selektovanje osobina koje muZjacima povecavaju Sansu da budu
izabrani od strane Zenki (Tuci¢, 2003). Medutim, polni dimorfizam moZe da se objasni i
delovanjem brojnih drugih faktora, pre svega prirodne selekcije, koja moZe da deluje i zajedno
sa seksualnom selekcijom (Lande, 1980; Hedrick & Temeles, 1989). Ekoloski mehanizmi, koji
podrazumevaju npr. borbu za resurse, mogu da dovedu do razdvajanja ekoloskih niSa medu
polovima i pojave polnog dimorfizma (Hedrick & Temeles, 1989; Shine, 1989). Dodatno,
selekcija vezana za fekunditet favorizuje osobine koje direktno uti¢u na poboljSanje
reprodukcije, a ne kroz interakcije izmedu jedinki (Bonnet et al., 2000). Smatra se da ovaj vid
selekcije uglavnom deluje na Zenke i favorizuje fenotipske osobine koje omogucavaju
proizvodnju veceg broj jaja ili potomaka, npr. ve¢e dimenzije tela ili trupa (Olsson et al., 2002;
Fairbairn et al, 2007). Prema generalizovanoj definiciji, selekcija vezana za fekunditet
predstavlja selektovanje bilo koje osobine koja uti¢e na povecanje, ali i smanjenje fekunditeta,
posmatrano kod oba pola (pregledno u Pincheira-Donoso & Hunt, 2015).

Pored navedenih mehanizama, koji mogu da se svrstaju u adaptivne, i neadaptivni
mehanizmi mogu da uti¢u na pojavu polnog dimorfizma. Kao $to je spomenuto, razlike izmedu
polova se javljaju i zbog uticaja alometrije (npr. Gidaszewski et al., 2009). S obzirom na
sloZenost polnog dimorfizma, ¢esto je teSko da se utvrdi koji faktori uticu na stvaranje razlika
izmedu polova, kao i na koji na¢in su kombinovani (Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013).

Predmet istrazivanja velikog broja studija polnog dimorfizma bio je fenomen razlike u
veli¢ini tela i morfoloskih celina muZjaka i Zenki (Lande, 1980; Hedrick & Temeles, 1989;
Fairbairn et al., 2007). Zanimljivo je da je dimorfizam u obliku daleko manje istrazivan, iako
oblik moZe znacajno da doprinosi razli¢itim funkcijama organizma (Gidaszewski et al., 2009;
Benitez, 2013; Berns, 2013; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013). Relativno novije metode geometrijske
morfometrije, koje kao pocetne podatke koriste konfiguracije 2D ili 3D specificnih tacaka,
omogucile su veliki napredak u analizama oblika morfoloSkih celina (Adams et al., 2013;
Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013; Berns, 2013; Klingenberg, 2016).

Morfometrijske analize na predstavnicima Notostraca do sada su uglavnom vrSene u
svrhu opisa i identifikacije vrsta, procene taksomonske divergencije ili radi opisivanja polnog
dimorfizma (Longhurst, 1955a; Korn et al., 2010; Lakka, 2015; Wagner et al., 2019). U ovim
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studijama su za proucavanje velic¢ine i oblika morfoloskih struktura koris¢ene duZinske mere,
odnosi i povrsine. Geometrijska morfometrija nije doZivela veliku primenu u grupi. Poznate su
samo dve studije u kojima je primenom metoda geometrijske morfometrije analizirano
morfolosko variranje karapaksa i telzona vrsta roda Triops (Suno-Uchi, 1997; Meusel &
Schwentner, 2016).

1.8. Razvojne anomalije

Atipi¢na morfologija Zivotinja obi¢no nastaje kao rezultat razvojne nestabilnosti, na
koju uticu sredinski i genetiCki stresori (Graham et al., 1993). Gilbert (2000) je definisao
abnormalnosti (deformitete) koje nastaju zbog genetickih uzroka kao malformacije, dok je
abnormalnosti uzrokovane egzogenim faktorima nazvao disrupcijama. Abnormalnosti mogu
da se jave kao vidljive morfoloSke promene (fenodevijansa) ili u obliku suptilnih nasumicnih
odstupanja od savrSene bilateralne simetrije (ukoliko pretpostavimo da je simetrija idealno
stanje morfoloskih struktura sa dve strane ravni koja deli telo na levu i desnu polovinu)
(Tomkins & Kotiaho, 2001). Fenodevijantnost predstavlja neuobicajeno pojavljivanje osobine
koja se sustinski razlikuje od tipi¢nog fenotipa i obi¢no se pojavljuje u manje od 4% slucajeva
u populaciji (prema Mgller & Swaddle, 1997). Potpuni ili delimi¢ni gubitak nekog dela tela
moZe da predstavlja znaCajnu promenu i da utice na oblik i simetriju. Takode, neke
abnormalnosti kod zglavkara mogu da se jave ukoliko dode do poremecaja procesa
presvlacenja, ili nesrazmerne ili nepotpune regenercije tkiva nakon povrede (Jagadeesan &
Jyothibabu, 2016). Ceste su i promene koje se javjaju zbog fiksiranja ili ¢uvanja uzoraka u
alkoholu. Neki delovi tela tada mogu da zadobiju ¢udan izgled (Beladjal & Mertens, 1999;
Jarvinen et al, 2014), dok prirodna boja odredenih delova tela moZe da izbledi ili da se
promeni u odnosu na normalno stanje.

Postoje mnoge studije na zglavkarima usmerene ka proucavanju i definisanju razlic¢itih
malformacija, kao i ka razmatranju mogucih uzroka njihovog pojavljivanja. U ovim studijama
su izuCavani anomalirani uzorci iz prirode ili su anomalije izazivane u laboratorijskim
uslovima, razli€itim izmenama genetickih i sredinskih faktora. Studije su radene na insektima
(pregledno u Yi et al,, 2017), paukovima (Napidérkowska et al., 20153, b; Tomic¢ et al,, 2016),
Skorpijama (Sari¢ & Tomié, 2016), pseudoskorpijama (Luci¢, 1995; Makarov, 1995),
centipedama (Minelli & Pasqual, 1986), milipedama (Janssen, 2013) i rakovima (Dias, 1999;
Luppi & Spivak, 2007; Milici¢ et al., 2013; Melo et al.,, 2014).
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2. Ciljevi



Predmet ove doktorske disertacije predstavlja proucavanje odredenih karakteristika
razvojne biologije vrste Lepidurus couesii, identifikovane u Srbiji. Analize obuhvataju
izuCavanje morfoloSkih odlika vrste, procenu polnog dimorfizma i kvantifikovanje
alometrijskih promena oblika na nivou populacije i ontogenetske serije. Takode, predmet
istrazivanja predstavljaju i reproduktivne odlike vrste, kao i razvojne anomalije prisutne u
prirodnim populacijama.

Osnovni naucni ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije su:

e Analiza vaznih taksonomskih morfoloSkih karaktera, definisanih prema dosada$njim
literaturnim podacima, i utvrdivanje taksonomske pripadnosti;

e Upotpunjivanje znanja o granicama rasprostranjenja vrsta roda Lepidurus u Evropi;

e Razmatranje histoloskih odlika reproduktivnog sistema jedinki sa jajnim kesama, tj.
procenjivanje da li su u populacijama prisutne hermafroditne jedinke;

e Utvrdivanje osnovnih odlika oogeneze i spermatogeneze i procena mogucih nacina
reprodukcije populacija iz Srbije;

e Analiziranje potencijalnih uloga muzjaka u populacijima;

e Procena morfoloske varijabilnosti primenom metoda geometrijske morfometrije, tj.
analiza obrazaca variranja velicine i oblika:

i) telzona sa kaudalnom laminom
ii) karapaksa;

e Procena udela alometrije u ukupnom variranju oblika analiziranih morfoloskih
struktura;

e Ispitivanje moguénosti primene navedenih morfoloskih struktura u taksonomskoj
identifikaciji racica;

e Definisanje, klasifikovanje i analiziranje poremecaja i abnormalnosti koji se javljaju
tokom razvica, kao i kvalitativnih promena morfoloSkih struktura.
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3. Materijal i Metode
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3.1. Prikupljanje uzoraka
3.1.1. Opis lokaliteta Galovica

PretrazZivanjem potencijalnih stanista, prisustvo velikih branhiopoda je utvrdeno na
nekoliko lokaliteta. Jedan od lokaliteta je utvrden u blizini Beograda, na 132 m nadmorske
visine, u plavnoj zoni reke Save (N 44.770445; E 20.350340) (Slike 10, 11). Koordinate i
nadmorska visina lokaliteta dobijeni su pomoc¢u ru¢nog GPS uredaja. Ovo podrucje predstavlja
deo vesStackog drenaznog sistema izgradenog u svrhu kontrolisanja nivoa podzemnih voda,
kao i spreCavanja plavljenja vodom iz severnih nizijskih oblasti. Koli¢ina vode koja se zadrZzi
na staniStu zavisi od koli¢ine padavina i od hidroloSkih karakteristika reke Save. U vreme
uzorkovanja materijala, srednja temperatura vazduha iznosila je od 12°C do 22°C.
Prikupljanje podataka sa lokaliteta Galovica izvrSeno je u maju 2008. godine.
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Slika 10. Geografski prikaz lokaliteta sa kojih su uzorkovane Lepidurus populacije.
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Slika 11. Izgled efemernog stanisSta na lokalitetu Galovica (Fotografija: D. Milici¢).

Lokalitet Galovica se nalazi u mo¢varnom delu, u samoj blizini kanala. Uglavnom je bio
prekriven travnatom vegetacijom, kao i retkom Sumom uz plavnu zonu reke. Dubina vode
iznosila je od 10 cm do 50 cm. Uzorci su prikupljeni iz zone dubine 0.3-0.5 m. Dno vodenog
basena bilo je prekriveno trulim liS¢em, muljem i zemljom. Fizicke odlike vode merene su na
terenu, pomocu terenskog seta ,WTW Multi 340i/SET” (Tabela 2).

Tabela 2. Fizicke karakteristike vodenog stanista

Temperatura 19°C
Konduktivitet 0.04 S m-1
Salinitet 0.02 mg/L
pH vrednost 7-8
Koncentracija kiseonika 6.8 mg/L

Ukupan broj uzorkovanih jedinki sa ovog stanista iznosi 127 (122 jedinke sa jajnim
kesama i pet muZzjaka). Sve jedinke pripadaju pribliZno istoj uzrasnoj kategoriji.

3.1.2. Opis lokaliteta Crni Lug

Drugi analizirani lokalitet predstavljen je grupacijom blisko rasporedenih barica koje
se javljaju na podrucju Sume i loviSta Crni Lug (N 44.421453, E 20.121288; N 44.415374, E
20.120327; N 44.423810, E 20.123580; N 44.423431, E 20.124275). Ovaj lokalitet se nalazi u
Sremu, u blizini doline reke Save, i na karti je udaljen oko 14 km od lokaliteta Galovica (Slika
10). Jedinke sa lokaliteta Crni Lug su prikupljane tokom nekoliko godina, tako da je oznaceno
Sest datuma uzorkovanja - april 2010, maj 2010, april 2011, mart 2013, maj 2013. i maj 2021.
godine. Tokom navedenih godina staniSte je izmenjeno, najviSe kao rezultat antropogenog
uticaja (Slika 12). Sve do 2010. postojalo je nekoliko plavnih zona, sa efemernim barama
razdvojenim Zbunastim rastinjem (Slika 12a) (Milici¢ et al., 2014). Promene su nastupile
2011. godine, kada je zapoceta izgradnja lokalnog puta koji je dovrSen naredne godine (Slika
12 b, ¢, d, ). Kao posledica, mnoga stanista su trajno iSc¢ezla.

28



Slika 12. Loviste Crni Lug (prema Mili¢i¢ et al., 2014, izmenjeno). a) prvobitna plavna zona (2010); b)
promene nastale nanoSenjem $ljunka i raskrcivanjem rastinja (2011); c) primer preostalog
efemernog stanista; d) regionalni put, izgraden 2012; e) izgled efemerne bare iz 2021. godine
(Fotografija: D. Milici¢).

ZabeleZene temperature vode iznosile su izmedu 19.5 °C i 27 °C, dok je pH vrednost
vode bila neutralna i blago kisela (pH vrednost 5-7). Vodenu vegetaciju je sacinjavala visoka
trava, mlada trska i irisi. U vodi su uocene larve vodozemaca, Zabe i larve insekata, koji
predstavljaju potencijalne predatore za analizirane raci¢e. Barica u blizini novoizgradenog
puta, iz koje su uzorkovani raci¢i u martu 2013, formirana je nakon Sto se udubljenje koje su
ostavili tockovi vozila ispunilo vodom. Ukupan broj raci¢a prikupljen sa lokaliteta Crni Lug
iznosi 92 jedinke (88 jedinki sa jajnim kesama i ¢etiri muZjaka). Uzorkovane jedinke pripadaju
adultima manjih i ve¢ih dimenzija, tj. pripadaju razli¢itim uzrasnim kategorijama.

3.2. Preliminarna analiza uzorka radi taksonomske identifikacije vrste

Uzorkovanje je izvrSeno ru¢nim mreZama (promer okca 150 um za plankton i 1 mm za
epibentos) i materijal je odmah fiksiran in situ u etanolu. Kod jedinki koje nisu dostigle
kompletno razvi¢e, muZjaci mogu biti sli¢ni Zenkama iste veli¢ine. S obzirom na to, za
morfoloske analize su razmatrane jedinke duZine karapaksa 15 mm ili viSe (Lynch, 1972;
Rogers, 2001). Pol je odreden na osnovu prisustva jajnih kesa na jedanaestom paru
torakopoda, odlike koja nedvosmisleno odvaja Zenke (i hermafrodite) od muZjaka (Obregon-
Barboza et al., 2007; Mathers et al.,, 2013). Jedinke su determinisane prema kljucu koji su
predlozili Longhurst (1955a), Linder (1952), Lynch (1972) i Rogers (2001). Celokupan
materijal nalazi se na Institutu za zoologiju, BiolosSkog fakulteta u Beogradu.

Za taksonomsku analizu je razmatrano pet muZjaka i 32 jedinke sa jajnim kesama sa
lokaliteta Galovica. Sve jedinke pripadaju istoj grupi prema velicini tela. S obzirom da je
pronaden mali broj muZjaka, i poSto se odlike muZjaka navode u literaturi prilikom opisa
vrste, analizirane su morfoloske karakteristike oba pola. Dobijeni podaci o muZjacima imaju
pretezno opisnu ulogu i pruzaju odredeni uvid u odnos polova i polni dimorfizam proucavane
populacije. Vazni taksonomski karakteri prouceni kod oba pola, njihove oznake, tip karaktera
i nacin kvantifikacije odabranih morfoloskih odlika, prikazani su u Tabeli 3.
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Tabela 3. Dijagnosticki karakteri analizirani kod oba pola. Skracenice: K -
kontinuirani morfoloski karakter (izmeren u mm); M - meristicki morfoloSki
karakter; O - odnos dva kontinuirana morfoloska karaktera.

Ukupna duZina tela, izmerena od prednje ivice karapaksa do kraja

“L kaudalne lamine (bez cerkopoda) - K
CL Duzina karapaksa, izmerena od prednje do zadnje ivice karapaksa, duz
srediSnje linije karapaksa - K
W Sirina karapaksa, rastojanje izmedu leve i desne ivice karapaksa,
merena na najsSirem delu karapaksa - K
Duzina abdomena, merena dorzalno, sredinom dela abdomena koji
AL . . : .
nije prekriven karapaksom, do kraja telzona (bez kaudalne lamine) - K
ar, Duzina kaudalne lamine, izmerena duZ srediSnje linije, sa dorzalne

strane - K

dL/CL  Odnos duZzine kaudalne lamine i duzine karapaksa - O

AL/CL Odnos duzine abdomena i duZine karapaksa - O

CL/CW Odnos duZine i Sirine karapaksa - O

CL/ttL,  Odnos duZine karapaksa i ukupne duzine tela - O

PL Ukupan broj parova ekstremiteta (filopodija) - M

PS Broj prstenastih segmenata koji nisu prekriveni karapaksom - M

LiessS  Broj prstenastih segmenata bez ekstremiteta - M

Boks dijagrami (engl. boxplot) ispitanih karaktera, grupisanih prema tipu karaktera,
dobijeni su pomoc¢u boxplot funkcije iz base R programskog paketa (verzija 4.1.0; R Core
Team, 2021). Koeficijetni varijacije (CV), koji opisuju varijabilnost karaktera, su izracunati kao
odnos standardne devijacije i srednje vrednosti svakog karaktera (odnosi su pomnoZeni sa
100 kako bi se dobila vrednost u procentima). Takode, prouceno je joS nekoliko morfoloskih
karaktera vrste: ukupan broj prstenastih segmenata, broj, raspored i oblik bodlji na zadnjoj
ivici karapaksa (zlebu (engl. sulcus), prema Rogers, 2001), i prisustvo ili odsustvo bodlji na
dorzalnoj srediSnjoj liniji karapaksa (aramatura dorzalnog nabora karapaksa). Smatra se da
oblik egzopodita prvog torakalnog ekstremiteta predstavlja vaznu odliku za taksonomiju roda
Lepidurus i da predstavlja jednu od odlika koja odvaja vrstu L. couesii od vrste L. apus (prema
Brtek et. al., 1984), ranije zabeleZene na teritoriji Srbije (Petrov & Cvetkovi¢, 1997; Cvetkovi¢-
Mili¢i¢ & Petrov 1999; Luki¢ et al., 2012). U skladu sa tim, ispitan je oblik egzopodita prvog
para torakopoda. Dodatno, odreden je poloZaj nukalnog organa u odnosu na sloZene oci
(Linder, 1952; Rogers, 2001).

Cele jedinke su fotografisane Sony DSC F828 fotoaparatom (rezolucija 8.0 MP; Sony
Corp., Tokio, Japan). Linearne mere su dobijene pomocu digitalnih fotografija, u programu
AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 (ver. 4.2 za Windows, Carl Zeiss, Minhen, Nemacka). Za detaljnu
morfoloSku analizu i prebrojavanje meristickih karaktera, koriS¢en je Nikon SMZ 1270
binokularni stereomikroskop za koji je prikacena Nikon DS-Fi2 kamera sa Nikon DS-L3
kontrolorom, kao i Carl Zeiss Stemi 2000 binokularni stereomikroskop, za koji je prikacena
AxioCam MRc digitalna kamera. Deskriptivne statisticke analize izvrSene su u IBM SPSS
programu.
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3.3. Histoloske analize gonada
3.3.1. Odredivanje pola jedinki prema spoljasnoj morfologiji

Kao Sto je navedeno, kao pogodan morfoloski karakter za odredivanje pola koristi se
izgled jedanaestog para torakalnih ekstremiteta, tako da je utvrdeno prisustvo ili odsustvo
jajne kese na ovim torakopodama (Engelmann et al, 1996). Nakon inspekcije jedinki
(o¢uvanih u 70% alkoholu) pomoc¢u binokularne lupe Nikon SMZ 745T, ukoliko je utvrdeno
odsustvo jajne kese, pretpostavljeno je da je jedinka muZjak, dok je za jedinke koje imaju jajnu
kesu pretpostavljeno da su Zenke.

3.3.2. Disekcija i preparacija gonada za histoloske analize

Kako bi se odredio pol jedinki, sprovedene su i histoloske analize gonada. Disekcije su
izvrSene pomocu Carl Zeiss Stemi 2000 binokularnog stereomikroskopa, na jedinkama koje su
odmah nakon uzorkovanja fiksirane u formalinu u trajanju od 24 ¢asa. Nakon fiksacije, uzorci
su isprani u ¢esmenskoj vodi, a zatim dehidratisani u seriji etanola rastuce koncentracije,
nakon cega su disekovani. U prvom koraku uklonjeni su karapaks i ekstremiteti, kako bi se
lakSe manipulisalo trupom jedinki. Zatim, prvim rezom je telzon odvojen od abdomena, ¢ime
je omoguceno da se napravi uzduZni rez duz dorzalne strane trupa, u prostoru izmedu creva i
telesnog zida jedinki (Slika 13). Crevni sadrzaj je ispran kako bi se izbegla kontaminacija
histoloSkog materijala. U slede¢em koraku je napravljen uzduZni rez i duz ventralne strane
trupa, Sto je omogucilo izolovanje lateralnog dela telesnog zida sa gonadom (Slika 13).

karapaks

| —-
izolovanje
gonade
sa telesnim
zidom

"ekstremiteti

(uklonjeni) g _>€

Slika 13. Sematski prikaz izolovanja gonade i pripreme tkiva za mikroskopiju, na primeru jedinke sa
jajnim kesama. CrteZ raci¢a prema Sars (1896), izmenjeno.

Uzorci gonada su odmah po disekciji fiksirani u 2.5% glutaraldehidu, u 0.1 M fosfatnom
puferu (pH = 7.2). Potom su usledila tri ispiranja u 0.05 M fosfatnom puferu, u trajanju od po
15 minuta. Gonade su zatim postfiksirane u 0.1% OsO4. Nakon dva ispiranja u trajanju od po
15 minuta, usledila je dehidratacija sprovodenjem tkiva kroz seriju etanola rastuce
koncentracije (30%, 50% i 70%, po 20 minuta). Uzorci su do kalupljenja ¢uvani u friZideru.

Nakon opisanog postupka, uzorci su prvo dodatno dehidratisani u etanolu (96%, zatim
100% etanol, po 15 minuta) i zatim su rutinski ukalupljeni u Aralditu. Polutanki preseci
gonada (2 pum) seCeni su na Leica UC6 ultramikrotomu (Leica Microsystems) i obojeni
toluidinom (rastvor 1% toluidin u 1% Na-tetraboratu), u trajanju od 30 sekundi na sobnoj
temperaturi, a zatim su isprani ¢esmenskom vodom. Nakon suSenja i dehidratacije u seriji
alkohola rastuce koncentracije i ksilola, preparati su montirani u DPX (DPX mountant for
histology, Sigma). Fotografije su snimljene na svetlosnom mikroskopu Leica DMLB,
opremljenim DFC295 kamerom (Leica Microsystems).
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Ultratanki preseci (80-100 nm) dobijeni su koris¢enjem Leica UC6 ultramikrotoma
(Leica Microsystems). Montirani su na bakarne mreZice, a potom su analizirani i snimljeni na
Philips CM12 transmisionom elektronskom mikroskopu (Philips/FEI, Eindhoven, The
Netherlands), pri Centru za elektronsku mikroskopiju, Bioloskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu.

Nakon fotografisanja, za morfometrijske analize, odnosno za merenja struktura na
nivou tkiva i merenja Celijskih kompartmenata na nivou ultrastrukture, koriS¢en je program
Image] (1.53e) (Moreno, 2006).

3.4. Analize metodama geometrijske morfometrije
3.4.1. Morfoloske strukture analizirane metodama geometrijske morfometrije

U ovoj disertaciji je koriS¢ena geometrijska morfometrija kako bi se ispitao obrazac
variranja veli¢ine i oblika dve morfoloske celine - telzona sa kaudalnom laminom i karapaksa
(Slike 3, 4). Smatra se da navedene strukture predstavljaju taksonomski vaZne i polno
dimorfne morfoloske karaktere (Linder, 1952; Longhurst, 1955a; Fryer, 1988; §aganovié et
al,, 2017).

Telzon je okarakterisan kao post-segmentna struktura i, kao $to je ranije istaknuto, na
njega se nastavlja kaudalna lamina koja je karakteristicna samo za rod Lepidurus (Linder,
1952: Longhurst, 1955a). Ove dve strukture su snazno hitinizovane i samim tim nisu podloZne
znaCajnim promenama koje mogu da nastanu tokom stajanja u fiksativu (Linder, 1952). Na
telzonu se nalaze rasporedene bodlje (,armatura telzona”) koje u nekim slu¢ajevima mogu da
se koriste za razlikovanje vrsta (npr. Zierold, 2006; Meusel & Schwentner, 2016). Takode, na
dorzalnoj strani telzona su prisutna dva otvora, okruZena sitnim bodljama, kroz koje se
pruzaju senzorne sete (Longhurst, 1955a). Sli¢no, raspored, veli¢ina i broj bodlji na dorzalnoj
strani kaudalne lamine mogu da se koriste za opisivanje vrsta (Linder, 1952). Kaudalna
lamina je oduvek bila predmet detaljnog proucavanja, pogotovo kao vaZan morfoloski
karakter za klasifikaciju vrsta roda Lepidurus (pregledno u Rogers, 2001). Medutim, kako je
Linder (1952) naveo, pouzdanost ovog karaktera je ogranicena karakteristikama oblika, s
obzirom na uoceno instraspecijsko variranje oblika. Morfometrijske analize se tradicionalno
zasnivaju na podacima o duZzini kaudalne lamine, dok je oblik razmatran jedino opisno (npr.
Rogers, 2001). Funkcija kaudalne lamine nije potpuno ispitana. Fryer (1988) je naveo da je
zaStitna uloga malo verovatna i da, kao struktura na posteriornom delu tela (,repu”),
kaudalna lamina verovatno ima ulogu u efikasnoj pokretljivosti i hidrodinami¢nom kretanju.

Karapaks Notostraca prekriva veci deo tela raCi¢a i u literaturi je opisan kao ,karapaks
u obliku Stita” (Longhurst, 19554, c) i ,karapaks kupolastog oblika” ili ,tanjirast karapaks”
(Fryer, 1988). Smatra se da su funkcije karapaksa viSestruke, pre svega pruzanje zaStite
¢itavom telu i listolikim ekstremitetima (Olesen, 2013). Takode, zaravnjen karapaks, koji
formira kontinuitet sa kutikulom glavenog regiona, omogucava hidrodinamicno plivanje
(Fryer, 1988; Lakka, 2013; 2015; Olesen, 2013). Ovakav oblik donosi pogodnosti i zaStitu i
tokom bentosnog nacina Zivota i pomaZe pri zakopavanju jedinki u podlogu vodenog basena
(Fryer, 1988; Olesen, 2013). [ako su oblik i veli¢ina karapaksa oduvek koriS¢eni kao
taksonomski karakteri, kvantifikacija oblika se uglavnom zasniva na merenju duZine i Sirine
karapaksa, kao i povrSine izraCunate pomocu odredene formule (Longhurst, 1955a; Lakka,
2015; Rogers, 2001). Smatra se da oblik i veliina karapaksa zavise od pola jedinki i od broja
segmenata karakteristicnog za populaciju, odnosno od toga da li se razmatraju populacije
jedinki sa kra¢im ili duzZim telom (Longhurst, 1955a).
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3.4.2. Geometrijska morfometrija

Analize oblika morfoloskih struktura mogu da doprinesu razumevanju razli¢itih
bioloskih procesa koji dovode do morfoloSkog variranja (Zelditch et al., 2012). Morfometrija
je sustinski grana statistike i bavi se matematickom analizom oblika. Medutim, morfometrija
moZe uspeSno da se primenjuje i u morfologiji, kako bi se promene oblika i veli¢ine
morfoloSkih celina kvantitativno opisale (Klingenberg, 2002; Zelditch et al, 2012). U
tradicionalnim morfometrijskim analizama se koriste linearna rastojanja izmedu diskretnih,
jasno definisanih anatomskih tacaka - specifi¢nih tac¢aka, odnosno duzina, Sirina, visina, kao i
odnosi ovih mera ili uglovi i povrSine (Zelditch et al, 2012; Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013).
Medutim, primenom tradicionalne morfometrije oblik ne moZe uvek jasno da se opiSe - npr.
dve morfoloSke strukture razli¢itog oblika mogu da imaju iste vrednosti duZine i Sirine
(Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2013; Berns, 2013). Geometrijskom analizom oblika moguce je preciznije
sagledavanje finih razlika u obliku (Klingenberg, 2002). Na ovaj nacin, Cesto mogu da se
otkriju do tada neuoceni aspekti morfoloskog variranja (Gidaszewski et al., 2009; Minton &
Wang, 2011; Kelly, 2015; Fernandez-Montraveta & Marugan-Lobon, 2017).

Geometrijska morfometrija (GM) se primenjuje u razli¢itim bioloSkim disciplinama i
predstavlja skup nekoliko pristupa koji se zasnivaju na ocuvanju geometrijske informacije
(Mitteroecker & Gunz, 2009). Najcesce koriS¢en pristup se bazira na upotrebi konfiguracija
specificnih tacaka, gde je informacija o obliku sadrZzana u koordinatama i rasporedu svih
specificnih tacaka. Oblik se definiSe kao geometrijska informacija objekta koja ostaje nakon
Sto se uklone efekti poloZaja, veliCine i orijentacije (Kendall, 1977). Iz navedene precizne
definicije proizilazi da je primenom geometrijskog pristupa izucavanju oblika moguce
zasebno izucavanje veli¢ine i oblika odredene morfoloske strukture. Medutim, i dalje je
moguce utvrdivanje veze izmedu veli¢ine i oblika, odnosno odredivanje alometrijske i
nealometrijske komponente promene oblika. Kako bi se geometrijska veli¢ina kvantifikovala,
koristi se veli¢ina centroida (engl. centroid size, CS). Matematicki se veli¢ina centroida
izraCunava kao kvadratni koren sume kvadriranih distanci svake specificne tacke od
centroida, tj. srediSta konfiguracije (Bookstein, 1991; Mitteroecker & Gunz, 2009; Zelditch et
al, 2012; Mitteroecker et al., 2013). Varijable oblika jedinki se dobijaju nakon Sto se na
konfiguracije specifi¢nih tacaka primeni generalizovana Prokrustova superimpozicija (engl.
Generalized Procrustes Analysis, GPA). Ova procedura predstavlja najceS¢e primenjivan metod
eliminisanja svih osobina iz uzorka koje nisu u vezi sa oblikom. Prokrustovom analizom se
translacijom, skaliranjem i rotacijom uklanjaju razlike u poziciji, veli¢ini i orijentaciji
konfiguracija (Rohlf & Slice, 1990; Goodall, 1991; Dryden & Mardia, 1998; Adams et al., 2004;
Mitteroecker & Gunz, 2009; Zelditch et al., 2012). Koraci GPA se ponavljaju u nekoliko ciklusa,
dok se ne postigne superimpozicija konfiguracija koja ostvaruje najmanje variranje
konfiguracija oko ocenjene srednje vrednosti konfiguracija. Dobijene Prokrustove koordinate
specificnih taCaka predstavljaju polazne podatke koji mogu da se koriste u multivarijantnim
statistickim analizama variranja oblika (Dryden & Mardia, 1998; Klingenberg, 2002; Ivanovi¢
& Kalezi¢, 2013). Kao osnovna mera razlika u obliku koristi se Prokrustova distanca, koja
priblizno predstavlja Euklidove distance izmedu dve konfiguracije tacaka, tj. izmedu
odgovaraju¢ih Prokrustovih koordinata tacaka (Gunz & Mitteroecker, 2013; Ivanovi¢ &
Kalezi¢, 2013; Mitteroecker et al, 2013). Razlike u obliku mogu da se kvantifikuju i
izraCunavanjem energije potrebne za deformaciju idealno tanke metalne ploce (engl. thin
plate spline, TPS), koja takode omogucava vizualizaciju promena oblika (Bookstein, 1991;
Zelditch et al., 2012; Ivanovic¢ & Kalezi¢, 2013).

Metode geometrijske morfometrije su narocito korisne s obzirom na moguc¢nost da se
promene oblika vizuelno prikaZu i na taj nacin intuitivno pribliZe istraZivau i pomognu u
otkrivanju i razumevanju faktora koji uticu na morfolosko variranje (Adams et al.,, 2004;
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Klingenberg, 2013). Obrasci promena oblika, tj. otkrivanje u kom pravcu se odredene
specificne tacke pomeraju, kao i u kojim delovima morfoloSke strukture su promene
izraZenije, predstavljaju korisne informacije o mehanizmima koji stoje u osnovi tih promena
(Klingenberg, 2002).

3.4.3. Prokrustova analiza oblika bilateralno simetri¢nih morfoloskih struktura

Ukoliko je objekat istrazivanja bilateralno simetrican, mozemo da govorimo o dva
osnovna tipa simetrije - preklapajuca simetrija (engl. matching symmetry) i simetrija objekta
(engl. object symmetry) (Mardia et al., 2000; Klingenberg et al., 2002; Zelditch et al., 2012).
Preklapajuca simetrija se odnosi na postojanje dve zasebne strukture, sa leve i desne strane
dela tela (npr. trupa), koje su orijentisane tako da je jedna struktura kao odraz u ogledalu
druge strukture. Simetriju objekta karakteriSe osa simetrije koja prolazi kroz samu strukturu,
tako da je jedna polovina strukture kao odraz u ogledalu druge polovine.

Ukupno variranje oblika bilateralno simetricnih morfoloskih struktura moze da se
razdvoji na simetricnu i asimetricnu komponentu, sa odredenim razlikama u procesu
identifikovanja ovih komponenti u zavisnosti od tipa simetrije (Klingenberg et al., 2002;
Zelditch et al., 2012). Generalno, simetricna komponenta se odnosi na variranje izmedu
jedinki, tj. na meduindividualno variranje srednjih vrednosti osobina sa leve i desne strane,
dok se asimetrija odnosi na razlike leve i desne strane svake jedinke (Klingenberg et al,
2002). U slucaju preklapajuce simetrije, pre superimpozicije je potrebno reflektovati sve
konfiguracije sa jedne strane tela na konfiguracije na suprotnoj strani. Nakon toga, simetri¢na
komponenta se kvantifikuje kao variranje izmedu jedinki u srednjim vrednostima
konfiguracija sa leve i desne strane, dok asimetri¢na komponenta razmatra variranje izmedu
levih i desnih konfiguracija svake jedinke. Kada morfolosku strukturu odlikuje simetrija
objekta, za svaku jedinku postoji samo jedna konfiguracija koja se razmatra. Prvobitno se od
originalnih konfiguracija generiSu reflektovane konfiguracije i one se takode ukljucuju u
proces superimpozicije (Mardia et al., 2000; Klingenberg et al., 2002). Simetri¢na komponenta
se odreduje kao variranje prosec¢nih simetri¢nih konfiguracija izmedu jedinki, koje se dobijaju
kao konsenzus konfiguracije originalnih i reflektovanih konfiguracija za svaku jedinku.
Asimetricna komponenta variranja kvantifikuje razlike izmedu originalnih i prosecnih
konfiguracija jedinki. Ukoliko je predmet studije razmatranje meduindividualnog variranja u
obliku, u analizama se koristi simetricna komponenta variranja.

3.5. Prikupljanje podataka za analize metodama geometrijske morfometrije
3.5.1. Telzon sa kaudalnom laminom

Telzon i kaudalna lamina su fotografisani pomocu Carl Zeiss Stemi 2000 binokularnog
stereomikroskopa, za koji je prikacena AxioCam MRc digitalna kamera. Jedinke su poloZene u
Petrijevu posudu ispunjenu 70% etanolom. Kako bi se analizirane strukture optimalno
postavile, posteriorni deo abdomena je izdignut i pozicioniran na parce plastelina koji je
prekriven milimetarskim papirom. S obzirom da su telzon i kaudalna lamina snaZno
hitinizovani, strukture su dobro ocuvane i iz analiza su isklju¢ene jedino jedinke sa vidljivim
anomalijama, jedinke kod kojih karapaks prekriva deo telzona ili ukoliko su strukture
slucajno oStecene tokom rada. Svim jedinkama je odreden pol i adekvatno obeleZen lokalitet
sa kog su uzorkovane, kao i datum uzorkovanja (Prilog Tabela 1). Kao Sto je ve¢ navedeno,

34



pretpostavljeno je da su jedinke koje imaju jajne kese na jedanaestom paru torakopoda Zenke,
dok su jedinke bez jajnih kesa oznacene kao muzjaci.

Za potrebe analize morfoloSkog variranja i alometrijskih odnosa, odabran je uzorak od
ukupno 131 jedinke (122 Zenke i devet muzjaka). Kako bi se procenio efekat ontogenetske
alometrije na promene oblika, ukljuCene su jedinke razli¢itih dimenzija (uzrasnih kategorija).
Oblik telzona i kaudalne lamine je opisan pomocu devet specifi¢nih tacaka i Sest polutaCaka
(Slika 14).

Slika 14. Konfiguracija specifi¢nih tacaka i polutacaka koje opisuju oblik telzona i kaudalne lamine.
Specifitne tacke su predstavljene punim simbolom, dok polutacke opisuju konture kaudalne
lamine i obeleZene su praznim simbolom.

Specificne tacke (engl. landmarks) odgovaraju jasno definisanim, idealno homologim,
anatomskim taCkama objekta (Bookstein, 1991; Zelditch et al., 2012). Medutim, Cesto je
neophodno da se koriste i polutacke (engl. semilandmarks) koje opisuju geometrijske
karakteristike kao Sto su krive, konture i povrSine (Bookstein, 1991, 1997). Polutacke ne
predstavljaju jasno definisane ni homologe tacke, ve¢ opisuju homologe krive (Zelditch et al.,
2012; Gunz & Mitteroecker, 2013). Sam poloZaj polutacaka je arbitraran i ne pruza
informacije o obliku, tako da je prema definiciji informacije o poloZaju potrebno eliminisati
(Zelditch et al., 2012). Na svaku krivu (ili povrSinu) se rasporeduje isti broj polutac¢aka, na
priblizno jednake udaljenosti, i tokom GPA specifi¢cne tacke ostaju ,fiksirane” (engl. ,fixed”
landmarks), dok polutacke mogu da se pomeraju duz tangenti na krivu (engl. ,sliding”
semilandmarks) (detaljno u Gunz & Mitteroecker, 2013). Na opisan nacin, polutacke zauzimaju
optimalan raspored i po zavrSetku GPA postaju ravnopravne sa specificnim tackama i zajedno
opisuju oblik morfoloskih struktura (Zelditch et al., 2012; Gunz & Mitteroecker, 2013).
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Na fotografije je postavljeno devet dvodimenzionalnih specificnih ta¢aka pomocu
tpsDig2 softvera (Rohlf, 2006). Specifi¢cne tacke su odabrane kao jasno definisane pozicije na
analiziranoj strukturi, koje mogu precizno da se identifikuju kod svih jedinki u uzorku.
Specifi¢na tacka 1 je postavljena na vrh kaudalne lamine, dok su tacke 8-15 postavljene na
telzon i opisuju: 8 i 9 - mesta spajanja pocetka kaudalne lamine i kaudalne furke; 10 i 11 -
otvore kroz koje prolaze senzorne sete; 12 i 13 - mesto spajanja najlateralnije tacke
posteriorne ivice telzona i kaudalne furke (postavljene u osnovi bodlje); 14 i 15 -
najlateralnije tacke anteriorne ivice telzona (Slika 14). Polutacke 2-7 su pozicionirane
koris¢enjem programa IMP serije - MakeFan8 (Sheets, 2014), pomo¢u kog su polutacke
rasporedene na spoljasnje ivice kaudalne lamine, na priblizno jednaka rastojanja. Za svaku
fotografiju je podeSen faktor skaliranja (engl. scale factor) u tpsDig2 softveru, cime je
omoguceno da se konfiguracije u narednim koracima reskaliraju (mnoZenjem koordinata
taCaka faktorom skaliranja) i izraCuna velic¢ina centroida (CS) (Adams et al., 2021a).

3.5.2. Karapaks

Kako bi se fotografisali karapaksi, jedinke su poloZene u dublju staklenu posudu koja je
ispunjena 70% etanolom i postavljena na milimetarski papir. Digitalne fotografije su dobijene
pomocu Sony DSC F828 fotoaparata (rezolucija 8.0 MP; Sony Corp., Tokio, Japan), koji je
postavljen na metalni nosac i upravljen iznad staklene posude sa analiziranim objektom. Iako
fiksativ nije uticao na samu duZinu karapaksa, spoljasnje ivice karapaksa, kao slabije
hitinizovane, su bile delimi¢no deformisane kod mnogih jedinki. Samim tim, uveliko je
smanjen raspoloZiv uzorak za analize. Ukupno je odabrano 82 jedinke (75 Zenki i sedam
muZjaka). U analize su takode ukljucene jedinke razlic¢itih uzrasnih kategorija (dimenzija),
uzorkovanih sa lokaliteta Crni Lug, kako bi se procenio uticaj ontogenetske alometrije na
promene oblika (procenjen na uzorku Zenki). Detaljan pregled uzorka koriS¢enog za analize
morfoloskog variranja karapaksa dat je u Prilog Tabeli 2.

Koristeci digitalne fotografije karapaksa, pomocu tpsDig2 softvera (Rohlf, 2006) je
pozicionirano Cetiri jasno definisane dvodimenzionalne specificne tacke, kao i osam
polutacaka (Slika 15). Specificna tacka 1 je pozicionirana na sredinu anteriornog dela
glavenog regiona, dok su taCke 2-4 postavljene na zavrSnim tackama posterironog dela
karapaksa: 2 - posteriorni kraj dorzalne medijalne linije karapaksa; 3 i 4 - simetri¢ne tacke
posteriorne ivice karapaksa (Slika 15). Da bi se tacka 1 Sto preciznije postavila, sredinom
karapaksa je povucena pomoc¢na linija koja ide od mesta na kom je postavljena tacka 2, kroz
srediSte nukalnog organa i izmedu sloZenih ociju. Na mestu preseka linije sa anteriornom
ivicom glavenog regiona postavljena je prva specificna tacka. Za precizniju karakterizaciju
oblika, postavljeno je po Cetiri polutacke na lateralnim ivicama karapaksa (polutacke 5-12).
PoloZaj polutacaka je takode odreden u softveru tpsDig2, primenom alatke koja sluZzi sa
ocrtavanje krivih (,Zuta olovka” na traci sa alatkama). Polutacke su rasporedene na
aproksimativno jednake udaljenosti i zajedno sa Cetiri specificne tacke opisuju oblik
karapaksa (Slika 15). Kako bi se geometrijska veliina karapaksa kvantifikovala kao veli¢ina
centroida (CS), svim fotografijama je odreden faktor skaliranja.

36



Slika 15. Konfiguracija specifi¢nih tac¢aka i polutacaka koje opisuju oblik karapaksa. Specificne tacke
su predstavljene punim simbolom, dok polutacke opisuju konture karapaksa i obelezene su
praznim simbolom.

3.5.3. Velic¢ina (dimenzije) jedinki

Tokom adultnog perioda Zivota, raci¢i iz grupe Notostraca rastu i prolaze kroz nekoliko
presvlacCenja (Fryer, 1988; Obregon-Barboza et al., 2001). Nakon pribavljanja uzoraka, cesto
se deSava da su jedinke razli¢ite veli¢ine. Kako je Longhurst (1955a) naveo, utvrdivanje
tipi¢ne velic¢ine adultnih jedinki nije jednostavno. Rogers (2001) je prijavio da adulti vrste L.
couesii mogu da budu dugacki 10-70 mm, mereno od anteriorne ivice karapaksa do vrha
kaudalne lamine. Medutim, druga poteSkoca na koju nailaze istraZivac¢i je optimalno
utvrdivanje veli¢ine jedinki. Iako se ukupna duzina tela koristi kao deskriptivna mera veli¢ine
(Rogers, 2001; Zierold, 2006; Lakka, 2015; Saganovi¢ et al., 2017), ovaj morfoloski karakter je
nepouzdan zbog varijabilne duzine dela trupa koji nije prekriven karapaksom. Tokom ¢uvanja
jedinki u fiksativu, segmenti se skupljaju i opustaju, ili ponekad savijaju i deformisu
(Longhurst, 1955a; Lynch, 1972; li¢na zapaZanja). Kao pouzdanija mera veliCine jedinki
navodi se duzina karapaksa (Longhurst, 1955a; Takahashi, 1977; Zierold, 2006) ili minimalna
Sirina telzona (Korn et al, 2010). Tokom rasta jedinki, karapaks se izduzuje (Hamer &
Appleton, 1991; Obregon-Barboza et al., 2001; Harings, 2008) i smatra se da je rast karapaksa
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izometrijski (ispitano na rodu Triops), odnosno da se odnos duzine karapaksa i duZine tela ne
menja tokom rasta jedinki (Longhurst, 1955a). Korn et al. (2010) su predlozili alternativni
nacin predstavljanja veliine jedinki. Na primeru vrste Triops mauritanicus utvrden je
izometrijski rast Sirine anteriorne ivice telzona (minimalna Sirina telzona) i duzine karapaksa.
Preliminarna analiza na delu uzorka Zenki prikupljenih sa lokaliteta Crni Lug je takode
ukazala na izometrijski rast ova dva morfoloska karaktera (koeficijent alometrije, k = 1.047).
Grafik zavisnosti (prirodno) logaritmovanih vrednosti Sirine telzona i duzine karapaksa
ukazuje na snaznu linearnu vezu (Prilog Slika 1). Medutim, ne postoji nacin da se klasifikuju
adultne jedinke prikupljene sa ovog lokaliteta, npr. prema odredenom stadijumu razvica.
Svaka podela bi bila arbitrarna i verovatno bi bila oteZana cak i u uslovima gajenja, koje je
obi¢no tesko odrZzivo (npr. Harings, 2008). DuZina karapaksa, ali i Sirina telzona, su snazno
pozitivno korelisani sa duzinom telzona sa kaudalnom laminom (mereno od vrha kaudalne
lamine, sredinom strukture, do anteriorne ivice telzona) (Prilog Tabela 3). To znaci da se
tokom rasta jedinki, koriste¢i duzinu karapaksa ili Sirinu telzona kao meru veli¢ine, telzon sa
kaudalnom laminom kod ispitivane vrste izduZuje. S obzirom da je veli¢ina centroida (CS)
karapaksa i telzona sa kaudalnom laminom prirodno snazno korelisana sa duZinom ovih
struktura, opravdano je da govorimo o jedinkama koje imaju manje vrednosti CS analiziranih
struktura kao o manjim jedinkama u uzorku, i obratno, odnosno o mladim i starijim uzrasnim
kategorijama. Pretpostavlja se da su sli¢ni obrasci rasta prisutni i kod muzjaka.

3.6. Priprema podataka, statisticke analize i dizajn linearnih modela

Pripremni koraci, multivarijantne statisticke analize i graficko predstavljanje rezultata
izvrSeni su koriS¢enjem R programskog jezika, verzija 4.1.0 (R Core Team, 2021). Softverski
paket u kom je izvedena vecina procedura je geomorph, verzija 4.0.0 (Baken et al,, 2021;
Adams et al,, 2021b). Ovaj paket je opremljen funkcijama koje omogucavaju izvrSenje svih
koraka u GM analizama oblika, pocev od digitalizacije 2D/3D tacaka i polutacaka, ucitavanja
podataka, izdvajanja varijabli oblika, statistickih analiza i grafickog predstavljanja rezultata
(Adams et al., 2021a). Takode, od geomorph verzije 3.1.0, odredene funkcije su ,,omotac” (engl.
~wrapper”) za funkcije iz softverskog paketa RRPP (engl. Randomization of Residuals in a
Permutation Procedure) (Collyer & Adams, 2018, 2021), koji je takode koriS¢en u analizama
(RRPP, verzija 1.0.0). Pored geomorph paketa, za generisanje grafika je koriS¢en i ggplot2
softverski paket, verzija 3.3.5 (Wickham, 2016).

Kao Sto je ranije navedno, prvi korak bilo koje analize predstavlja generalizovana
Prokrustova superimpozicija. S obzirom da su za opisivanje oblika obe strukture korisS¢ene i
polutacke, upotrebljena je interaktivna funkcija define.sliders iz geomorph paketa, pomocu
koje je definisano koje tacke mogu da ,klize” tokom superimpozicije, kao i izmedu koje dve
(polu)tacke se svaka polutacka nalazi. U zavisnosti od nacina kvantifikovanja razlika u obliku,
superimpozicija moZe da se odvija na dva razli¢ita nacina kada su u postupak ukljucene i
polutacke (Gunz & Mitteroecker, 2013). PronalaZenje optimalnog poloZaja polutacaka moze
da se zasniva na minimiziranju energija deformacija izmedu svih konfiguracija i ocenjene
srednje vrednosti konfiguracija ili na minimiziranju Prokrustovih distanci (detaljno u Gunz &
Mitteroecker, 2013). U slucaju analiziranih struktura, kao kriterijum je odabrana energija
deformacija i GPA je izvrSena pomocu gpagen funkcije iz geomorph paketa. Jedna od vrednosti
koja se dobija primenom ove funkcije je vektor veli¢ine centroida za sve jedinke. Kao mera
veli¢ine, u svim analizama je koriS¢en prirodni logaritam veliine centroida (log CS). S
obzirom da su obe analizirane morfoloske strukture bilateralno simetri¢ne, simetri¢na
komponenta oblika je kvantifikovana primenom bilat.symmetry funkcije iz geomorph paketa i
koriS¢ena je u svim analizama.
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Variranje u veli¢ini analiziranih struktura za Zenke i muZjake sa dva lokaliteta
predstavljeno je pomocu boks dijagrama (engl. boxplot), primenom ggplot funkcije iz ggplot2
paketa. Kako bi se procenio koeficijent alometrije (k - nagib alometrijske prave) odnosa Sirine
telzona i duzine karapaksa na delu uzorka Zenki, konstruisan je linearni model pomoéu Im
funkcije iz base R paketa. DuZina karapaksa i minimalna Sirina telzona su pribavljene
primenom interimkdist funkcije iz geomorph paketa. Funkcija je izracunala rastojanje izmedu
specificnih tacaka 1 i 2 karapaksa, i specificnih tacaka 14 i 15 telzona. Koeficijenti korelacija
su procenjeni pomocu cor.test funkcije iz base R paketa.

S obzirom na spomenute razlike u veli¢ini u celokupnom uzorku, potrebno je da se
efekat veliCine ukloni iz analiza. Medutim, procena kovariranja velicine i oblika, odnosno
procena efekta alometrije, je veoma vaZan aspekt svake analize. Zbog malog broja
prikupljenih muzjaka, sve statisticke analize su izvrSene jedino na Zenkama. Polni dimorfizam
u obliku, kao i alometrijski obrasci promena oblika karakteristi¢ni za muZjake, procenjeni su
jedino na osnovu grafickih prikaza i trebalo bi ih smatrati preliminarnim rezultatima. Kao
pocetna analiza, kako bi se ispitalo ukupno variranje u kompletnom uzorku, izvrSena je
analiza glavnih komponenti varijabli oblika (engl. Principal Component Analysis, PCA) pomocu
gm.prcomp funkcije iz geomorph paketa. Graficki prikaz rasporeda jedinki u morfoloSkom
prostoru odredenom prvom i drugom PC osom generisan je primenom ggplot funkcije.
Kovariranje veliine i simetricne komponente oblika za sve Cetiri grupe (Galovica Zenke,
Galovica muzjaci, Crni Lug Zenke i Crni Lug muZjaci) procenjena je definisanjem linearnog
modela pomocu procD.Im funkcije iz geomorph paketa. Ova funkcija je primenjena samo kako
bi se vizualizovala zavisnost logaritmovane veliCine centroida, kao mere veli¢ine, i PC1 ose
predvidenih (fitovanih) vrednosti varijabli oblika. Grafik je generisan pomocu plot funkcije iz
base R paketa. Takode, na uzorku Zenki, analiza glavnih komponenti je primenjena i na
reziduale linearnog modela koji opisuje promene oblika zavisne od promene velicine
analiziranih struktura (bez ukljuc¢enih faktora), odnosno na podatke koji su korigovani za
alometriju. Grafik ove PCA analize je dobijen pomoc¢u ggplot funkcije i prikazuje raspored dve
grupe Zenki u morfoloSkom prostoru definisanom sa prve dve glavne komponente.

Za statistiCku procenu analiziranih obrazaca variranja i kovariranja oblika u uzorku
Zenki, upotrebljena je procD.Im funkcija. Ova funkcija vrsi Prokrustovu analizu varijanse
(Prokrustova ANOVA), koja prema nacinu na koji se izvodi predstavlja neparametrijsku
multivarijantnu analizu varijanse (np-MANOVA) (Collyer et al.,, 2015; Adams et al., 2021a).
Definisanjem linearnih modela (LM) pomoc¢u procD.Im funkcije, ocenjuju se parametri LM i
vrs$i np-MANOVA sa randomizacijom reziduala u permutacionom procesu (RRPP) za procenu
statisticke znacajnosti (Collyer et al., 2015). Funkcija vrs$i randomizaciju rezidualnih vrednosti
varijabli oblika redukovanog (engl. reduced) LM (koji predstavlja nulti LM) kako bi se
generisala empirijska distribucija verovatnofe na osnovu koje se odreduje statisticka
znacajnost dela variranja koje se objasSnjava faktorom (ili faktorima) iz punog (engl. full)
modela (detaljno u Collyer et al., 2015). Pokazano je da ovakav pristup ima vecu statisticku
mo¢ u proceni znacajnosti kada je u linearni model ukljuceno dva ili viSe faktora (Anderson &
terBraak, 2003; Adams et al, 2021a). S obzirom da su jedinke sa lokaliteta Crni Lug
uzorkovane u viSe navrata, definisanjem linearnog modela u kom je datum uzorkovanja
modelovan kao sluCajni faktor, ispitan je efekat ovog faktora na variranje oblika obe
analizirane strukture. PoSto ovi premilinarni modeli nisu pokazali statisticki ili bioloski
znacajan rezultat (videti odeljak 4.5.1. i odeljak 4.5.3, Rezultati), sve jedinke uzorkovane
razlicitih godina su spojene u jedinstven uzorak Crni Lug.

Kako bi se ispitali alometrijski obrasci promena oblika u uzorku Zenki, i efekat
lokaliteta (populacije) na ove promene, definisano je viSe linearnih modela za izvodenje np-
MANOVA, koriste¢i RRPP sa 999 ponavljanja (Adams et al, 2021a). Prvobitno se definiSe
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model prema formuli Oblik ~ log CS * faktor, koji moZe da se razlozi na: Oblik ~ log CS +
faktor + log CS:faktor, kako bi se prvo ispitala statisticka znacajnost interakcije (log CS:faktor),
odnosno da li postoji razlika u kovariranju oblika i veliine izmedu nivoa faktora. Ovakav
model moZe da se uporedi sa redukovanim modelom tipa Oblik ~ log CS, koji ne ukljucuje
faktor. Ukoliko je interakcija statisticki znacajna, prvi LM se poredi sa redukovanim modelom
tipa Oblik ~ log CS + faktor, koji ne ukljucuje clan interakcije. Na ovaj nacin se testira
homogenost alometrijskih prava, odnosno da li se prave razlikuju u nagibima (engl. slope).
Poredenje bilo kod broja modela, kao i izra¢unavanje ANOVA (analiza varijanse) tabela za
svaki model, omogucéeno je primenom anova.Im.rrpp funkcije RRPP paketa. Nakon odabira
adekvatnog LM, alometrijski obrasci promena oblika za Zenke su grafic¢ki prikazani pomocu
plotAllometry funkcije iz geomorph R paketa. Ova funkcija raCuna zajednicku alometrijsku
komponentu grupa (engl. common allometric component, CAC), tj. ocenjuje zajednicki
unutargrupni trend alometrije (Mitteroecker et al., 2004; Adams et al., 2013). Kako bi se zatim
odredile razlike u obliku izmedu Zenki iz dve populacije (sa dva lokaliteta), primenjena je
pairwise funkcija iz RRPP paketa. Ova funkcija racuna Prokrustove distance izmedu ocenjenih
srednjih vrednosti oblika grupa jedinki (engl. least squares (LS) means), odnosno koriguje za
efekat alometrije, ili pak odreduje karakteristike alometrijskih vektora (korelisanost, razlike u
duzini i udaljenost). Primenom summary.pairwise funkcije dobijaju se informacije o odabranoj
pairwise statistici (distanci - videti rezultate) i statistickoj znacajnosti. Za sve statisticke
testove vrednost a je podesSena na 0.05, dok je bioloski znacaj efekta u modelu procenjen
razmatrajuci veli¢ine efekta (R2 i Z vrednosti). Efekat je oznacen kao bioloski znacajan ukoliko
opisuje dovoljno velik deo ukupnog variranja oblika (R > 0.05).

Vizualizacija promena oblika izmedu konsenzus konfiguracije i oblika koji odgovaraju
ekstremnim vrednostima na PC osama, alometrijskih promena oblika, i promena oblika
izmedu polova, izvrSena je pomocu geomorph funkcija mshape, shape.predictor i
plotRefToTarget. Deformacije mreZe (TPS) su generisane pomocu plotRefToTarget funkcije.
Kako bi se optimalnije prikazale promene oblika, definisane su i konture oblika (engl.
wireframe) pomocu geomorph funkcije define.links.

3.7. Definisanje i analiza razvojnih anomalija

Proucene su sve morfoloske i strukturne promene, kao i deformiteti karakteristika koje
su zajednicke za oba pola, kao i polno dimorfnih odlika (Saganovi¢ et al., 2017). Takode, sa
ventralne strane abdomena, pregledani su i prebrojani prstenasti segmenti bez ekstremiteta
(nomenklatura prema Longhurst, 1955a). Procenjen je i istraZen i spiralan rast prstenastih
segmenata (prema Linder, 1952). Karakteristi¢ni primeri odstupanja od grade i anomalije,
ukljucujuci i spiralan rast, fotografisani su ili ilustrovani crteZom. Primeri anomalija koje
nastaju tokom razvica abdomena, predstavljeni su formulom (F) koju je predloZio Linder
(1952): broj torakalnih ekstremiteta (uvek iznosi 11) + broj abdominalnih prstenastih
segmenata sa ekstremitetima + broj prstenastih segmenata bez ekstremiteta + nepotpuni
abdominalni prstenasti segmenti (i) ili spiralan rast (sp), predstavljen brojem krugova koje
opisuju prstenasti segmenti (r). Takode, odredena je i orijentacija spiralnog rasta
abdominalnih prstenastih segmenata oko longitudinalne (uzduZne) ose tela (desnogiri -
R/levogiri - L).

Jedinke iz uzorka su analizirane i sa aspekta kvalitativnih promena razlicitih delova
tela (fizicke deformacije, ozlede, lezije, promene boje tela itd.) i drugih anomalija razli¢itog
porekla i uzroka. Pregledan je karapaks, dorzalna srediSnja linija karapaksa, telzon sa
kaudalnom laminom (prema Rogers, 2001 /supra-analna ploc¢a, prema Linder, 1952), kao i
cerkopodije na distalnom delu tela.
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4.1. Taksonomska identifikacija vrste

Podaci o vrsti L. couesii iz Srbije dobijeni su analizom nekoliko vaZznih taksonomskih
karaktera. Analiza je izvrSena na delu uzorka poreklom sa lokaliteta Galovica. Broj Zenki
(jedinki sa jajnim kesama) u Galovica populaciji bio je daleko veci od broja muzjaka. Srednji
odnos broja muzjaka i Zenki iznosi oko 1:25, tj. muZjaci ¢ine 3.94% populacije. Na stanistu su
pronadeni i drugi beski¢menjaci - kladocere, kopepode, ostrakode, puZevi, larve insekata i
slatkovodne hidre.

Izracunat je i uporeden opseg vrednosti osnovnih morfometrijskih karaktera Zenki i
muzjaka. Srednja vrednost, minimum, maksimum i standardna devijacija izra¢unati na uzorku
Zenki prikazani su u Tebeli 4 (Prilog Tabela 4). Boks dijagrami analiziranih morfoloSkih
varijabli na uzorku Zenki prikazani su u okviru Prilog Slike 2.

Tabela 4. Deskriptivna statistika vrste L. couesii iz Srbije (podaci dobijeni analizom uzorka
zenki). Oznake i skracenice: CL - duZzina karapaksa, CW - Sirina karapaksa, AL - duzina
abdomena od posteriorne ivice karapaksa do kraja telzona (bez kaudalne lamine), L. - duzina
kaudalne lamine, ®©tL. - ukupna duzina tela, PS - broj prstenastih segmenata koji nisu
prekriveni karapaksom, LiessS — broj prstenastih segmenata bez ekstremiteta, PL - broj parova
ekstremiteta, Min - najmanja vrednost u uzorku, Max - najveca vrednost u uzorku, X - srednja
vrednost, SD - standardna devijacija. Duzinske mere su izraZene u milimetrima (mm). Veli¢ina

analiziranog uzorka: N¢ = 32.

X 1843 11.06 185 3.04 2333 3.19 431 3731 0.16 1.67 0.10 0.79

Min 1586 9.85 0.21 232 19.14 0 4 34 0.14 1.46 0.01 0.70

Max 21.06 12.51 4.05 3.66 2736 7 5 39 0.20 1.79 0.23 0.85

sb 149 0.74 108 039 194 207 047 123 0.01 0.08 0.06 0.04

Opseg variranja i koeficijent varijacije (CV) za analizirane morfoloSke karaktere
prikazani su u Prilog Tabeli 5. Odnos duZine kaudalne lamine i duZine karapaksa Zenki
(IL/CL) bio je u opsegu 0.14-0.20. Ovaj odnos predstavlja veoma vazan taksonomski karakter,
barem kada su u pitanju Zenke (Prilog Tabela 5; Ne = 32). Ukupna duZina tela, duZina
abdomena i broj posteriornih prstenastih segmenata koji nisu prekriveni karapaksom su
pokazali velik opseg variranja duZine, odnosno broja (Prilog Tabela 5, Prilog Slika 2). Kada se
duzina karapaksa razmatra u odnosu na ukupnu duzinu tela jedinki (CL/t°tL), Sto je prirodan
nacin procene, ovaj karakter pokazuje malu varijabilnost (Prilog Tabela 5).

Generalne morfoloske karakteristike Zenki (jedinki sa jajnim kesama) i muZjaka
analizirane vrste prikazane su na Slici 16a i 16b. Sve analizirane jedinke imaju izduzenu
kaudalnu laminu (supra-analnu plocu), koja se neznatno prosiruje u srediSnjem delu i opet
suzava prema vrhu. Sredinom kaudalne lamine se pruza ispupCenje u obliku grebena, sa
brojnim bodljama razlicite velic¢ine (Slika 17a, b). Ostali morfoloski karakteri koji su vazni za
utvrdivanje taksonomske pripadnosti, prikazani su na Slici 18. Ovalni nukalni organ je
pozicioniran delimi¢no izmedu sloZenih ociju (Slika 18a). Dorzalna sredisnja linija karapaksa
je bez bodlji, dok je terminalna bodlja sredi$nje linije prisutna kod oba pola. Zadnja ivica
karapaksa prekrivena je ve¢im bodljama, blago zaobljenim pri vrhu, izmedu kojih se nalaze
rasporedene manje bodlje (Slika 18b). Egzopodit prvog torakalnog ekstremiteta je izduzen
proksimalno i distalno, dok je u srediSnjem delu suZen (Slika 18c, oznaceno strelicom).
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Slika 16. Opste morfoloske karakteristike adultnih jedinki (dorzalni prikaz na milimetarskom papiru).
g) spoljasnji izgled Zenke (jedinke sa jajnim kesama); b) spoljasni izgled muZjaka (Iz:

Saganovi¢ et al., 2017).
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Slika 17. Stepen razvijenosti kaudalne lamine. a) Zenka (jedinka sa jajnim kesama); b) muzjak. Skale =

1 mm (Iz: Saganovié et al., 2017).
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Slika 18. Vazni morfoloski karakteri za utvrdivanje taksonomske pripadnosti L. couesii. a) oblik i
poloZaj nukalnog organa; b) dorzalna medijalna linija karapaksa bez bodlji i sa terminalnom
bodljom (obeleZeno zvezdicom), i zadnja ivica karapaksa sa bodljama (oznaceno strelicama);
c) egzopodit prvog torakalnog ekstremiteta (strelica). Skale = 1 mm (Iz: Saganovi¢ et al.,
2017).

4.2. Razlike izmedu polova

Ukupna duzina tela Zenki, izmerena od prednje ivice karapaksa do kraja kaudalne
lamine (bez cerkopoda), iznosila je od 19.14 do 27.36 mm. Telo se sastoji 25-27 prstenastih
segmenata (telesnih segmenata). Polno zrele Zenke imaju 34-39 parova ekstremiteta (trupni
ekstremiteti) i 4-5 prstenastih segmenata bez ekstremiteta. Karapaks je izduZen i prekriva
skoro citav trup. Savija se ventralno i potpuno prekriva bo¢ne strane tela. Zadnja ivica
karapaksa Zenki ima 45-69 bodlji. Broj posteriornih prstenastih segmenata koji nisu
prekriveni karapaksom iznosi 0-7.
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Slika 19. Srednja vrednost duzine karapaksa (CL) i srednja vrednost duZine kaudalne lamine (¢IL)
Zenki i muzjaka, sa jednom standardnom devijacijom. Vrednosti su izrazene u milimetrima.

Sli¢no kao kod Zenki, ukupna duzina tela muzjaka iznosila je 19.26-24.53 mm, sa 25-

26 prstenastih segmenata. Broj parova ekstremiteta iznosio je 33-38, dok je broj prstenastih

segmenata bez ekstremiteta bio 4 ili 5. Medutim, karapaks muZjaka je kraci, okruglastiji i vise

zaravnjen, i prekriva manji deo tela u odnosu na karapaks Zenki. Na zadnjoj ivici karapksa
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izbrojano je 41-62 bodlji. MuZjaci imaju uZi telzon, ali duZu kaudalnu laminu u odnosu na
Zzenke (Slika 19). Takode, odnos duzine kaudalne lamine i duZine karapaksa (¢L/CL) iz
navedenih razloga ima viSe vrednosti kod muzjaka, nego kod Zenki (Slika 20).
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0.35 B MuZjaci
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Slika 20. Srednja vrednost odnosa duZine kaudalne lamine i duZine karapaksa (<L/CL) Zenki i
muzjaka, sa jednom standarnom devijacijom.

S obzirom da je analizirano samo pet muzjaka, morfoloski karakteri koji ukazuju na
polni dimorfizam imaju uglavnom deskriptivnu ulogu.

4.3. Polno dimorfne odlike jedanaestog para ekstremiteta

[spitivanjem izgleda jedanaestog para torakalnih ekstremiteta, jedinke su
determinisane kao muZjaci ili kao Zenke. Jedanaesti par torakalnih ekstremiteta jedinki
determinisanih kao muZjaci slican je ostalim torakopodama i sastoji se od egzopodita (eg),
epipodita (ep) koji ima preteZno respiratornu i osmoregulatornu ulogu, i Sest nastavaka,
endita (e), od kojih je poslednji oznaCen kao endopodit (en) (Slika 21a). Jedanaesti par
torakopoda jedinki oznacenih kao Zenke pokazuje izmenjen izgled. Epipodit i egzopodit se
modifikuju tako da formiraju jajnu kesu u kojoj se ¢uvaju zrela jaja obavijena omotacem.
Egzopodit formira okruglasto dno jajne kese, dok poklopac jajne kese ¢ini okruglasti epipodit,
nesto manjeg obima (Slika 21b).
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Slika 21. Izgled jedanaeste torakopode vrste L. couesii. a) muZzjak; b) Zenka. Skracenice: eg -
egzopodit; ep - epipodit; od e2 do e5 - enditi 2-5; en - endopodit. Enditi 1 nisu vidljivi na
datim fotografijama. Skale = 0.5 mm.

4.4. HistolosKi aspekt odredivanja pola
4.4.1. Morfo-anatomska i histoloska grada gonada ZenKi vrste L. couesii

Parne gonade Zenki se pruzaju bo¢no u odnosu na crevo, pocev od devetog torakalnog
segmenta, sve do abdominalnih segmenata bez ekstremiteta (Slika 22). Pokazuju
karakteristican ,grozdast” izgled zbog prisustva folikula na vrhovima folikularnih kanala.
Gonade su belicasto-zute boje, prekrivene tankim i providnim vezivnim tkivom. UzduZni
ovidukt (uterus) se uocava kao glavni kanal i predstavlja mesto gde se jaja sakupljaju pre nego
Sto se putem odvodnog kanala spuste u jajne kese (Slike 22, 24F).

Slika 22. Morfoloski izgled izolovane gonade Zenke L. couesii. Oznake: glava strelice - uterus; strelice -
folikuli na vrhovima folikularnih kanala; ck - crevni kanal. Skala = 1 mm.
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Zenke u periodu izmedu presvlacenja obi¢no imaju po desetak sferi¢nih jaja u jajnim
kesama, narandZasto-braon boje. Krupnije Zenke mogu da imaju i tridesetak jaja u jajnoj kesi
(Slika 23). Prosecan dijametar jaja iznosi oko 520 pm i karakteriSe ih lepljiva povrsina.

Slika 23. Jaja vrste L. couesii (izolovana iz jajne kese). Skala = 500 pm.

Oblik gonade moZe da se opiSe kao razgranat i tubularan. Folikularni kanali polaze sa
centralno pozicioniranog uzduznog kanala (uterusa) i pruzaju se lateralno. Izgradeni su od
jednog sloja somatskih ¢elija, koje oblazu lumen kanala, i okruglastih germinativnih celija
grupisanih u vr$nim delovima kanala, gde ispunjavaju njegov lumen (Slike 24, 26a, 28b, 31a).
Na vrhu boc¢nih kanala se nalaze folikuli koji se izduzivanjem kanala pomeraju prema
hemocelu (Slika 27).

Zaceci folikula se formiraju od Celija rasporedenih u germinativnoj oblasti. Vec¢ina ovih
¢elija se nalazi u deobi i zaceci Cetvorocelijskih folikula u najranijoj fazi formiranja se jasno
uocavaju (Slika 26a). Ove cCelije karakteriSe izrazito krupan nukleus, kao i intezivno obojena
citoplazma (Slika 26a, oznaceno zvezdicom). Rastom folikula, prvobitno se formira boc¢no
ispupcCenje u blizini vrha folikularnog kanala na kome se nalazi folikul u kasnijoj fazi rasta
(Slike 24C, 26a, b). PovrsSinu rastuceg folikula obavijaju Celije koje se tokom rasta folikula
izduZuju, postaju spljostene, i formiraju epitel folikula (Slike 26a, b, 30a). Unutar svakog
folikula se razvijaju cCetiri Celije - oocita i tri pomocne Celije, koje zajedno formiraju
germinativnu cistu (Slike 25, 26a, b). U pocetnoj fazi sazrevanja oocite, koja moZe da se oznaci
kao previtelogeneza, celije folikula odlikuje intezivno obojena citoplazma sa krupnim
nukleusima (Slike 24A, 26a, b). U ovoj fazi nije sasvim jasno koja od Cetiri Celije predstavlja
oocitu, a koje ¢elije su pomocne cCelije. Slede¢a faza mozZe da se oznaci kao vitelogeneza i
karakteriSe je pojavljivanje malih granula Zumanceta u citoplazmi. Pretpostavlja se da oocita u
pocCetku vrsi endogenu vitelogenezu i da pomocne Celije imaju troficku ulogu tokom
sazrevanja oocite. Ova pretpostavka je u saglasnosti sa uoCenim granulama Zumanceta u
citoplazmi sve Cetiri Celije folikula (Slike 27, 28a). Takode, u ovoj fazi nisu uoceni mikrovili na
povrsini Celija folikula. Oocita se dalje uvecava, postaje ve¢a od pomoc¢nih celija i postepeno
pocinje da ih potiskuje ka osnovi folikula (Slike 24B, 25, 30a). MoZe se pretpostaviti da u ovoj
fazi Celije folikula mogu da se razlikuju prema rasporedu unutar folikula, odnosno prema
tome koji deo zapremine folkula zauzimaju (Slika 25, oznaceno simbolom f). Nakon zavrSetka
endogene faze vitelogeneze, na povrsini oocite se uocavaju brojni mikrovili ¢cime je oznacen
pocetak egzogene vitelogeneze i unosa Zumancetnog materijala putem endocitoze (Slike 28a,
29a). U ovoj fazi je moguca pouzdana identifikacija oocite u folikulu. Oocita akumulira velike
kolicine Zumanceta i po zavrSetku rasta zauzima c¢itavu zapreminu folikula, dok se pomo¢éne
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Celije viSe ne uocavaju (Slike 24C, 25). Ultrastrukturna analiza zrele oocite pokazuje prisustvo
brojnih Zumancetnih granula razlic¢itih veli¢ina, kao i lipidnih tela (Slika 29b).

C

-----

..........

Slika 24. Sematski prikaz grade gonade (sa Cetiri folikula) Zenki L. couesii. A) ¢etvorocelijski folikul u
pocetnoj fazi rasta (faza 2 prema Longhurst, 1955b); B) oocita i pomoc¢ne ¢elije u folikulu - na
crtezu su vidljive samo dve pomoc¢ne celije (faza 4-5 prema Longhurst, 1955b); C) oocita u
kasnoj fazi sazrevanja, pred spustanje u folikularni kanal (faza 6 prema Longhurst, 1955b), i
folikul u ranoj fazi rasta (faza 1 prema Longhurst, 1955b); D) prazan folikul; E) oocita u
folikularnom kanalu ispunjenom materijalom za izgradnju omotaca jajne Celije; F) jajne Celije
u longitudinalnom kanalu (uterusu), u razli¢itim fazama formiranja omotaca. Skracenice: f -
folikul; ef - epitel folikula; rf - folikul u ranoj fazi rasta; o - oocita; os — oocita u kasnoj fazi
sazrevanja; zo - zrela oocita; p¢ - pomoc¢na ¢elija; go - germinativna oblast; fk - folikularni
kanal; pf - prazan folikul; m_oj¢ - materijal za izgradnju omotaca jajne Ccelije; lo -
longitudinalni ovidukt; j¢ - jajna ¢elija; oj¢ - omotac jajne Celije. Strelice prikazuju putanju
oocite kroz kanale gonade. Prolaskom oocita kroz kanale gonade, i formiranjem omotaca jajne
Celije, odvija se diferencijacija oocita u zrele jajne Celije (jaja), koje se sakupljaju u oviduktu.
Elementi $eme nisu potpuno srazmerni. CrteZ: I. Saganovié.
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Slika 25. Polutanki preseci gonade Zenke. Skracenice: o - oocita; vo - oocita u egzogenoj fazi
vitelogeneze; p¢ - pomoc¢na Celija; f — folikuli u kasnijoj fazi rasta (pretpostavljena faza 5-6
prema Longhurst, 1955b); rf - folikul u ranoj fazi rasta; fk - folikularni kanal; L. - lumen
folikularnog kanala; m_oj¢ — materijal za izgradnju omotaca jajne Celije; zo - zrela oocita u
folikularnom kanalu. Skale = 200 um; Detalj: Skala = 100 um.

Slika 26. Polutanki preseci gonade Zenke. a) folikularni kanal sa kog rastu (,pupe”) folikuli i zapoc¢inju
formiranje novog folikularnog kanala (pretpostavljena faza 1-2 prema prema Longhurst,
1955b). U apikalnom delu kanala se uocavaju ¢elije germinativne oblasti, kao i zacetak folikula
(zvezdica); b) polutanki presek gonade u nivou folikula u ranoj fazi rasta (pretpostavljena faza
1 prema Longhurst, 1955b). Skracenice: fk - folikularni kanal; f - folikul; go - germinativna
oblast; g¢ - germinativne Celije. Strelice prikazuju epitel folikula koji se formira kada folikul
rastuci povlaci celije koje se zatim izduzZuju i spljoStavaju. Skale = 20 pm.
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Slika 27. Polutanki presek gonade Zenke na kom se uocava folikularni kanal sa éetvorocelijskim
folikulom na vrhu (pretpostavljena faza 4-5 prema prema Longhurst, 1955b). Takode, uocava
se jo$ jedan folikul u kom se nalazi oocita u egzogenoj fazi vitelogeneze. Skraéenice: fk -
folikularni kanal; go - germinativna oblast folikularnog kanala; n - nukleus ¢elije folikula; vo -
oocita u vitelogenoj fazi oogeneze. Skala = 100 um.

Slika 28. Detaljan prikaz histoloSkih struktura vidljivih na Slici 27. a) polutanki presek na kom se
uocava oocita u egzogenoj fazi vitelogeneze, sa mikrovilima oocite i granulama (glava
strelice). Citoplazma sve Cetiri Celije susednog folikula ispunjena je granulama Zumanceta; b)
folikularni kanal sa germinativnhom oblasti (iznad isprekidane linije) koja ispunjava lumen
vrha kanala. U germinativnoj oblasti se uo¢avaju germinativne ¢elije u deobi. Skracenice: fk -
folikularni kanal; f - folikul; vo - oocita u egzogenoj fazi vitelogeneze; mv — mikrovili. Skale =
20 pm.
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Slika 29. Ultratanki preseci oocite ispunjene granulama Zumanceta. a) oocita tokom egzogene faze
vitelogeneze, sa vidljivim mikrovilima (mv) koji polaze na membrani oocite (glava strelice) i
terminalnom mreZom filamenata. Epitel folikula nije jasno vidljiv. Skala = 2 um. Detalj: granule
u okolini mikrovila (strelica). Skala = 2 pm; b) Zumancetne granule i lipidna tela oocite. Skala =
5 pm. Skraéenice: mv — mikrovili; tm - terminalna mreZa; Zc - Zumancetne granule; It - lipidna
tela.

Po zavrSetku oogeneze, zrela oocita izlazi iz folikula, prolazi kroz germinativnu oblast i
spusta se u folikularni kanal (Slika 24E). Ispraznjen folikul se uruSava i uocCava se kao
isavijana vre€ica, dok germinativna oblast deluje oCuvana (Slike 24D, 30d). Visina celija
folikularnog kanala se tokom prolaska oocite smanjuje (Slika 31c). Zrela oocita zapocinje svoj
put prema centralnom kanalu, a jedan od folikula, koji se u pocetnoj fazi rasta uocava kao
boc¢ni ,pupoljak” na folikularnom kanalu, sada zauzima vrsnu poziciju (Slika 24A).

Povrsinu folikularnih kanala pokriva jednoslojni cilindri¢ni epitel. Celije epitela su
izduZene, gusto pakovane i svojim bazalnim delom naleZu na podepitelsku laminu, dok je
apikalna povrsina upravljena prema lumenu kanala (Slike 24, 30b, ¢, 31a). Prose¢na duZina
folikularnih ¢elija iznosi oko 30 pum, a Sirina oko 7.3 um. Na polutankim presecima se uocava
»sunderast” izgled citoplazme, kao i oCigledna sekretorna aktivnost celija (Slike 30c, 31a).
Celije kanala sinteti$u velike koli¢ine materijala koji se fuzioni$e u gustu masu u lumenu i
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predstavlja materijal za izgradnju omotaca jajne cCelije (Slike 30b, 31b). JoS u lumenu kanala,
materijal pokazuje osobine ,vakuolizacije”, tj. centralna masa nije sasvim kompaktna (Slika
30b). Na poprecnom preseku, dijametar lumena folikularnog kanala iznosi oko 28 pm i Cesto
je potpuno ispunjen ovim materijalom.

Slika 30. Polutanki preseci gonade Zenke. a) oocita i vidljiva potisnuta pomoc¢na ¢elija u folikulu
(pretpostavljena faza 5-6 prema prema Longhurst, 1955b). Glava strelice: epitel folikula; b)
uzduZni presek folikularnog kanala sa velikom centralnom masom materijala za izgradnju
omotaca jajne celije koja ispunjava lumen; c) uzduzni presek folikularnog kanala na kom se
uocava jedan sloj izduzenih ¢elija (primetiti ,sunderast” izgled ¢elija); d) prazan folikul u ¢ijoj
osnovi se nalaze Celije germinativne oblasti. Skracenice: o - oocita; p¢ - pomo¢éna celija; fk -
folikularni kanal; m_oj¢ - materijal za izgradnju omotaca jajne Celije; L - lumen folikularnog
kanala; pf - prazan folikul; go — germinativna oblast. Skale = 20 um.
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Slika 31. Polutanki preseci u nivou folikularnih kanala. a) izduZene ¢elije folikularnog kanala,
karakteristicnog ,sunderastog” izgleda. Na apikalnom delu ¢elija se uocava odvijanje sinteze
materijala za izgradnju omotaca jajne Celije (strelice). Glava strelice obelezava podepitelsku
laminu na koju nalezu ¢elije folikularnog kanala; b) polutanki presek folikularnog kanala sa
lumenom ispunjenim velikom koli¢inom materijala za izgradnju omotaca jajne celije; c)
skracivanje celija folikularnog kanala pri prolasku zrele oocite kroz folikularni kanal
(uporediti sa fotografijama pod a i b). Skracenice: L. - lumen folikularnog kanala; ¢tk - Celije
folikularnog kanala; n - nukleus éelije folikularnog kanala (zaokruZen isprekidanom linijom);
m_oj¢ - materijal za izgradnju omotaca jajne cCelije; zo - zrela oocita. Skale = 20 pm.

Histoloskim analizama nije otkriveno prisustvo testikularnog tkiva u Zenskim
gonadama.

4.4.2. Ultrastrukturne odlike celija folikularnih kanala

Analizom ultratankih preseka tkiva gonada uocava se da je apikalna povrsina celija
folikularnih kanala prekrivena kratkim mikrovilima (Slika 32a). Nukleusi se uglavnom nalaze
u blizini centra Celija, izduZeni su i nekad sa dubokom invaginacijom na jednom kraju (Slike
32a, 36¢). Prosecne dimenzije nukleusa iznose oko 9.1 x 3.6 um. U nukleusu se uocava gust
nukleolus, elipsoidnog oblika, kao i skupine hromatina (Slike 32a, 36c, d). ,Sunderast” izgled
citoplazme celija potice od prisustva brojnih vakuola, kao i cisterni kompleksa Goldzi i
granulisanog endoplazminog retikuluma (Slike 32a, 36a, b, d, e).
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SpuStanjem oocite u folikularni kanal, promene se ispoljavaju prvo u distalnim
delovima kanala. Lumen se proSiruje, mikrovili se viSe ne uocavaju, a ¢elije epitela kanala se
skracuju i njihova visina sada iznosi oko 3.3 pm. Deluje da se prolaskom oocite kroz kanal
istiskuje dodatna koli¢ina materijala iz ¢elija folikularnog kanala (Slika 32b). Membrane celija
formiraju uvrate unutar koji se odigrava proces sekrecije materijala za izgradnju omotaca
jajne Celije.

Slika 32. Ultratanki preseci Celija folikularnog kanala. a) izduZena ¢elija sa vidljivim mikrovilima u
apikalnom regionu. Membrana ¢elije je istaknuta crnom linijom. Skala = 5 pm; b) (¢elija
folikularnog kanala na mestu prolaska oocite, sa vidljivim uvratima membrane putem kojih se
izluCuje sekret (strelica). Skala = 2 pm. Skracenice: L - lumen kanala; mv - mikrovili; nu -
nukleolus; ¢tk - Celija folikularnog kanala; 0jé_f - omotac jajne €elije u formiranju.

U citoplazmi se uocavaju brojni kompleksi GoldZi i izrazito razvijene membrane
granulisanog endoplazminog retikuluma (Slika 364, d, e), koje su cesto parakristalno uredene
(Slika 36b), a uocavaju se i koncentricne membrane endoplazminog retikuma (Slika 35a).
Takode, u citoplazmi Celija folikularnog kanala su prisutne prstenaste lamele (Slika 35b, c, d).

Cisterne kompleksa GoldZi su ispunjene gustim materijalom koji se postepeno
kondenzuje. U pocetku, sekretorne granule materijala se kondenzuju u vece skupine
nepravilnog oblika, ponekad u vidu rozete (Slika 33a, b). Materijal u kondenzovanju se
sakuplja u vakuolama i dalje kondezuje u sferitne vezikule koje se pomocu vakuola
transportuju do lumena kanala (Slike 33a, 34). Izgleda da u sintezi materijala za izgradnju
omotaca jajne Celije uCestvuju kompleksi GoldZi i granulisan endoplazmin retikulum koji ¢esto
okruzuje kompleks GoldZi, ili se nalazi uz nukleusni ovoj (Slika 36d, e). Materijal koji ove
organele sintetiSu u potpunosti ispunjava lumen kanala i vidi se kao veoma gusta centralna
masa (Slika 34). Deluje da se kontinuirano proizvodi ¢itavom duZinom folikularnih kanala.
Prolazak oocite kroz kanale izgleda potpomaZzu i misi¢i koji se nalaze uz zidove gonada (Slika
36f).
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Slika 33. Ultratanki preseci ¢elija folikularnog kanala. a) nukleus sa nukleolusom u blizini apikalnog
dela ¢elije. UoCava se materijal za izgradnju omotaca jajne celije koji se kondenzuje u skupine
nepravilnog oblika, sakuplja u vakuolama (istaknute bojom) i dalje kondezuje u sferi¢ne
vezikule koje se oslobadaju u lumen i fuzioniSu sa centralnom masom. Skala = 2 um. Detalj:
skupina materijala za izgradnju omotaca jajne cCelije rozetastog oblika. Skala = 1 pum; b)
materijal za izgradnju omotaca jajne Celije koji se kondenzuje u vakuoli u skupine nepravilnog
oblika. Skala = 2 pm. Skracenice: nu - nukleolus; kG - kompleks GoldZi; L. - lumen kanala; mk -
materijal za izgradnju omotaca jajne ¢elije u kondenzovanju; v - vakuola, sf - sfera materijala
za izgradnju omotaca jajne Celije.

Slika 34. Poprecni presek kroz folikularni kanal, sa gustim materijalom u lumenu koji predstavlja
materijal za izgradnju omotaca jajne cCelije. Skala = 5 pm. Detalj: Ulivanje brojnih sfera u
centralnu masu. Skala = 2 um. Skracenice: L - lumen kanala; m_oj¢ - materijal za izgradnju
omotaca jajne Celije; sf - sfere materijala.
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Slika 35. Ultratanki preseci ¢elija folikularnog kanala. a) koncentriécne membrane endoplazminog
retikuluma (strelica); b), c) i d) prstenaste lamele u citoplazmi ¢elija (zvezdice). Skale = 2 um.
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Slika 36. Ultratanki preseci ¢elija folikularnog kanala. a) gusta citoplazma u kojoj se nalazi veliki broj
kompleksa Goldzi koji ucestvuju u sintezi materijala za izgradnju omotaca jajne celije; b)
parakristalno uredene membrane granulisanog endoplazminog retikuluma; c) nukleus sa
invaginacijom na jednom kraju (strelica) i krupnim nukleolusom; d) vidljiv hromatin u
nukleusu i endoplazmin retikulum uz nukleusni ovoj; e) kompleksi GoldZi i granulisan
endoplazmin retikulum; f) miSi¢ uz kanal gonade. Skraéenice: kG - kompleks GoldZi; nu -
nukleolus; grER - granulisan endoplazmin retikulum; hr - hromatin; ¢tk - celija folikularnog
kanala; m - miSi¢. Skale:a-cif=2 pm,d,e=1 um.
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4.4.3. Formiranje omotaca jajne celije

Tokom prolaska oocite kroz folikularni kanal, ona se polako obavija materijalom za
izgradnju omotaca jajne cCelije i to prvo u svom prednjem delu, gurajuci materijal ispred sebe,
a zatim i preko cele povrSine (Slika 38a). Sloj kojim se jaje obavija postaje sve deblji, do
formiranja kompaktnog i amorfnog omotac¢a oko oocite. Omota¢ moZe da bude razli¢ite
debljine, od oko 13 um do 19 um (Slika 37a). U sledecoj fazi, omotac¢ se diferencira na dva
sloja, spoljasnji tanji, debljine 1-2 um, i unutrasnji deblji sloj (Slike 37b; Slika 38a).
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Slika 37. Faze formiranja omotaca jajne Celije. a) jednoslojni omotac jajne ¢elije (oznacen zvezdicom).
»Vakuolizacija” materijala od kog nastaje omotac jajne Celije (strelica); b) dvoslojni omotac
jajne celije; c) pocetak formiranja alveolarnog sloja formiranjem uvrata u donjem delu
unutrasnjeg sloja; d) nastavak formiranja alveolarnog sloja prema povrSini omotaca.
Skracenice: ss - spoljasnji sloj; us - unutrasnji sloj; as - alveolarni sloj. Skale = 20 pm.

b

Slika 38. Formiranje i struktura omotaca jajne Celije. a) zrela oocita u folikularnom kanalu pri susretu
sa materijalom za izgradnju omotaca. U donjem delu slike se uoc¢ava dvoslojni omota¢ oko
susedne oocite, sa tanjim spoljasnjim slojem (glava strelice); b) formiran omotac jajne celije.
Na mestu odvajanja se uocava dvoslojna grada omotaca. Omotac jajne Celije se sastoji od
spoljasneg sloja, perforiranog na povrsni (glava strelice), i unutrasnjeg alveolarnog sloja.
Skracenice: m_oj¢ - materijal za izgradnju omotaca jajne Celije; ss - spoljaSnji sloj omotaca; as
- alveolarni sloj. Skale = 20 pm.

Dalje promene obuhvataju formiranje uvrata u unutrasnjem sloju omotaca jajne cCelije,
Cesto potkovicastog oblika, i to prvo u delu do membrane oocite (Slika 37c, d). Na ovaj nacin
zapocinje formiranje alveolarnog sloja. Alveole se formiraju od unutrasnjeg dela omotaca
prema povrsini tako da se na kraju formira debeli alveolarni sloj, prosecne debljine oko 23.7
um. Nakon opisanih strukturnih promena, tercijarni omotac jajeta se sastoji od dva sloja -
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spoljasnjeg sloja perforiranog na povrsini, debljine oko 2.5 pm, i unutrasnjeg alveolarnog sloja
(Slika 38b). Nakon formiranja alveolarnog sloja, prosecna ukupna debljina omotaca jajne
Celije se uvecava i iznosi oko 26.5 um. Vazno je napomenuti da zbog osobine materijala za
izgradnju omotaca jajne Celije da pokazuje osobine alveolizacije jo§ u samom lumenu kanala,
primeceno je da je omotac¢ u nekim delovima ispunjen sitnim okruglastim Supljinama i pre
pocetka formiranja konacnog omotaca jajne Celije. Omotac je potpuno formiran do perioda
kada se jajne cCelije spustaju u jajne kese.

4.4.4. Morfo-anatomska i histoloska grada gonada muzjaka vrste L. couesii

IzduZeni testisi se pruzaju od pocetnog dela toraksa, odmah iza glavenog regiona, do
jedanaestog torakalnog segmenta. Beli¢asti su i poluprovidni, i pokazuju razgranat i reZnjevit
izgled, sa reZznjevima koji se pruzaju dorzolateralno u toraksu (Slika 39a). Vrecaste reznjeve
testisa karakteriSe veoma neZna, gotovo rastresita grada (Slika 39b).

|

Slika 39. Morfoloski izgled gonade muZjaka L. couesii. a) lateralni prikaz toraksa muzZjaka sa
strelicama koje prikazuju pravac pruzanja testisa. Skracenice: dst - dorzalna strana toraksa.
Skala = 1 mm; b) izolovani reZnjevi testisa (strelica) i uzduzni kanal testisa (bela strelica),
ispresavijan visSe puta. Slika nije skalirana.

Testisi zauzimaju veliki deo zapremine toraksa gde se nalaze pricvrSceni za telesni zid.
Duz testisa se pruza uzduzni kanal kojim se spermatozoidi sprovode i izbacuju u spoljasnju
sredinu, verovatno radom telesnih misic¢a (Slika 40b). Kanal takode karakteriSe veoma nezna
grada.

HistoloSkim analizama gonada muZjaka dobijeni su podaci o gradi testikularnih
kanalic¢a. Svaki kanali¢ se sastoji od zida i centralnog lumena (Slika 40a, b). U zavisnosti od
histoloSkog preseka, lumen nije uvek jasno uocljiv. Testikularne kanali¢e obavija definisan
omotac, debljine oko 0.6 um (Slika 41b). Zid kanali¢a je graden od somatskih celija i nekoliko
slojeva germinativnih Celija. Somatske Celije se uoc¢avaju kao snazno obojene, izuvijane celije
nepravilnog oblika, koje se u vidu citoplazmatskih nastavaka pruZaju od bazalnog dela
kanalica do samog lumena (Slika 41a). KarakteriSe ih krupan nukleus u kom se uocava
okruglasti nukleolus. Izmedu somatskih ¢elija se uocavaju rasporedene brojne germinativne
¢elije u razli¢itim fazama deobe (Slika 42). Ove celije se razlikuju prema veli¢ini nukleusa i
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intezitetu obojenosti. U perifernom delu kanali¢a, u kontaktu sa omota¢em testikulanog
kanali¢a, nalaze se rasporedene krupne spermatogonije. KarakteriSe ih izrazito velik nukleus
sa razudenim hromatinom, kao i relativno tamna citoplazma (Slika 41a, b). Deobom ovih ¢elija
nastaju spermatocite koje su uglavnom rasporedene blize unutrasnjem delu kanalica.
Spermatocite imaju neSto svetliju citoplazmu, sa nukleusom koji pokazuje organizaciju
hromozomskog materijala karakteristicnu za mejoticku deobu (Slike 41a, 44a, b).
Pretpostavlja se da se deobom spermatocita formiraju spermatide. Sazrevanje spermatida do
spermatozoida se ocigledno odvija prema cisticnom tipu, tipic(nom za grupu Notostraca
(Wingstrand, 1978). Ciste se formiraju izmedu susednih somatskih celija i unutar njih se
grupiSe 8-12 spermatida (Slike 40a, 43). Po sazrevanju, ciste se otvaraju u lumen kanali¢a u
koji se oslobadaju zreli spermatozoidi (Slike 40b, 43). Spermatozoidi predstavljaju
jednostavne celije ovalnog ili elipsoidnog oblika, dimenzija 3.7-5 um (Slika 43). Okruglasti
nukleus spermatozoida se jasno uocava i pozicioniran je centralno ili ¢ces¢e bliZe jednom kraju
Celije.

Slika 40. Poprecni presek u nivou testikularnih kanali¢a. Oznake: Z - zid testikularnog kanaliéa; L -
lumen testikularnog kanaliéa sa vidljivim spermatozoidima; Cis - cista; m - miSi¢. Skale: a) 20
pum, b) 50 um.

Slika 41. Histoloska grada testikularnih kanali¢a. a) polutanki presek testikularnog kanali¢a; b)
periferni deo testikularnog kanali¢a. Oznake: L - lumen testikularnog kanali¢a; s¢ - somatska
Celija (crvenom strelicom je oznaCen citoplazmin nastavak somatske celije); n - nukleus
somatske celije; g¢ - germinativne C¢elije; Sg - spermatogonija; DiSc - spermatocita u
pretpostavljenom stupnju dijakinezis; otk - omotac testikularnog kanali¢a. Skale = 20 pm.
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Slika 42. Polutanki presek kroz testikularni kanali¢ u nivou germinativnih celija u razli¢itim fazama
deobe. Skale = 50 pm.

Slika 43. Polutanki presek testikularnog kanali¢a koji predstavlja zumirani deo Slike 42. Oznake: L -
lumen testikularnog kanali¢a ispunjen spermatozoidima; Cis - cista koja se otvorila u lumen
kanali¢a; Sd - spermatide; S - spermatozoidi. Zvezdicom je obeleZena cista ispunjena
spermatidama u procesu sazrevanja, pre otvaranja u lumen kanali¢a. Skala = 20 pm.
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Slika 44. Testikularni kanaliéi sa brojnim germinativnim ¢elijama u razli¢itim fazama deobe. Desno su
izdvojene spermatocite u pretpostavljenim stupnjevima mejoticke deobe. Oznake: PSc -
spermatocita u pretpostavljenom stupnju pahiten; DSc - spermatocita u pretpostavljenom
stupnju diploten. Skale = 20 pm.

4.5. Analize metodama geometrijske morfometrije
4.5.1. Variranje velicine i oblika telzona sa kaudalnom laminom

Efekat datuma uzorkovanja jedinki sa lokaliteta Crni Lug je procenjen na uzorku Zenki.
Datum uzorkovanja, modelovan unutar log CS, je pokazao statisticku znacajnost (P = 0.002),
ali je opisao mali deo variranja oblika (R2 = 0.0299), tako da se smatra da nije bioloski
znacajan. Jedinke uzorkovane razlicitih godina su grupisane u jedinstven uzorak Crni Lug.

Graficki prikaz srednje vrednosti i variranja veli¢ine telzona sa kaudalnom laminom
(log CS) u uzorku koji obuhvata cetiri grupe jedinki (Galovica Zenke, Galovica muZjaci, Crni
Lug Zenke i Crni Lug muzjaci) predstavljen je na Slici 45.
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Slika 45. Boks dijagram veliCine telzona sa kaudalnom laminom za Cetiri grupe jedinki. Horizontalne
unutrasnje linije predstavljaju medijane. Donja i gornja ivica pravougaonika (boksova)
definiSu prvi (Q1) i tredi (Q3) kvartil i obuhvataju interkvartilni raspon (IQR). Vertikalne linije
se pruzaju do minimalnih (Q1 - 1.5 * IQR) i maksimalnih (Q3 + 1.5 * IQR) vrednosti.
Zvezdicom je predstavljena srednja vrednost log CS za svaku grupu. Autlajer (engl. outlier) je
obeleZen ispunjenim kruzi¢em i nalazi se na rastojanju ve¢em od 1.5 vrednosti visine boksa (>
1.5 *IQR).

Zenke sa lokaliteta Crni Lug pokazuju najveéi opseg variranja veli¢ine telzona sa
kaudalnom laminom i ovoj grupi pripadaju jedinke sa najve¢im i najmanjim veli¢inama
analizirane strukture u celokupnom uzorku. Zenke sa dva lokaliteta imaju priblizno iste
srednje vrednosti velicine (srednja vrednost log CS), dok muZzjaci prosecno imaju veci telzon
sa kaudalnom laminom. Zbog velikih razlika u karakterstikama uzorka Zenki sa dva lokaliteta
- Zenke sa lokaliteta Galovica pripadaju pribliZno istoj uzrasnoj kategoriji, dok Zenke iz Crnog
Luga pripadaju razliitim uzrasnim Kkategorijama, statisticke razlike u veliini nisu
razmatrane, dok su razlike u obliku kvantifikovane tek nakon uklanjanja efekta velicine iz
uzorka.

Analiza glavnih komponenti (PCA) je pokazala da je ¢ak 89.93% ukupnog variranja
oblika u uzorku opisano prvom PC osom. Druga PC osa opisuje 3.69% variranja, dok je * 99%
ukupnog variranja opisano sa prvih Sest PC osa (Prilog Tabela 6). Posmatranjem PCA grafika,
moZe da se uoci da se Zenke sa lokaliteta Galovica nalaze unutar morfoloskog prostora koji
zauzimaju Zenke iz Crnog Luga (Slika 46). Muzjaci i Zenke sa lokaliteta Galovica su potpuno
razdvojeni, dok su muzjaci iz Crnog Luga takode odvojeni od Zenki, osim muZjaka manjih
dimenzija (autlajer, Slika 45), koji se nalazi u morfoloSkom prostoru koji zauzimaju Zenke.
MorfoloSki prostori muZjaka sa dva analizirana lokaliteta se delimicno preklapaju, ali uzorak
nije dovoljno velik da bi se doneli jasni zakljucci. Ono Sto jo§ moZe da se primeti je da se
muzjaci sa oba lokaliteta nalaze bliZe Zenkama koje pripadaju starijim uzrasnim kategorijama.
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Slika 46. Graficki prikaz rasporeda jedinki (uzorak od 131 jedinke) u morfoloSkom prostoru
definisanom prvom i drugom glavnom komponentom. Jedinke su grupisane prema polovima i
lokalitetu i oivicene poligonima (enlg. convex hulls). Promene oblika duz PC 1 ose su
vizualizovane TPS metodom i predstavljene pomocu kontura oblika (engl. wireframe). Srednji
oblik za celokupni uzorak je predstavljen isprekidanom linijom, dok su plavim linijama
predstavljene konture oblika koji odgovaraju ekstremnim vrednostima na PC 1 osi. Radi
lakSeg razumevanja promena oblika, prikazane su i tacke i polutacke (srednji oblik - prazni
krugovi; oblici na krajevima PC 1 ose - plavi krugovi).

Oblik koji odgovara maksimalnoj negativnoj vrednosti na PC 1 osi pokazuje suzeniji
telzon u odnosu na srednji oblik celokupnog uzorka, kao i izduzeniju kaudalnu laminu, dok se
Sirina kaudalne lamine ne menja mnogo (Slika 46). Kada posmatramo oblik na drugom kraju
PC 1 ose (maksimalna vrednost PC 1), jedinke imaju Siri telzon u odnosu na srednji oblik i
kra¢u kaudalnu laminu. Sirina kaudalne lamine i u ovom slu¢aju nije mnogo izmenjena.

Galovica

Slika 47. Polni dimorfizam u obliku telzona sa kaudalnom laminom prisutan u populacijama L. couesii
sa dva lokaliteta. a) razlike izmedu srednjih vrednosti oblika Zenki i muzjaka sa lokaliteta
Galovica; b) razlike izmedu srednjih vrednosti oblika Zenki i muzjaka sa lokaliteta Crni Lug.
Srednji oblik Zenki je predstavljen isprekidanom linijom, dok su plavim linijama predstavljene
konture srednjeg oblika muzjaka.
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Poredecdi prosecni polni dimorfizam jedinki sa dva lokaliteta, uocava se da su u obe
populacije prisutni sli¢ni obrasci razlika u obliku. Na osnovu raspoloZivog uzorka, primecuje
se da muZjaci imaju uZi telzon u odnosu na Zenke, kao i duzu i blago Siru kaudalnu laminu
(Slika 47a, b).

4.5.2. Ontogenetska alometrija Zenki i alometrijski obrasci promena oblika telzona sa
kaudalnom laminom

Kao Sto je ve¢ navedeno, statisticke analize su uradene jedino na uzorku Zenki sa dva
lokaliteta. Rezultati Prokrustove ANOVA za testiranje efekta veliCine, odnosno prisustva
alometrije, kao i efekta lokaliteta (populacije), prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. ANOVA tabela za linearni model koji ispituje efekat veli¢ine (log CS), populacije
(lokaliteta) i njihove interakcije na oblik telzona sa kaudalnom laminom (simetri¢na
komponenta oblika).

Df SS MS R2 F Z P
log CS 1 0.6947 0.6947 0.7661 503.2981 6.2246  0.001
Populacija 1 0.0596 0.0596 0.0657 43.1683 5.7899  0.001
log CS x Populacija 1 0.0024 0.0024 0.0026 1.7388 1.1404 0.129
Reziduali 118 0.1629 0.0014 0.1796
Ukupno 121 0.9068

Oznake: Df - stepeni slobode; SS - suma kvadrata; MS - sredina kvadrata; R? - koeficijent
determinacije; F - F vrednost; Z - velicina efekta (broj standardnih devijacija F distribucije); P — nivo
statistiCke znacajnosti. Statisti¢ki znacajne vrednosti su boldovane.

Efekat veliCine je statisticki znaCajan i opisuje veliki deo variranja oblika (R2 = 0.7661,
P =0.001), dok je faktor lokaliteta (populacije) takode statisti¢ki znacajan (P = 0.001) i opisuje
manji deo variranja (R2? = 0.0657). Interakcija veli€ine i populacije nije statisticki znacajna (P =
0.129) i opisuje neznatan deo variranja (R? = 0.0026; Z = 1.1404), Sto ukazuje na prisustvo
istih obrazaca alometrije za dve grupe Zenki. Kao finalni model izabran je LM koji ukljucuje
veli¢inu kao kovarijablu (log CS) i faktor populacije (bez interakcije). Post hoc poredenja
srednjih oblika (engl. LS means - srednji oblik za srednju veli¢inu) Zenki sa dva lokaliteta (koji
su korigovani za alometriju), potvrduju statisticki znacajnu razliku u obliku dve grupe Zenki
(Tabela 6), Sto je u skladu sa grafikom glavnih komponenti (Slika 50).

Tabela 6. Prokrustova distanca izmedu srednjih vrednosti oblika Zenki sa dva lokaliteta
(ukoliko se uzmu u obzir isti obrasci alometrije za dve populacije Zenki).

d UCL Z P

Crni Lug:Galovica 0.0443 0.0124 5.4484 0.001

Oznake: d - Prokrustova distanca; UCL - (95%) gornja granica intervala poverenja za d; Z - veli¢ina
efekta; P - vrednost dobijena pomo¢u RRPP (999 ponavljanja).

Alometrijski obrasci promena oblika za Zenke predstavljeni su na Slici 48.
Ontogenetske promene oblika telzona sa kaudalnom laminom Zenki se ogledaju u smanjivanju
Sirine telzona i izduZivanju kaudalne lamine tokom rasta jedinki, dok Sirina kaudalne lamine
ostaje pribliZno ista (Slika 48).
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Slika 48. Grafik kovariranja veli¢ine (log CS) i oblika (simetricne komponente) za uzorak Zenki.
Jedinke su projektovane na ocenjen zajednicki vektor alometrije za dve grupe Zenki (engl.
common allometric component, CAC). Promene oblika za minimalnu i maksimalnu CAC
vrednost su prezentovane TPS metodom i pomoc¢u kontura oblika. Isprekidanom linijom je
predstavljen srednji oblik za uzorak Zenki, dok su plavim linijama predstavljene konture
min/max CAC vrednosti.

Porede¢i srednje vrednosti oblika (engl. LS means) Zenki sa dva lokaliteta, moZe da se
uodi da se razlike uglavnom ogledaju u razlikama u obliku telzona. Zenke sa lokaliteta Crni
Lug imaju Siri telzon u odnosu na Zenke sa lokaliteta Galovica, kao i blago kracu kaudalnu
laminu (Slika 49).

Slika 49. Razlike u srednjem obliku telzona sa kaudalnom laminom izmedu Zenki sa dva lokaliteta,
nakon uklanjanja efekta veli¢ine. Srednji oblik Zenki sa lokaliteta Galovica je predstavljen
isprekidanom linijom, dok plave linije opisuju konture srednjeg oblika Zenki sa lokaliteta Crni
Lug. Promene oblika su uve¢ane dva puta radi bolje vizuelne prezentacije.

S obzirom na veliki uticaj alometrije na oblik telzona sa kaudalnom laminom, i uzevsi u
obzir da Zenke sa dva lokaliteta imaju iste obrazce alometrije, moguce je uklanjanje efekta
alometrije i sprovodenje analize glavnih komponenti reziduala poreklom od lineranog modela
koji je definisan samo veli¢cinom kao kovarijablom. lako se morfoloski prostori koje zauzimaju
dve grupe Zenki delimi¢no preklapaju, PCA analiza potvrduje postojanje razlika u obliku
analizirane strukture ¢ak i nakon uklanjanja efekta velicine iz uzorka Zenki.
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Slika 50. Graficki prikaz rasporeda Zenki (uzorak od 122 jedinke) u morfoloSkom prostoru
definisanom prvom i drugom glavhom komponentom. Zenke su grupisane prema lokalitetu i
oivicene poligonima (enlg. convex hulls). Promene oblika duZz PC 1 ose su vizualizovane TPS
metodom i predstavljene pomocu kontura oblika (engl. wireframe). Srednji oblik Zenki je
predstavljen isprekidanom linijom, dok su plavim linijama predstavljene konture oblika koji
odgovaraju ekstremnim vrednostima na PC 1 i PC 2 osi. Radi lakSeg razumevanja promena
oblika, prikazane su i tacke i polutacke (srednji oblik - prazni krugovi; oblici na krajevima PC
osa - plavi krugovi). Promene oblika su uvec¢ane dva puta radi bolje vizuelne prezentacije.

Prva glavna komponenta opisuje 55.89% ukupnog variranja oblika koje nije uslovljeno
variranjem veli¢ine, dok je dodatnih 16.59% opisano drugom glavnom komponentom (Prilog
Tabela 7). Posmatraju¢i promene oblika duz dve PC ose, uoCava se da su razlike u obliku
kaudalne lamine manje izraZene i da se jedinke rasporeduju prema obliku telzona (Slika 50).
DuZ PC 1 ose se razdvajaju jedinke koje imaju uzi telzon u odnosu na srednji oblik Zenki i malo
duZu kaudalnu laminu (negativni deo PC 1 ose) i jedinke koje imaju Siri telzon u odnosu na
srednji oblik, kao i neSto kracu kaudalnu laminu (pozitivni deo PC 1 ose). Razlike u obliku duZ
PC 2 ose se ogledaju u malo duZem telzonu u odnosu na srednji oblik (ivice telzona koje
opisuju specificne tacke 12, 14 i 13, 15) i blago suZenoj kaudalnoj lamini (jedinke u
negativnom delu PC 2 ose). Jedinke na drugom kraju PC 2 ose imaju malo krac¢i telzon i blago
Siru kaudalnu laminu u odnosu na srednji oblik Zenki.

lako statisticko utvrdivanje razlika u alometrijskim promenama oblika telzona sa
kaudalnom laminom Zenki i muzjaka nije moguce, graficko predstavljanje alometrijskih prava
za Cetiri grupe jedinki moZe da pruzi uvid u moguce obrasce alometrijskih promena (Slika 51,
Prilog Slika 3).
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Slika 51. Vizualizacija alometrijskih promena oblika telzona sa kaudalnom laminom za cetiri grupe
jedinki. Grafik prikazuje zavisnost veli¢ine (log CS) i prve glavne komponente predvidenih
oblika za Zenke i muZzjake sa dva lokaliteta.

Pored paralelnih alometrijskih prava karakteristicnih za Zenke poreklom sa dva
lokaliteta, grafik ukazuje na to da alometrijske prave muzjaka imaju manji nagib u odnosu na
Zenke, odnosno da su promene oblika potencijalno manje izraZzene tokom rasta muzjaka. Ovo
bi znacilo da Zenke odlikuje ve¢a morfoloska varijabilnost u poredenju sa muzjacima sli¢nih
dimenzija. Takode, deluje da alometrijske prave muZjaka i Zenki konvergiraju, tj. da,
posmatrajuci Zenke i muzjake vec¢ih dimenzija (starije uzrasne kategorije), oblik telzona sa
kaudalnom laminom postaje sli¢niji izmedu polova. Ova pretpostavka se poklapa i sa uoenim
obrascima razlika oblika - starije Zenke imaju relativno uzan telzon i izduZenu kaudalnu
laminu, sli¢no kao muzjaci (Slike 51, 52).

Slika 52. Razlike u obliku telzona sa kaudalnom laminom izmedu Zenke sa najve¢om vrednosti log CS i
muzjaka sa najve¢om vrednosti log CS u celokupnom uzorku. Oblik za Zenku je predstavljen
isprekidanom linijom, dok su konture oblika za muzjaka predstavljene plavim linijama.

4.5.3. Variranje veli€ine i oblika karapaksa

[spitivanjem efekta datuma uzorkovanja na uzorku Zenki sa lokaliteta Crni Lug,
pokazano je da model u kom je datum uzorkovanja definisan kao slucajni faktor, pa cak i kao
fiksni faktor, ne objasnjava morfoloSko variranje karapaksa bolje od linearnog modela koji
ukljuCuje samo veliCinu karapaksa kao kovarijablu. Model jednostavne alometrije (Oblik ~ log
CS) objasnjava oko 9% variranja oblika, dok ukljuc¢ivanje datuma uzorkovanja u LM povecava
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udeo opisanog variranja, ali efekat ovog faktora nije statisticki znacajan. Jedinke uzorkovane
razli¢itih godina su razmatrane kao jedinstven uzorak Crni Lug.

Graficki prikaz srednje vrednosti i variranja veliine karapaksa u celokupnom uzorku
(grupe: Galovica Zenke, Galovica muZjaci, Crni Lug Zenke i Crni Lug muZjaci) predstavljen je na
Slici 53.
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Slika 53. Boks dijagram velic¢ine karapaksa (log CS) za cetiri grupe jedinki. Horizontalne unutra$nje
linije predstavljaju medijane. Donja i gornja ivica pravougaonika (boksova) definiSu prvi (Q1)
i trec¢i (Q3) kvartil i obuhvataju interkvartilni raspon (IQR). Vertikalne linije se pruzaju do
minimalnih (Q1 - 1.5 * IQR) i maksimalnih (Q3 + 1.5 * IQR) vrednosti. Zvezdicom je
predstavljena srednja vrednost log CS za svaku grupu. Autlajeri (engl. outliers) su obeleZeni
ispunjenim kruzi¢em i nalaze se na rastojanju ve¢em od 1.5 vrednosti visine boksa (> 1.5 *

IQR).

Zenke sa lokaliteta Crni Lug pokazuju najve¢i opseg variranja veli¢ine karapaksa. Na
osnovu raspoloZivog uzorka muZjaka moze da se pretpostavi da je moguce prisustvo trenda
manje srednje vrednosti veli¢ine karapaksa muZjaka u odnosu na Zenke. Precizniji zakljucci
mogu da se donesu jedino ukoliko bi se povecao broj analiziranih muZjaka. Slicno kao pri
razmatranju morfoloSkih karakteristika telzona sa kaudalnom laminom, zbog velikog
variranja u uzorcima Zenki sa dva lokaliteta, statisticke razlike u veli¢ini nisu razmatrane i
razlike u obliku su kvantifikovane tek nakon uklanjanja efekta veli€ine iz uzorka.

Analiza glavnih komponenti (PCA) je pokazala da je 73.44% morfoloSkog variranja
oblika karapaksa u celokupnom uzorku opisano prvom glavnom komponentom, dok druga PC
osa opisuje 15.84% prisutnog variranja (Slika 54, Prilog Tabela 8). Poredeci Zenke,
morfolosko variranje je vece u grupi Zenki sa lokaliteta Galovica. Morfoloski prostori Zenki se
preklapaju, ali je veci broj Zenki sa Galovice koncentrisan na pozitivnom delu PC 1 ose.
MuZjaci zauzimaju drugi deo morfoloSkog prostora - narocito ukoliko se posmatraju Zenke i
muzjaci sa lokaliteta Galovica. Na negativnom delu PC 1 ose su jedinke koje karakteriSe Siri i
kraci karapaks, dok se u pozitivnom delu PC 1 ose nalaze jedinke duZeg i suZzenog karapaksa.
Promene oblika su Kkoncentrisane i na anteriornom i posteriornom delu karapaksa.
Posmatrajuci drugu glavnu osu (PC 2), jedinke se razdvajaju prema konturama oblika kao i
prema obliku posteriornog dela karapaksa. Jedinke u negativnom delu PC 2 ose imaju nesto
uzi karapaks u odnosu na srednji oblik i produZene posteriorne ivice karapaksa (opisane
specificnim taCkama 2-3 i 2-4), dok su na drugom kraju PC 2 ose jedinke sa blago Sirim
karapaksom, kao i kra¢im posteriornim ivicama karapaksa.
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Slika 54. Graficki prikaz rasporeda jedinki (uzorak od 82 jedinke) u morfoloSkom prostoru
definisanom prvom i drugom glavnom komponentom. Jedinke su grupisane prema polovima i
lokalitetu i oivicene poligonima (enlg. convex hulls). Promene oblika duz PC 1 ose su
vizualizovane TPS metodom i predstavljene pomocu kontura oblika (engl. wireframe). Srednji
oblik je predstavljen isprekidanom linijom, dok su ljubic¢astim linijama predstavljene konture
oblika koji odgovaraju ekstremnim vrednostima na PC 1 i PC 2 osi. Radi lakSeg razumevanja
promena oblika, prikazane su i tacke i polutacke (srednji oblik - prazni krugovi; oblici na
krajevima PC osa - ljubicasti krugovi).

Razlike u obliku izmedu Zenki i muZjaka iz obe populacije je moguce razmatrati jedino
putem vizualizacije promena oblika. S obzirom na mali broj prikupljenih muzjaka, prikazan je
samo ocigledni (prisutni) polni dimorfizam u uzorku, ne obavezno i obrazac razlika u obliku
prisutan u prirodnim populacijama.
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Galovica

Slika 55. Polni dimorfizam u obliku karapaksa prisutan u populacijama L. couesii sa dva lokaliteta. a)
razlike izmedu srednjih vrednosti oblika Zenki i muZjaka sa lokaliteta Galovica; b) razlike
izmedu srednjih vrednosti oblika Zenki i muZjaka sa lokaliteta Crni Lug. Srednji oblik
karapaksa Zenki je predstavljen isprekidanom linijom, dok su ljubi¢astim linijama
predstavljene konture srednjeg oblika karapaksa muzjaka.

Deformacije mreze (TPS) ukazuju da su u obe populacije prisutni sli¢ni obrasci razlika
u obliku karapaksa izmedu polova (Slika 55 a, b). MuZjaci u proseku imaju $iri i kra¢i karapaks
u odnosu na srednji oblik karapaksa Zenki.

4.5.4. Ontogenetska alometrija Zenki i alometrijski obrasci promena oblika karapaksa

Rezultati Prokrustove ANOVA za testiranje efekta veli¢ine na uzorku Zenki sa dva
lokaliteta, odnosno rezultati testiranja prisustva alometrije, kao i efekta lokaliteta
(populacije), prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. ANOVA tabela za linearni model koji ispituje efekat veli¢ine (log CS), populacije
(lokaliteta) i njihove interakcije na oblik karapaksa (simetri¢na komponenta oblika).

Df SS MS R2 F Z P
log CS 1 0.0137 0.0137 0.0550 5.6944  2.4488  0.007
Populacija 1 0.0656  0.0656  0.2632  27.2550 3.9423  0.001
log CS x Populacija 1 0.0014 0.0014 0.0058 0.5970 -0.1369  0.553
Reziduali 71 0.1708 0.0024 0.6857
Ukupno 74 0.2492

Oznake: Df - stepeni slobode; SS - suma kvadrata; MS - sredina kvadrata; R? - koeficijent
determinacije; F - F vrednost; Z - veli¢ina efekta (broj standardnih devijacija F distribucije); P — nivo
statistiCke znacajnosti. Statisticki znacajne vrednosti su boldovane.

Suprotno od ontogenetskih promena oblika karakteristicnih za telzon sa kaudalnom
laminom, veli¢ina opisuje znatno manji deo variranja oblika karapaksa (R? = 0.0550; F =
5.6944). lako se nalazi na granici bioloSke znacajnosti, efekat veli¢ine pokazuje statisticku
znacajnost (P = 0.007). S obzirom da je takode utvrdeno da u uzorku Zenki sa lokaliteta Crni
Lug veli¢ina opisuje 9.44% variranja (R? = 0.0944; P = 0.008), rast karapaksa moZe da se, na
osnovu raspolozivih uzoraka, oznaci kao alometrijski.

Razlike izmedu lokaliteta (populacija) opisuju mnogo veci deo variranja oblika (R? =
0.2632; F = 27.2550) i pokazuju statisticku znacajnost (P = 0.001). S obzirom da je pokazano
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da interakcija izmedu veli¢ine i populacije nije statisticki znacajna (P = 0.553) i da opisuje
neznatan deo variranja (R? = 0.0058), zakljuceno je da se alometrijski obrasci promena oblika
karapaksa ne razlikuju izmedu populacija. Nakon definisanja adekvatnog linearnog modela
(velicina kao kovarijabla i faktor populacije, bez interakcije), poredenje srednjih oblika
karapaksa Zenki sa dva lokaliteta, korigovanih za efekat alometrije, pokazalo je da postoje
statisticki znacajne razlike u obliku izmedu dve grupe Zenki (Tabela 8), Sto se poklapa sa
predvidanjima PC grafika (Slika 54).

Tabela 8. Prokrustova distanca izmedu srednjih vrednosti oblika karapaksa Zenki sa dva
lokaliteta (kada se uzmu u obzir isti obrasci alometrije za dve populacije Zenki).

d UCL Z P

Crni Lug:Galovica 0.0630 0.0262 3.7399 0.001

Oznake: d - Prokrustova distanca; UCL - (95%) gornja granica intervala poverenja za d; Z - velicina
efekta; P - vrednost dobijena pomoc¢u RRPP (999 ponavljanja).

Alometrijske promene oblika karapaksa tokom ontogenije su predstavljene pomocu
grafika koji prikazuje ,zajedni¢ku alometrijsku komponentu” centriranih srednjih vrednosti
dve grupe Zenki (Slika 56). Deformacije mreZe (TPS) pokazuju da se tokom rasta jedinki oblik
karapaksa suZzava i blago izduZuje u odnosu na srednji oblik Zenki. Promene su viSe
orijentisane prema posteriornom delu karapaksa, na mestu gde su postavljene polutacke 5, 6,
9110, dok je anteriorni deo karapaksa manje varijabilan u obliku.
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Slika 56. Grafik kovariranja veli¢ine (log CS) i oblika (simetricne komponente) za uzorak Zenki.
Jedinke su projektovane na ocenjen zajednicki vektor alometrije za dve grupe Zenki (engl.
common allometric component, CAC). Promene oblika za minimalnu i maksimalnu CAC
vrednost su prezentovane TPS metodom i pomocu kontura oblika. Isprekidanom linijom je
predstavljen srednji oblik za uzorak Zenki, dok su ljubicastim linijama predstavljene konture
jedinki sa min/max CAC vrednostima. Promene oblika su uvecane dva puta radi bolje vizuelne
prezentacije.

Opisane razlike u obliku izmedu Zenki sa dva lokaliteta mogu da se sumiraju
predstavljanjem razlika u srednjem obliku (engl. LS means) dve grupe jedinki (Slika 57).
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Navedeni oblici su korigovani za efekat (zajednic¢ke) alometrije i predstavljaju srednji oblik za
srednju veliCinu date grupe jedinki. Jedinke sa lokaliteta Crni Lug imaju Siri i kra¢i karapaks u
odnosu na prosecni oblik karapaksa Zenki sa lokaliteta Galovica.

Slika 57. Razlike izmedu srednjih vrednosti oblika karapaksa Zenki sa dva lokaliteta (nakon uklanjanja
efekta alometrije). Isprekidanom linijjom je predstavljen srednji oblik Zenki sa lokaliteta
Galovica, dok su ljubicastim linijama predstavljene konture srednjeg oblika Zenki sa lokaliteta
Crni Lug. Promene oblika su uve¢ane dva puta radi bolje vizuelne prezentacije.

Razmatranjem grafika koji prikazuje alometrijske promene oblika karakteristi¢ne za
sve Cetiri grupe jedinki (Galovica Zenke, Galovica muzjaci, Crni Lug Zenke i Crni Lug muZjaci),
deluje da muzjaci i Zenke imaju razlic¢ite alometrijske prave koje se potpuno ukrstaju (Slika
58). MuZjaci pokazuju ve¢i nagib alometrijskih prava, Sto bi znacilo da su alometrijske
promene karapaksa muZjaka potencijalno izraZenije. S obzirom na mali uzorak muzjaka,
moguce je da je nagib alometrijskih prava muZjaka nesto drugaciji u odnosu na dobijene prave
(Prilog Slika 4). Kao $to je ve¢ navedeno, alometrijski obrasci promena oblika za muzjake su
preliminarni rezultati.
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Slika 58. Vizualizacija alometrijskih promena oblika za Cetiri grupe jedinki. Grafik prikazuje zavisnost
veliine (log CS) karapaksa i prve glavne komponente predvidenih oblika karapaksa za Zenke i
muzjake sa dva lokaliteta.

4.6. Uocene telesne anomalije i njihova Klasifikacija

U proucavanoj grupi jedinki uocene su telesne anomalije na karapaksu, abdomenu,
ekstremitetima, telzonu sa kaudalnom laminom i cerkopodama (Tabela 9).
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Tabela 9. UoCene anomalije u analiziranoj grupi jedinki. Na - broj jedinki kod kojih je
uocena odredena abnormalnost.

Udeo jedinki sa

Anomalije anomalijom u
razmatranom uzorku (%)

MALFORMACIJE
Nepotpuni prstenasti segmenti 26 12.15
Spiralan rast abdominalnih

. 2 0.93
prstenastih segmenata
Asimetri¢na kaudalna lamina 15 7.04
Nepotpun.o razvijeni 3 1.60
cerkopodi
DISRUPCIJE
Ozlede karapaksa 31 16.85
Ozlede ekstremiteta 41 23.70
Ozle.de telzona i kaudalne 11 516
lamine
Ozlede cerkopoda 9 4.81
Granule u ventralnoj glavenoj 28 15.47

oblasti
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Kod viSe od trec¢ine pregledanih karapaksa jedinki (36.58%) pronadene su bodlje u
malom broju, ili nekoliko malih okruglastih kvrZica koje leZe duz srediSnjeg nabora karapaksa
(Slika 59). Kod odredenog broja jedinki primecen je nepravilan raspored bodlji na zadnjoj
ivici karapaksa (u predelu Zleba), pogotovo u blizini terminalne bodlje.

Slika 59. Male bodlje i okruglaste kvrZice na dorzalnoj srediSnjoj liniji karapaksa (oznaceno
zvezdicom) (Iz: Saganovié et al., 2019).

Takode, uoceni su i nepravilno razvijeni regioni abdomena. Ove nepravilnosti
uglavnom predstavljaju neuskladen obrazac segmentacije, ¢ak i u okviru dorzalne i ventralne
strane iste jedinke. Na istom staniStu pronadene su jedinke normalnog rasta i jedinke sa
skracenim ili nepotpunim (asimetricnim) prstenastim segmentima. U nekim slucajevima
redukcija je zahvatila polovinu prstenastog segmenta (Slika 6043, c, e). Kod nekih jedinki je
doslo do delimicne atrofije prstenastog segmenta, koji u obliku plocice (,krljusti”) prekriva
osnovu telzona (Slika 60b). Medutim, spiralni rast prstenastih segmenata nije ¢esto uocen
(samo kod dve jedinke). Desnogira (R) spirala, koja opisuje malo viSe od dva kruga,
pronadena je kod jedne jedinke. U drugom slucaju, uocena je levogira spirala (L) koja opisuje
dva puna kruga (Slika 60d).
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Slika 60. Primeri strukturnih promena, spiralnog rasta i nepotpunih abdominalnih prstenastih
segmenata, predstavljenih Linderovom formulom (F). Skraenice: i - nepotpuni abdominalni
prstenasti segmenti; sp - spiralan rast; r - broj krugova koji opisuju prstenasti segmenti; L -
levogira spirala prstenastih segmenata. Originalni crteZi: 1. Saganovi¢ (Iz: Saganovi¢ et al.,
2019).

Kvalitativne analize distalnih delova tela pokazale su neslaganja izmedu rasporeda
bodlji desne i leve strane telzona iste jedinke. Razlike u broju bodlji uocene su i na dorzalnoj i
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na ventralnoj strani telzona skoro kod svih jedinki. Takode, kod nekih jedinki je uocena
kaudalna lamina asimetri¢nog oblika (jasno vidljiva kod 7.04% razmatranih jedinki, Slika 61a,
b), kao i nepotpuno razvijena (skra¢ena) cerkopoda neuobicajenog izgleda (Slika 61d).

Slika 61. Neuobicajen izgled kaudalne lamine i cerkopoda. a) asimetricna kaudalna lamina; b)
nepotpuno razvijena kaudalna lamina; c¢) pigmentacija na kaudalnoj lamini; d) nepotpuno
razvijena cerkopoda (Iz: Saganovi¢ et al., 2019).

Kod nekih jedinki su primecéeni drugi oblici anomalija razli¢itog porekla, kao Sto su
lezije, promene u boji tela, parazitska oboljenja i izrasline nalik na tumore. Ove promene su
mogle da se prepoznaju na osnovu izmenjene morfologije i/ili hitinizovanih tamnijih ivica, kao
i pojavom zadebljalog sloja tkiva (kalus) na mestu ozlede jedinke. NajceS¢e su uocene ozlede
karapaksa (kod 16.85% razmatranih jedinki) i ekstremiteta (23.70%), zatim oStecenja telzona
sa kaudalnom laminom (kod 5.16 % razmatranih jedinki) i cerkopoda (ozlede i znacajan
gubitak duZine cerkopoda uocene su kod 4.81% razmatranih jedinki). Znacajna ozleda
(gubitak) jedanaestog ekstremiteta, koji ukljucuje i gubitak jajne kese, uocena je samo kod dve
jedinke.

U odredenim slucajevima karapaks jedinki nije bio potpuno razvijen, odnosno doslo je
do delimi¢ne redukcije desne ili leve strane karapaksa, verovatno pod uticajem Ccinilaca
razli¢itog porekla. Na nekim karapaksima su se mogle uociti rupe ili pukotine, pracene
redukcijom dela karapaksa sa bodljama. Prema obliku ozleda, izgleda da je ve¢ina ozleda
uzrokovana napadom predatora i/ili napadom drugih jedinki iste vrste (Slika 62). Neki
karapaksi su imali slomljenu terminalnu bodlju.
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Slika 62. Primeri ozleda razlic¢itih delova tela. a) i b) ozlede karapaksa; c) i d) ozlede kaudalne lamine;
e) crteZ larve Odonata sa ispruZzenim mandibulama (potencijalni predator na prirodnom
stanistu, crtez: 1. Saganovic); f) i g) ozlede kaudalne lamine i cerokopoda (Iz: Saganovi¢ et al,,
2019).

Normalne adultne jedinke analiziranog uzorka uglavnom su bile braon-zelene boje.
Medutim, kod nekih jedinki je prime¢ena promena uobicajene boje tela. UoCene su okruglaste,
bledo Zute strukture (granule) na anteroventralnoj strani cefali¢cnog dela karapaksa. Takode,
primecene su zone sa tamnijim tackicama na ekstremitetima, karapaksu i telzonu. Navedena
promena u pigmentaciji moZe da bude znak parazitskih infekcija (Slike 61c, 63).

-

Slika 63. Granule unutar ventralne strane glavenog regiona koje najverovatnije predstavljaju
parazitsku infekciju (Iz: Saganovi¢ et al.,, 2019).

Skoro cCetvrtina razmatranih jedinki je imala karapaks i kaudalnu laminu blago
podignutu nagore, Sto je pokazatelj da su jedinke u trenutku uzorkovanja bile u procesu
presvlacenja.
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5.1. Procena taksonomskog znacaja morfoloskih karaktera vrste L. couesii

Uporedivanjem dijagnostickih morfoloskih karaktera (pregledno u Longhurst, 1955a),
uocava se da je kaudalna lamina analiziranih jedinki znatno duZa nego kod jedinki vrste L.
apus koja je ranije registrovana u Srbiji (Cvetkovi¢-Mili¢i¢ & Petrov 1999). Pored dugacke
kaudalne lamine sa izraZenim srediSnjim naborom (,,sredi$nji dorzalni greben”, prema Linder-
u (1952); engl. ,middorsal keel”) i drugi morfoloski karakteri ukazuju na vrstu L. couesii
(uporedivanjem sa podacima iz studija Linder, 1952; Lynch, 1972; Brtek et al., 1984; Rogers,
2001). Utvrdeno je da egzopoditi prvog para torakalnih ekstremiteta analizirane vrste imaju
dva distalna reZnja. Prema Brtek et al. (1984), karakteristike egzopodita mogu da se upotrebe
za razlikovanje vrste L. couesii od vrste L. apus kod koje se oCekuje samo jedan reZanj. Takode,
smatra se da pozicija nukalnog organa u odnosu na sloZene o¢i, koji delimi¢no ,zalazi” u
prostor izmedu ociju, ukazuje na vrstu L. couesii (Linder, 1952; Lynch, 1972; Rogers, 2001).

Prema duZini tela, jedinke iz uzorka koris¢enog za procenu taksonomske pripadnosti
vrste mogu da se okarakteriSu kao adultne jedinke manjih dimenzija tela (prema Rogers,
2001). Duzina tela je slicna izmedu analiziranih muZjaka i Zenki. Medutim, kao Sto je
spomenuto, Linder (1952), Longhurst (1955a) i dr. u svojim studijama navode da duZina tela
ne moZe da se koristi kao pouzdan karakter za razlikovanje vrsta zbog velikog variranja, ¢ak i
u okviru jedne populacije. Ovo se deSava zbog toga Sto telesni segmenti mogu da budu
nepotpuni, delimi¢no redukovani, razvuceni ili spiralno uvijeni. Moguce je da se uoceno
variranje duzine tela javlja i zbog skradivanja segmenata prilikom ¢uvanja jedinki u etanolu.
Pokazano je da fiksativi mogu da uti¢u na veli¢inu mekanih tkiva rakova (Beladjal & Mertens
1999; Jarvinen et al.,, 2014), Sto je primeceno i u analiziranom uzorku. Medutim, navedeni
autori smatraju da se skupljaju samo prstenasti segmenti (usled gubitka vode u tkivima koja
ih povezuju), ali ne i Cisto hitinski delovi skeleta, kao Sto su karapaks i telzon sa kaudalnom
laminom. Rezultati dobijeni u ovoj preliminarnoj analizi ukazuju da su dve navedene
morfoloske strukture potencijalno znacajne u taksonomskoj identifikaciji i da, barem do
nekog nivoa sigurnosti, mogu da se koriste za razlikovanje vrsta, kao i muZjaka i Zenki u
odredenoj populaciji.

Podaci dobijeni tradicionalnom morfometrijskom analizom pokazuju da karakteri koji
opisuju karapaks (CL, CW, CL/CW, CL/%*tL) pokazuju malu varijabilnost i da oblik karapaksa
moZe da ima znacajnu ulogu u razlikovanju muzjaka i Zenki. Karapaks skoro potpuno
obuhvata telo Zenki i na taj nacin pruZa bolju zaStitu od predatora i ve¢u bezbednost jaja.
Navedena osobina moZe da omoguci bolje preZivljavanje. Sa druge strane, Siri, zaravnjen,
okruglasti i krac¢i karapaks muzjaka je verovatno u vezi sa ve¢om pokretljivoscu i aktivnijim
ponaSanjem muZjaka. Dug i slobodan abdomen koji nije prekriven karapaksom moZe da
omoguci efikasnije plivanje i potragu za plenom (Lakka, 2015). Moguce je da u prirodnim
uslovima spomenute razlike predstavljaju odgovor na pritisak predatora (Korn &
Hundsdoerfer, 2016) i druge sredinske faktore, ili ¢ak adaptaciju na izbegavanje pradatora ili
kanibalizma, pojave karakteristicne za ¢itavu grupu Notostraca (Lakka, 2013, 2015; licna
zapazanja).

Analizirani meristicki karakteri takode ukazuju na vrstu L. couesii. Prema Linder
(1952), Rogers (2001) i Lynch (1972), jedinke ove vrste imaju do 27 prstenastih segmenata i
do 40 parova ekstremiteta. Medutim, kao i kod svih branhiopodnih rakova, broj parova
ekstremiteta nije fiksan i ne postoji uvek jasna korelacija izmedu broja prstenastih segmenata
i broja parova ekstremiteta. Ovakva izraZena plasticnost morfoloskih karaktera oteZava
postupak identifikacije vrsta (Rogers, 2001). Broj prstenastih segmenata bez ekstremiteta se
generalno smatra veoma varijabilnim karakterom koji zavisi od odnosa ukupnog broja
prstenastih segmenata i broja parova ekstremiteta - dve vrste sa istim brojem segmenata, ali
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razli¢itim brojem parova ekstremiteta, imaju razlicit broj segmenata bez ekstremiteta (Linder,
1952; Longhurst, 1955a). Medutim, u analiziranom uzorku nije primecen velik opseg
variranja ovog karaktera Cija vrednost iznosi 4 ili 5, Sto se poklapa sa nekim literaturnim
podacima (Lynch, 1972). Broj i izgled bodlji uocenih na zadnjoj ivici karapaksa odgovara
vrednostima i karakteristikama navedenim u studijama Lynch (1972) i Rogers (2001). Broj
bodlji na zadnjoj ivici karapaksa predstavlja karakter koji pokazuje velik opseg variranja.
Znacajno je da se napomene da je upotreba meristickih karaktera u taksonomiji grupe
Notostraca prolazila kroz razli¢ite faze, od potpunog odbacivanja nekih karaktera do
pridavanja narocitog znacaja (npr. Lynch, 1972; Macdonald et al.,, 2011; Meusel & Schwentner,
2016).

5.2. Morfoloske i histoloske karakteristike gonada Zenki

Gonade Zenki vrste L. couesii pokazuju tubularnu gradu, tipicnu za Notostraca, sa
glavnim uzduZnim kanalom sa kog se lateralni folikularni kanali granaju prema hemocelu.
Folikuli se razvijaju na vrhu lateralnih kanala cije ¢elije pokazuju sekretornu aktivnost. Slicna
grada gonada prisutna je kod Limnadia sp. (Spinicaudata), gde Celije parnih uzduZnih kanala
luCe materijal za izgradnju omotaca jajne Celije, a folikuli sazrevaju u vrecastim proSirenjima
kanala (Zaffagnini, 1969; Scanabissi & Mondini, 2000a; Scanabissi & Mondini 2002a). Sa druge
strane, izgled gonada familije Leptestheriidae (Spinicaudata) se ciklicno menja, od kompakne
do razgranate forme, u zavisnosti od faze sazrevanja oocita. Gonade u okviru Leptestheriidae
nemaju centralnu Supljinu, ali spustanjem zrelih oocita iz folikula u centar gonade, dobijaju
izgled nalik na kanal (Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1989; Tommasini & Scanabissi Sabelli,
1992). Za razliku od Notostraca, somatske celije u zidu gonada ove grupe luce mukoznu
materiju koja ne predstavlja materijal za izgradnju omotaca jajne Celije. Anostraca i Cladocera
s druge strane imaju parne tubularne i nerazgranate jajnike (Jaglarz et al., 2014).

Neke osobenosti postoje i u rasporedu germinativnih ¢elija. Notostraca, ukljucujudi i
analiziranu vrstu, kao i Limnadiidae, imaju nekoliko vr$no pozicioniranih oblasti sa
germinativnim ¢elijama, dok se kod Leptestheriidae protogonije javljaju duz citave gonade
(pregledno u Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1992; Zaffagnini, 1969). Kod Anostraca,
germinativne Celije su rasporedene duZ ventralne strane gonade, dok Cladocera imaju jednu
vrsnu germinativnu oblast i produkuju manji broj jaja koja se smestaju u lezajne komore.

Jaja ispitivane vrste su krupna, sferi¢na i glatke povrsine. Pokazuju sli¢cne morfoloSke
odlike kao jaja kod vrsta roda Triops, ali su krupnija, i spadaju u najkrupnija jaja u okviru
Branchiopoda. Najsitnija jaja imaju predstavnici Spinicaudata, dok su jaja Anostraca nesto
krupnija (Trentini & Sabelli Scanabissi 1982; Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1989; Thiéry &
Gasc, 1991). Poznato je da Notostraca polaZzu jaja na vegetaciju i ¢vrst supstrat u vodenom
basenu, Sto je omoguceno postojanjem lepljive povrSine jajeta (Margraf & Maass, 1982; Fryer,
1988; Thiéry & Gasc, 1991; Thiéry, 1997), dok Anostraca rasipaju jaja u vodu, a Spinicaudata
ne pokazuju organizovanost pri polaganju jaja (Thiéry & Gasc, 1991). Spinicaudata nemaju
jajne kese ni lezajne komore tako da mogu da produkuju veéi broj jaja odjednom (Dobrynina,
2011).

Smatra se da su grada gonada i broj pomo¢nih celija u vezi sa trofickim potrebama
oocite u sazrevanju. Razgranata forma gonade pribliZuje (efikasnije izlaZe) oocite hemocelu,
odnosno hemolimfi. Kod Anostraca, oocite u sazrevanju se rasporeduju u blizini creva. S
obzirom da se smatra da je ovakav vid ostvarivanja trofickih potreba nepouzdan, moguce da
je iz navedenog razloga kod Anostraca prisutan veci broj pomo¢nih ¢elija, od kojih neke oocita
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moZe da fagocitira (Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1992). Notostraca i Spinicaudata imaju tri
pomoc¢ne celije i ne dolazi do fagocitoze (Trentini & Scanabissi Sabelli, 1978; Sabelli
Scanabissi & Trentini, 1979; Engelmann et al., 1997; Scanabissi & Mondini 2002a; Brantner et
al,, 2013; Jaglarz et al.,, 2014).

5.3. Poreklo, formiranje i struktura omotaca jajne celije
5.3.1. Poreklo omotaca jajne celije

Materijal za izgradnju omotaca jajne Celije moZe da se sintetiSe na razli¢ite nac¢ine. Kod
predstavnika familije Leptestheriidae (Spinicaudata), jaje procesom egzocitoze formira
vitelinski omotac koji predstavlja jedini omota¢ i preuzima zaStitnu ulogu (Tommasini &
Scanabissi Sabelli, 1989). Prema nacinu nastanka, ovaj omotac predstavlja primarni omotac
jajne cCelije. U grupi Anostraca, materijal za izgradnju omotaca nastaje pomoc¢u nekoliko grupa
posebnih Zlezdanih jedinica. Tokom sekretorne faze, Celije Zlezde lu¢e materijal kojim se zrele
oocite obavijaju u uterusu (Anderson et al., 1970). Posto se omotac formira u reproduktivnim
kanalima Zenki, predstavlja tercijarni omota¢. Ovakav tip omotaca se javlja i kod vrste
Limnadia lenticularis (Spinicaudata, Limnadiidae), kao i predstavnika grupe Notostraca. Zrele
oocite vrste L. lenticularis se nakon oslobadanja iz folikula spustaju u uzduzne kanale gonade.
Jednoslojni epitel ovih kanala pokazuje sekretornu aktivnost, tako da se oocite potpuno
obavijaju materijalom Kkoji se sintetiSe (Scanabissi & Mondini, 2000a). Slicno, u sintezi
materijala za izgradnju omotaca jajne Celije Notostraca ucestvuju Celije folikularnih kanala.
Kod ispitivane vrste je takode utvrdena sekretorna aktivnost ovih celija i omotac jajne celije L.
couesii pripada grupi tercijarnih omotaca. U apikalnom delu c¢elija folikularnih kanala
ispitivane vrste, upravljenom prema lumenu kanala, se uocavaju mikrovili, kako je primecéeno
i kod vrste T. cancriformis iz Italije (Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982). Nukleus Ccelija je
uglavnom centralno pozicioniran, slicno kao kod istraZivanja na italijanskim populacijama
(Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982), dok je u ¢elijama kanala nemacke populacije vrste T.
cancriformis nukleus pozicioniran apikalno (Engelmann et al., 1997). Materijal za izgradnju
omotaca jajne Celije se sintetiSe u velikim koli¢inama i moZe da ispunjava i ¢itav lumen kanala.
Uoceni uvrati membrane ¢elija folikularnih kanala olakSavaju proces sekrecije.

Primeceno je da je centralna masa u lumenu Cesto ,perforirana”, odnosno da se javljaju
okruglasti prostori nalik na alveole koje su prisutne u formiranom omotacu jajnih celija.
Moguce je da je sposobnost za alveolizaciju sustinska osobina ovog materijala i da se ispoljava
i pre samog kontakta sa zrelom oocitom. Neravnomerna ,alveolizacija” mase u lumenu je
moZda posledica razli¢itih kohezionih sila u centralnim i perifernim delovima (Scanabissi &
Mondini, 2000a).

U sintezi materijala za izgradnju omotaca jajne celije mogu da ucestvuju razlicite
organele. Kod vrste Triops cancriformis, i vrste Limnadia lenticularis u fazi aktivne sekrecije,
granulisani endoplazmini retikulumi sintetiSu granule materijala koje se dalje grupisu i
sakupljaju u vakuolama pomoc¢u kojih se materijal pakuje. U vakuolama se obrazuju sfere
gustog materijala i prenose do vrha Celija gde se ispustaju u lumen kanala (Trentini & Sabelli
Scanabissi, 1982; Scanabissi & Mondini, 2000a). U celijama folikularnih kanala vrste T.
cancriformis nije uoceno prisustvo kompleksa GoldZi (Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982;
Engelmann et al, 1997), slicno kao i u celijama centralnih kanala vrste L. lenticularis
(Scanabissi & Mondini, 2000a). Suprotno, kod ispitivanih jedinki L. couesii se javlja
vakuolarno-vezikularni sistem pakovanja sintetisanog materijala. U celijama folikularnih
kanala se javlja veliki broj kompleksa GoldZi, ali i vakuola i granulisanog endoplazminog
retikuluma. Prisustvo kompleksa GoldZi je uoceno i u c¢elijama Zlezdanih jedinica Artemia
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(Anderson et al., 1970), kao i kod vrste vrste Lepidurus apus lubbocki (Scanabissi & Mondini
2002a) i verovatno je da razlic¢ita zastupljenost organela u ¢elijama ukazuje na razlike u
hemijskom sastavu materijala za izgradnju omotaca jajne cCelije. Kako je navedeno, u
citoplazmi cCelija folikularnih kanala se uocavaju i prstenaste lamele. Ove organele su
uglavnom brojne u Celijama koje se intezivno dele, kao Sto su npr. Celije embriona, oocite i
kancerske celije, i smatra se da ovaj kompartment predstavlja rezervoar za proteine
nukleoporine i tako pomaZe organizaciju kompleksa nukleusne pore u uslovima proliferacije
Celija (Kessel, 1983, 1992; Stafstrom & Staehelin, 1984; Raghunayakula et al., 2015). lako
postoji vise teorija, njihove funkcije u svim tipovima ¢elija u kojima su do sada uocene nisu
sasvim razjaSnjene. Jedna od hipoteza je da ove organele imaju pomo¢nu ulogu pri
organizaciji poliribozoma u slucaju kada se u Celiji sintetiSu velike koli¢ine proteina (Kessel,
1983). Medutim, prema nekim autorima, nema dovoljno dokaza za ovu tvrdnju, barem u
slucaju embriona Drosophila sp. (Stafstrom & Staehelin, 1984). Prisustvo prstenastih lamela u
¢elijama folikularnih kanala je veoma zanimljivo s obzirom na visoku sintetsku aktivnost ovih
Celija i prisustva izrazito razvijenih membrana granulisanog endoplazminog retikuluma.
Potencijalna uloga prstenastih lamela bi mogla da bude upravo u vezi sa intezivnom sintezom
materijala za izgradnju omotaca jajnih Celija, koji moguée pretezno ima proteinski sastav.
Ipak, preciziranje njihove uloge u ovim ¢elijama zahteva detaljne analize.

5.3.2. Formiranje i struktura omotaca jajne celije

Osim hemijskog sastava, vazna odlika omotaca jajnih celija je i njihova struktura.
Uporedivanjem grade, uocCena je izuzetna slicnost omotaca vrsta koje pripadaju razli¢itim
taksonima. Kod vrste Limnadia lenticularis (Spinicaudata), omotac je jednoslojan, perforiran
celom debljinom i sa izuvijanom spoljaSnjom povrSinom (Scanabissi & Mondini, 2000a, Slika
64a). Jaja ove vrste imaju karakteristican ,uvijen” izgled (engl. ,twisted” egg). Ovako
struktuiran omotac¢ je slican troslojnom omotacu jajne cCelije vrste Triops cancriformis
(Notostraca) koji takode ima izrazen alveolarni sloj, ali je spoljasnja povrSina jajeta glatka i
bez nabora (Tommasini et al, 1989) (Slika 64b). Sa druge strane, omotac predstavnika
familije Leptestheriidae (Spinicaudata) je jednoslojan i amorfan, bez alveolarnog sloja. Na
povrsini nema pora, ali se javlja mukozni sloj koji nastaje aktivno$¢u Zlezda u zidu gonada.
Mukozni sloj nema zaStitnu ulogu i ne predstavlja deo omotaca, ve¢ slepljuje jaja jedna za
druge, kao i za telo Zenke, i gubi se nakon polaganja jaja (Tommasini & Scanabissi Sabelli,
1989) (Slika 64c). Takode, omotac jajeta Leptestheria sp. je oko trinaest puta tanji od istog kod
L. lenticularis (Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1989; Scanabissi & Mondini, 2000a). Kod
ispitivane vrste L. couesii, omotac jajnih celija je slican omotacu prisutnom kod vrste T.
cancriformis, ali se unutras$nji sloj ne uocava, tj. omota¢ se sastoji od spoljasnjeg sloja,
perforiranog na povrsSini, i debelog alveolarnog sloja. Slicno graden omota¢ kao kod
analizirane vrste uoCen je kod vrste T. numidicus, pronadene u pirin¢anim poljima Japana
(Mitsumoto & Yahata, 2006).

Slika 64. Uporedni prikaz grade omotaca jajnih celija Branchiopoda. a) Limnadia lenticularis; b) Triops
cancriformis; c) Leptestheria sp. CrteZi nisu srazmerni (prema Scanabissi & Mondini, 2000a;
Tommasini et al., 1989; Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1989).
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JoS jedna uocena razlika predstavlja nac¢in formiranja omotaca jajne Celije. Kod vrsta
Triops cancriformis i Lepidurus apus lubbocki iz Italije, jednoslojni omotac se prvo diferencira
u dva sloja: spoljasnji deblji sloj i tanak sloj koji se nalazi u delu omotaca prema membrani
jajne cCelije (Tommasini et al., 1989; Scanabissi & Mondini 2002a). Analizom oogenetskih
stupnjeva, kod vrste L. couesii je uocena obrnuta pojava: prvobitno formiran jednoslojni
omotac se deli na tanji sloj u gornjem delu, dok je unutrasnji sloj deblji. Sli¢no, alveolarni sloj
se kod dve gorepomenute vrste formira od spoljasSnjeg dela omotaca ka unutrasnjosti, dok se
kod vrste L. couesii ovaj sloj formira u suprotnom smeru - od unutrasnjeg dela omotaca
prema povrSinskom. Izgleda da sazrevanje omotaca pocinje veoma rano, joS u kanalima
gonade, i da je verovatno potpuno formiran do momenta prelaska jaja u jajnu kesu. Opisane
razlike izmedu vrsta su mozda u vezi sa razli¢itim gustinama ili razlikama u hemijskom
sastavu materijala koji izgraduje omotac jajnih Celija. VaZno je da se napomene da su ova
literaturna neslaganja neobi¢na s obzirom da se radi o srodnim taksonima kod kojih se ne
ocekuju ovako velike razlike. Kako bi se doneli precizniji zakljucci, potrebno je da se izvrse
dodatna ispitivanja na ve¢im uzorcima sve tri pomenute vrste.

Dobijeni rezultati potvrduju stav da Notostraca pokazuju tzv. ,primitivne” odlike
sinteze materijala za izgradnju omotaca jajne Celije s obzirom da nema prostorne i vremenske
uskladenosti sekrecije i ovulacije, kao npr. kod Anostraca i Spinicaudata (Anderson et al.,
1970; Tommasini & Scanabissi Sabelli, 1992; Scanabissi & Mondini, 2000a), ve¢ deluje da se
sekrecija odvija neprekidno, ¢itavom duZinom folikularnih kanala, i paralelno sa prolaskom
oocite kroz lumen reproduktivnih kanala (Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982).

5.4. Morfoloske i histoloske karakteristike gonada muZzjaka

Testisi Notostraca su u literaturi opisani kao veoma reznjeviti i razgranati, sli¢ni istim
kod racica iz grupe ,Conchostraca”, dok su testisi prisutni u grupi Cladocera i Anostraca bez
ili sa nekoliko reznjeva (Wolfe, 1971; Wingstrand, 1978; Scanabissi Sabelli & Tommasini,
1994). ReZnjevita grada testisa uocCena je i kod ispitivane vrste L. couesii.

HistoloSke odlike gonada muzjaka se poklapaju sa literaturnim podacima o
spermatogenezi u grupi Notostraca (npr. Wingstrand, 1978; Scanabissi et al., 2005). Smatra se
da dobijeni rezultati pokazuju da se kod muzjaka L. couesii iz populacija iz Srbije odigrava
spermatogeneza koja rezultuje proizvodnjom muskih polnih c¢elija. UoCeni su razliciti
spermatogeni stupnjevi, ukljucujuéi i spermatozoide. Na osnovu utvrdenih histoloskih odlika
reproduktivnog sistema muZjaka i Zenki, kao i na osnovu udela polova, pretpostavlja se da se
populacije L. couesii iz Srbije razmnoZavaju pretezZno partenogenetski. MuZjaci svakako
ucestvuju na neki nacin i imaju udela u reproduktivnoj strategiji, ali preciziranje stepena
njihove uloge zahteva primenu genetickih metoda u daljim istraZivanjima.

Spermatozoidi koji se formiraju u testisima se oslobadaju u lumen testikularnih
kanali¢a, gde ponekad mogu da se nadu i spermatide u sazrevanju (Scanabissi et al., 2005;
Scanabissi & Mondini 2002b). Na osnovu raspoloZivih preseka testisa, ne mogu da se donesu
konacni zakljucci o tome da li su u lumenu analizirane vrste prisutna oba tipa germinativnih
Celija. Takode, histoloSkim analizama nisu uocene strukture koje odgovaraju primitivnim
spermatoforama prisutnim kod nekih branhiopoda, npr. u grupi Leptestheriidae (Scanabissi
Sabelli & Tommasini, 1994; Scanabissi & Mondini 2000b).

S obzirom na prisustvo debelog omotaca oko jajne Celije, pojedini autori su sumnjali u
mogucnost oplodenja, odnosno smatrali su da postoji povezanost izmedu porekla i strukture
omotaca i reproduktivne strategije populacije (Trentini & Sabelli Scanabissi, 1982; Engelmann
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et al, 1997; Scanabissi & Mondini, 2000a). HistoloSkim analizama je pokazano da
spermatozoidi uranjaju u omotac jajne Celije dok je jo$ dovoljno mekan (Longhurst 1955b;
Mitsumoto & Yahata, 2006), dok je molekulskim metodama dokazano da dolazi do
nasledivanja roditeljskih gena kod potomstva (Sassaman & Weeks, 1993; Mitsumoto &
Yahata, 2006). Dakle, barem u pomenutim sluCajevima, omotac jajne celije ne predstavlja
prepreku za oplodenje. Medutim, nacin na koji spermatozoidi prolaze kroz omotac jajeta je
nepoznat. Bernard (1896) je smatrao da spermatozodi mogu da produ kroz ,omotac sluzi”
oko jajeta dok je joS dovoljno mekan. On je naveo moguénost mehanickog utiskivanja
spermatozoida u omotac koji se formira prilikom prolaska zrele oocite kroz kanale jedinki sa
ovotestisima. Slican mehanizam je opisan i kasnije, kada je ultrastrukturnim analizama
gonada hermafroditnih jedinki Limnadia lenticularis primeceno da se spermatozoidi nakon
oslobadanja u lumen ovotestisa obavijaju materijalom za izgradnju omotaca jajne celije, kace
za globulice ovog materijala ili se u njih ugraduju (Scanabissi & Mondini 2002a; Weeks et al,,
2014). Moguce je da jajna celija, koja se u lumenu gonade obavija ovim materijalom, pokupi i
deo materijala u kom se nalaze spermatozoidi. Medutim, kod hermafroditne vrste Triops
longicaudatus nije uoceno ni obavijanje spermatozoida, ni njihov kontakt sa globulama
materijala za izgradnju omotaca jajne Celije (Scanabissi & Mondini 2002b). Moguce je da
postoji viSe razlic¢itih mehanizama prolaska spermatozoida kroz omotac jajne celije.

5.5. Reprodukcija Notostraca - razlic¢ite metode za procenu nacina reprodukcije

Nacin reprodukcije populacije moZe da se proceni na osnovu razlicitih kriterijuma, kao
i njihovim kombinovanjem. Medutim, ispitivanje nije uvek jednostavno jer reprodukcija ¢esto
moZe da bude kripti¢na, tako da direktno utvrdivanje nekih odlika reprodukcije nije moguce
(Svendsen et al., 2015). Notostraca karakteriSe citav niz nacina reprodukcije, sa razlikama
koje mogu postojati ¢ak i izmedu populacija jedne vrste (Tabela 10).

Tabela 10. Pregled nekih od objavljenih podataka o nacinu reprodukcije predstavnika grupe
Notostraca. Zvezdicama je oznaceno koji tipovi podataka su koris¢eni u navedenim studijama.
Ljubicasta zvezdica - histoloski podaci; plava - udeo polova; zelena - geneticki podaci; crna -
ponasanje jedinki; braon - gajenje jedinki u izolaciji.

T. cancriformis Bolonja, Y . % Trentini & Sabelli
’ [talija partenogeneza Scanabissi, 1982.
. . sever partenogenezai/ili  Engelman et al., 1996,
I cancriformis Nemacke | Y |V ukrstanje™* 1997.
¢ krstanj Ce, ali
T. cancriformis IStOCI.l.a NAI4 uxrstanje moguc:: an Scanabissi et al., 2005.
Austrija nepotvrdeno
" NAIING ukrstanje gonohorista,
T. cancriformis evropske v | v | 1AD/samooplodnjaili  Zierold et al., 2000.
populacije .
v autom. p.
t tavlj
T. cancriformis PZA, Iran VAR pretpostav ]en:* Golzari et al., 2009.
partenogeneza
italijansk v onohorizam
T. cancriformis 1ta 1]ans“e v & L % Velona et al., 2009.
populacije Vv, partenogeneza i AD
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T. cancriformis

Izrael

pretpostavljena

Sorek et al., 2016.

partenogeneza™
Cihuahuan Sassaman, 1991;
T. newberryi pustinja, AD*** Sassaman et al., 1997;
NM Macdonald et al. 2011.
samooplodnja i
Cihuahuan ukrStanje
T. newberryi pustinja, hermafrodita, ili H Horg: Et ali’ 20213’1 6
NM autom. p. orn & Cowley, )
(AD nepotvrdena)™*
d obligatno ukrstanje
T. longicaudatus ZSaeI\)grrrll: gonohorista, i Sassaman et al., 1997;
,long” i ,short” . samooplodnja ili Macdonald et al. 2011.
Amerika S
partenogeneza
T longicaudat Cihuahuan verovatnija
l.ognglcau atus pustinja, samooplodnja Stoeckle et al., 2013.
»1Ong NM hermafrodita ili AD*
T longicaudat Cihuahuan samooplodnja i
s'h?)r;i]”l caudatus pustinja, moguce ukrStanje Horn et al,, 2014.
” NM hermafrodita™
T numidicus rizina polja ukritanje jedinki*** Mitsumoto & Yahata,
Japana 2006.
T. ¢f. australiensis NJV, ukrstanje
linija A Australija gonohorista™** Murugan etal, 2009.
T. cf. australiensis NJV, , -
linija B Australija moguca AD Murugan et al., 2009.
. . ukrstanje gonohorista  Garcia-Velazco et al,,
Triops sp. Meksiko ADF* 2000.
Bernard, 1891, 1896;
. * ) ) )
L. apus Danska samooplodnja/AD Wingstrand, 1978,
Wingstrand, 1978;
L. apus lubbocki Rim, Italija partenogeneza™ Scanabissi & Mondini,
2002a,b
L. apus lubbocki Izrael polna reprodukcija™* Sorek et al., 2016.
lokaliteti moguca Hessen et al., 2004;
L. arcticus iznad 60° N partenogeneza + Woijtasik & Brytka-
slucajno ukrstanje™ Wotk, 2010.
Bernard, 1891, 1896;
L. arcticus CP region samooplodnja/AD**  Longhurst, 19554, b;

Wingstrand, 1978.
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pretpostavljena
partenogeneza; uce$¢e Saganovié et al., 2017;
muzjaka zahteva ova studija
geneti¢ku potvrdu™*

L. couesii Srbija VARV

Skracenice i oznake: AD - androdioecija; autom. p. - automikti¢na partenogeneza; NM - Novi Meksiko;
NJV - Novi Juzni Vels; PZA - pokrajina Zapadni Azerbejdzan; CP region - cirkumpolarni region; ¢ -
jedinke sa jajnim kesama; & - jedinke bez jajnih kesa (muZjaci); ¢ - hermafroditi, pretpostavljeni na
osnovu prethodnih studija o datoj vrsti ili utvrdeni histoloskim analizama.

Hermafroditne populacije su oznacene kao potencijalno androdioecijske jer je
utvrdivanje potpunog odsustva muZzjaka iz populacije dugotrajan proces (Sassaman, 1991;
Zierold et al., 2007; Mathers et al, 2013). Neposredni nacin procene reprodukcije
podrazumeva koriS¢enje podataka o udelu polova u populaciji (Zierold et al., 2007). Obicno se
smatra da je pribliZno jednak udeo polova (50:50) pokazatelj gonohorizma tj. da se populacija
sastoji od muzjaka i Zenki koje se ukrStaju. Uniseksualne populacije, ili populacije sa malim
brojem muzjaka, ukazuju na androdioeciju (hermafroditizam) ili partenogenezu, tako da
koriS¢enje informacija o udelu polova nije uvek pouzdan pokazatelj nacina reprodukcije
(Brantner et al., 2013). Takode, broj uzorkovanih Zenki ili muZjaka moze sluc¢ajno da bude u
korist jednog ili drugog pola (Bernard, 1891). MuZjaci se mozda ne uzorkuju zbog male
ucestalosti u populaciji ili se moZda ne pojavljuju svake godine (Wojtasik & Brytka-Wotk,
2010). Maloj ucestalosti muzjaka moguce doprinosi i primecena pojava kanibalizma u
populacijama Notostraca (Golzari et al., 2009; Berning et al., 2012; Lakka, 2015), ili muske
jedinke moZda imaju veci stepen mortaliteta u odnosu na hermafrodite, kao Sto je primeceno
npr. kod vrste Eulimnadia texana koja pripada taksonu Spinicaudata (Weeks et al., 2006a).
Takode, u AD metapopulaciji se javlja velika varijabilnost izmedu lokalnih populacija u
ucestalosti muzjaka, koja moze da iznosi i nula ukoliko je lokalna populacija nastala skorom
kolonizacijom hermafrodita (Pannell, 2000, 2002).

Koris¢enje podaka o sposobnosti jedinki da produkuju vijabilna jaja u izolaciji, odnosno
da se razmnoZavaju bez prisustva muZjaka, takode moZe da bude nepouzdano. Odsustvo
pozitivnog ishoda moZe da bude u vezi sa neadekvatnim laboratorijskim uslovima (Sassaman,
1991). Dodatno, uspesna reprodukcija izolovanih jedinki ne pruza informacije o nac¢inu na koji
se reprodukcija odvija - moguca je i partenogeneza i hermafroditizam (Zierold et al., 2009).
Slicno, i upotreba histoloskih metoda je pretrpela izvesne kritike. Uoc¢avanje testikularnog
tkiva u Zenskim gonadama je nekad otezano jer je ono locirano samo u jednom delu gonade ili
je, kod Notostraca, ¢esto redukovano na jednu ili nekoliko cisti (Wingstrand, 1978; Sassaman
& Weeks, 1993). Takode, postoje i neslaganja u tumacenju histoloskih rezultata. Pojedini
autori prisustvo testikularnog tkiva u Zenskim gonadama tumace kao pokazatelj
hermafroditizma (Bernard, 1891, 1896; Longhurst, 1955b; Wingstrand 1978), dok je prema
drugim autorima u pitanju rudimentni hermafroditizam (Zaffagnini, 1969; Zaffagnini &
Trentini, 1980). Nije definisano koliko testikularni delovi mogu da budu redukovani i da
zadrze svoju funkciju (Sassaman, 1991). Takode, histoloske analize ne pruzaju informacije o
mehanizmima ponovnog uspostavljanja diploidnog stanja.

Primena genetickih analiza predstavlja znacajnu metodu s obzirom da nacin
reprodukcije utice na geneticki diverzitet i geneticku strukturu populacije (Zierold et al,
2009). Medutim, ono S$to otezava ovakve analize je postojanje smanjenog genetickog
diverziteta u prirodnim populacijama Notostraca (Velona et al.,, 2009; Zierold et al., 2009).
[straZivanja su se do sada zasnivala na analizama nukleusnih i mitohondrijskih gena, kao i na
analizama alozima, a u skorije vreme je ucinjen napor da se identifikuju novi mikrosatelitski
lokusi koji bi mogli da se koriste u genetickim studijama na rodu Triops (Stoeckle et al., 2013).
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Zbog malog broja dostupnih gena, cesto ne mogu da se donesu konacni zakljucci o nacinu
reprodukcije u populacijama. Takode, razlikovanje hermafroditizma i partenogeneze zahteva
primenu sloZenih genetickih studija (videti odeljak 5.9, Diskusija).

5.6. Nacin reprodukcije populacija vrste L. couesii iz Srbije

Kao $to je navedeno, pol je kod Notostraca odreden ZW hromozomskim sistemom u
kom je muski pol homogametan (ZZ genotip), a Zenski pol heterogametan (Mathers et al.,
2015). Utvrdivanje partenogenetskog nacina reprodukcije populacija Notostraca ¢esto moze
da bude kontroverzno. Na primer, iako su histoloSkim metodama Sabelli Scanabissi & Trentini
(1979) zakljucili da se uniseksualne populacije T. cancriformis verovatno razmnoZavaju
automikticnom partenogenezom, Zierold et al. (2009) smatraju da geneticke analize ukazuju
da se uniseksualne populacije, i populacije sa malim brojem muZjaka, verovatnije
razmnozavaju hermafroditizmom/AD. Ipak, zbog malog broja ispitivanih gena, automikti¢na
partenogeneza putem terminalne fuzije nije isklju¢ena kao opcija. Moguca apomikti¢na
partenogeneza je navedena za odredene populacije T. cancriformis iz Italije, dok je ,klonalna
replikacija” verovatna za uniseksualne populacije iste vrste iz Izraela (Velona et al.,, 2009;
Sorek et al, 2016). Pregled pretpostavljene partenogenetske reprodukcije za populacije
razlicitih vrsta Notostraca predstavljen je u Tabeli 10.

Utvrdivanje oblika partenogeneze prisutnog u ispitivanoj populaciji, kao i definitivno
isklju¢ivanje hermafroditizma, zahteva sloZene geneticke analize i tek tada bi se mogli doneti
precizniji zaklju¢ci. Medutim, na osnovu dobijenih rezultata moZe da se formuliSe nekoliko
pretpostavki. Razliiti nacini odigravanja partenogeneze mogu da se grupiSu u dve glavne
kategorije - apomiksis i automiksis (Pearcy et al., 2006). Ukoliko se partenogeneza odvija
apomikticnom (amejotickom) partenogenezom, ocekivano je da se heterozigotnost odrzava
na svim lokusima, jer nema rekombinacije alela, i da se populacija sastoji samo od Zenki. S
obzirom da su u ispitivanoj populaciji identifikovani i muzjaci, pretpostavlja se da se
populacije iz Srbije ne razmnoZavaju apomikticnom partenogenezom. Automikti¢na
(mejoticka) partenogeneza moZe da se odvija putem nekoliko razli¢itih mehanizama kojima
se obnavlja diploidnost: centralna fuzija, terminalna fuzija, duplikacija gameta i nekoliko
alternativnih mehanizama svrstanih pod terminom ,nasumicne fuzije” (Suomalainen et al,,
1987; Pearcy et al,, 2006, 2011). U slucaju centralne fuzije dolazi do spajanja proizvoda prve
mejoticke deobe, kada se razdvajaju homologi hromozomi koji nose razlicite alele
heterozigotnog lokusa, tako da se heterozigotnost odrZava u predelu centromere, dok udaljeni
lokusi mogu slobodno da se rekombinuju. Tokom automikti¢ne partenogeneze koja se odvija
terminalnom fuzijom, spajaju se proizvodi druge mejoticke deobe, kada se razdvajaju dve
hromatide koje nose identi¢ne alele, tako je potomstvo potpuno homozigotno, osim ukoliko se
odigravaju rekombinacije u delu hromozoma koji je udaljen od centromere (Svendsen et al,,
2015; Pearcy et al,, 2006). Primer kada je pol odreden ZW sistemom i kada se u populacijama
javlja mali broj muZjaka, tzv. ,retki muZjaci”, poznat je u rodu Artemia (Bowen, 1963; Maccari
et al., 2013). Skorasnja istrazivanja su pokazala da se diploidne partenogene vrste ovog roda
razmnozavaju automikticnom partenogenezom, mehanizmom centralne fuzije uz
rekombinacije koje se odigravaju niskom stopom ¢ime se omogucava prisustvo muZjaka u
populaciji (Nougué et al.,, 2015). Opisan nacin reprodukcije ostavlja ,geneticki potpis” slican
apomiksisu, jer se heterozigotnost skoro potpuno odrzava (Nougué et al., 2015), i mogao bi da
objasni uocCen odnos polova i u ispitivanim populacijama iz Srbije. Ukoliko bi se
partenogeneza odvijala mehanizmom terminalne, centralne fuzije ili meSanjem ova dva
nacina, uz prisutnu visoku stopu rekombinacija, dolazilo bi do sveukupnog gubitka
heterozigotnosti duz vecine hromozoma (sa verovatnocom 0.33 za sve lokuse) Sto bi kroz
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generacije ostavilo geneticki potpis slican samooplodnji, odnosno inbridingu (Pearcy et al.,
2011; Nougué et al., 2015). U tom slucaju bi bilo oc¢ekivano da se u populaciji javlja veéi broj
muZjaka od uocCenog s obzirom da se smatra da su muZzjaci homogametan pol. Medutim, odlike
polnih hromozoma i polno specificnih regiona hromozoma u grupi Notostraca jo$ uvek nisu
dovoljno ispitani. Postoje podaci da se ovi regioni razlikuju izmedu populacija iste vrste koje
imaju razli¢ite reproduktivne strategije (Mathers et al., 2015). Takode, iako se i oCekuje da je u
ZW sistemu nivo rekombinacije manji tokom oogeneze nego tokom spermatogeneze, postoji i
hipoteza da prelazak populacije na hermafroditizam moZe da bude pra¢en povecanim nivoom
rekombinacija izmedu Z i W hromozoma ZW hermafrodita (Mathers et al., 2015).

Populacije ispitivane vrste su mozda fakultativno hermafroditne/AD. Ova moguénost je
i ranije navedena za populacije Notostraca (Longhurst, 1955b; Engelmann et al,, 1996). Prema
hipotezi Weeks et al. (2006b), krosing-over niske ucestalosti izmedu polnih hromozoma
heterogametnog pola moZe da produkuje interseksualne jedinke, od kojih bi neke mogle da
budu funkcionalni ,hermafroditi”. Daljim promenama ovakvih jedinki, putem mutacija ili
dodatnih krosing-overa, mogli bi da nastanu vijabilni hermafroditi. Sli¢ni mehanizmi mozda
deluju i izmedu polnih hromozoma Notostraca (Weeks et al., 2006b; Mathers et al., 2015).
Cesto pojavljivanje hermafroditizma/AD u grupi Branchiopoda, pa samim tim i Notostraca,
moZda moZe da se objasni konstantnom produkcijom malog broja interseksualnih jedinki, kao
i efemernom prirodom njihovih stanis$ta u kojim bi ove jedinke imale selektivnu prednost
zbog osiguravanja reprodukcije. U grupi Ostracoda, rakova koji nastanjuju ista ili slicna
stanista, takode se pored sredinskih faktora navodi i moguénost genetickih predispozicija za
prelazak sa seksualne na aseksulanu reprodukciju (Butlin et al., 1998).

Takode, nije poznato da li u populaciji dolazi do kombinovanja reproduktivnih
strategija, tj. da li se populacija sastoji od Zenki, muZjaka i hermafrodita (Engelmann et al.
1997; Zierold et al., 2007; 2009). Trenutno nema dokaza koji bi podrzali ovu opciju. Smatra se
da su npr. kod Ostracoda neki od primeéenih poremecenih odnosa polova biseksualnih
populacija rezultat koegzistiranja seksualnih i aseksualnih linija (Butlin et al., 1998).

5.7. Samo-kompatibilni nacini reprodukcije u grupi Notostraca

Siroka rasprostranjenost ukrs$tanja (engl. outcrossing) u prirodi je paradoksalna s
obzirom da samooplodnja i bespolna reprodukcija omogucavaju dvostruku prednost jer sve
jedinke daju potomstvo i dolazi do brzeg uvecavanja populacije (Bell, 1982; Simon et al,,
2003). Hermafroditizam/AD i partenogeneza mogu da budu selektovani u gonohornoj
populaciji Notostraca kao efektivniji nacin reprodukcije tokom Sirenja areala, tj. kolonizacije
novih staniSta. U ovoj situaciji broj muZjaka je ograni¢en i samo-kompatibilni nacini
reprodukcije mogu da imaju selektivnu prednost jer je samo jedna jedinka dovoljna za
uspostavljanje nove populacije (Bernard, 1891; Longhurst, 1955c; Incagnone et al,, 2015). Na
ovaj nacin se postiZe ,reproduktivna osiguranost”, odnosno zaobilazi se mogucnost da se na
novom staniStu nadu dve jednike istog pola, ili jedinke koje nisu istovremeno reproduktivno
zrele ili nisu dovoljno blizu da ostvare kontakt (Baker, 1955). Hipoteza osiguravanja
reprodukcije tokom postglacijalne ekspanzije deluje opravdana za evropske vrste roda Triops
(Korn et al.,, 2006; Zierold et al., 2007), a kasnije je podrZana i u celoj grupi Notostraca
(Mathers et al., 2013). Takode, smatra se da je u slu€aju postojanja velikih fluktuacija u gustini
populacija, kao i brzih populacionih obrta u metapopulaciji, ,reproduktivna osiguranost”
pokretaC evolucije androdioecije i verovatno i ostalih samo-kompatibilnih nacina
reprodukcije (Zierold et al., 2009; Mathers et al.,, 2013). Populacije Notostraca karakteriSu
velike fluktuacije u gustini i verovatno je da Cesto egzistiraju u formi metapopulacija (Baker,
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1955; Takahashi & Gohda, 1981; Pannell & Barrett, 1998), ali uticaj ovih faktora na evoluciju
alternativnih nacina reprodukcije u ovoj grupi jos uvek nije dovoljno ispitan.

Tokom ledenog doba u pleistocenu, ve¢ina Evrope je bila prekrivena ledom i smatra se
da nije bila naseljiva za raci¢e Notostraca (Longhurst, 1955c). Vrste su se povlacile u
refugijume, koje na evropskom kontinentu predstavljaju poluostrva juzne Evrope: Pirinejsko,
Apeninsko i Balkansko poluostrvo (Hewitt, 1999). S obzirom da se Srbija nalazi na
Balkanskom poluostrvu, ocekivano je da populacije koje nastanjuju ovaj region budu
gonohorne, sa priblizno jednakim udelom polova (Zierold et al., 2007). Kao $to je navedeno,
histoloSke analize su pokazale da se ispitivana populacija verovatno sastoji od Zenki i
muzjaka, odnosno nije utvrdeno prisustvo hermafroditnih jedinki. Medutim, odnos polova koji
je znacajno pomeren u korist Zenki ne ukazuje na ukrStanje gonohorista, ve¢ na alternativni
nacin reprodukcije. Ispitivana populacija je mozda potekla od predacke gonohorne populacije
koja je hipoteticki postojala na podrucju Balkana ili su kolonizuju¢e propagule dospele sa
nekog udaljenijeg mesta (Machado et al., 2017). S obzirom da je kod Notostraca evolucija
samo-kompatibilnih nacina reprodukcije verovatno u vezi sa osiguravanjem reprodukcije
tokom kolonizacije novih stanista (Zierold et al., 2009; Mathers et al., 2013), moguce je da je
neka samo-kompatibilna propagula dospela iz negonohorne populacije sa vece udaljenosti
(Machado et al., 2017). Ciste Notostraca pokazuju potencijalno veliku sposobnost disperzije,
mada kolonizacija putem pasivne disperzije nije uvek uspesna (Incagnone et al,, 2015). Ipak, u
grupi Notostraca postoje dokazi o mogucoj dispeziji na velike udaljenosti (Korn et al., 2006),
nekad i kao posledica ljudskih aktivnosti (videti Naganawa, 2018).

Ocekivano je da prelazak sa polnog na bespolno razmnoZavanje prate odredene
ekoloske, geneticke i evolucione posledice (Innes et al., 2000; Svendsen et al., 2015). Postoji
nekoliko glavnih mehanizama putem kojih moZe da dode do gubitka polne reprodukcije
(pregledno u Simon et al., 2003; King & Hurst, 2010). Tihopartenogeneza, odnosno spontana
ili fakultativna partenogeneza, podrazumeva spontano razvi¢e malog broja neoplodenih jaja
koja se razvijaju u Zenke, moguce kao posledica greske prilikom mejoze kada nastaje
diploidna oocita (Simon et al, 2003; Schwander et al, 2010). Na ovaj nacin se stvara
mogucnost da partenogeneza bude selektovana u populaciji. Ograni¢en broj muzjaka za
parenje moZe da dovede do selekcije tihopartenogeneze i generiSe odnos polova koji je
pomeren u korist Zenki (Butlin et al., 1998; Schwander et al., 2010). Prema novijoj hipotezi,
gubitak muZjaka u populaciji, i prelazak sa polnog razmnoZavanja na telitoknu partenogenezu
(partenogeneza koja proizvodi samo Zenke), moZe da se odigra mehanizmom pozitivne
povratne sprege. Ova hipoteza nije testirana na populacijama raci¢a Notostraca, mada je
ocekivano da fluktuiraju¢e gustine populacija Notostraca mogu da dovedu do odsustva
muZjaka iz nekih dema. Tihopartenogeneza verovatno predstavlja prelaznu fazu pri
uspostavljanju obligatne automikti¢ne partenogeneze u populaciji (Simon et al, 2003;
Schwander et al,, 2010).

Prema konceptu geografske partenogeneze, populacije koje se razmnoZavaju bespolno
se CeSCe pronalaze na odredenom tipu staniSta u odnosu na blisko srodne seksualne linije
(Bell, 1982; Lynch, 1984; Butlin et al., 1998). Generalno pravilo je da bespolno razmnoZavanje
postaje dominantno na neuobicajenim ili nestabilnim stanistima. Smatra se da vecina
partenogenih linija potice od srodnih linija koje se polno razmnoZavaju (Bell, 1982; Innes et
al, 2000; Simon et al, 2003). Klasi¢ni modeli predlazu pojavljivanje partenogeneze kao
rezultat istorijskih dogadaja, kao $to su glacijalni ciklusi i kolonizacije, kada aseksualnost ima
privremenu prednost. U novije vreme su se razvile alternativne hipoteze prema kojim i
aktuelni sredinski uslovi, kao i strukturna organizovanost populacije, mogu da uticu na
raspored partenogenih populacija (Haag & Ebert, 2004; Schmit et al, 2013). Prema
metapopulacionoj hipotezi, koja se ne zasniva na geografskim korelacijama, aseksualna
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reprodukcija na izdeljenom stanistu omogucava vedi fitnes jedinkama (Haag & Ebert, 2004).
Aseksualne populacije postaju prisutnije idu¢i ka marginalnim (ekstremnim) staniStima, kao
Sto su vece geografske Sirine ili nadmorske visine, gde su cesto prisutne u formi izdeljene
metapopulacije koje mogu da se formiraju i ljudskom aktivnos$¢u. Lokalne ekstinkcije prati
proces rekolonizacije, kada genetic¢ka uska grla i geneticki drift imaju veci negativan efekat na
populacije koje se polno razmnoZavaju, nego na aseksualne populacije. Ocekuje se da samo
jedan deo aseksualnih klonova moZe da izvrSi invaziju na populaciju koja se polno
razmnoZava (Innes et al., 2000). Ukoliko bi dolazilo do ukrstanja sa nesrodnim imigrantima iz
susednih populacija, jedinke koje se polno razmnozavaju bi mogle privremeno da povecaju
fitnes zbog heteroze, odnosno hibridnog vigora (Ebert et al., 2002). Aseksualni klonovi nastali
od ovakvih jedinki bi mogli da imaju velik fitnes koji ne bi opadao i na taj nacin bi mogle da
izvrSe invaziju u populaciji jedinki koje se polno razmnoZavaju. Sa druge strane, kod nekih
vrsta Ostracoda je pokazana veza izmedu nacina reprodukcije i odlika Zivotne sredine (Schmit
et al.,, 2013). Prema ovim autorima, vazno je da se razlikuju stabilnost i predvidivost stanista,
kao i geoloSka i ekoloSka vremenska skala. Polno razmnoZavanje je oCekivano na prirodnim,
geoloski stabilnim staniStima vece geoloSke starosti, koja karakterisSu velike fluktuacije
ekoloskih uslova. Ovakva stanista su nepredvidiva, ali se ta nepredvidivost odnosi na prirodnu
varijabilnost staniSta. Suprotno, aseksualne populacije su ocekivane na staniStima koja su
geoloski mlada i ekoloSki stabilnija. Nestabilnost ovih staniSta je predvidiva jer su to
uglavnom staniSta koja su formirana i odrzavana u odredene svrhe. Dakle, aseksualne linije su
oCekivane na staniStima sa antropogenim uticajem. Navedeni Kkoncepti rasporeda
partenogenih i seksualnih linija su ispitivani na branhiopodnim raci¢ima roda Daphnia i
Artemia (Innes et al, 2000; Haag & Ebert, 2004; Muhoz et al, 2010), kao i na primeru
Ostracoda (Schmit et al, 2013), ali sloZena i detaljna istraZivanja nisu izvrSena u grupi
Notostraca. Primeceno je da se italijanske populacije vrste T. cancriformis koje nastanjuju
pirin€ana polja, koja predstavljaju veStacka staniSta sa antropogenim uticajem, razmnoZavaju
partenogenezom (Haag & Ebert, 2004; Velona et al., 2009). Lokaliteti sa kojih su uzorkovane
analizirane populacije, Crni Lug i Galovica, predstavljaju staniSta duZ nasipa, u zoni izgradenoj
u svrhu kontrole reZima podzemnih voda i sprecavanja izlivanja viSka vode iz nizijskih delova
na severu. Na Kkoli¢inu i zadrzavanje vode na lokalitetu uticu i padavine i hidroloske
karakteristike reke Save (Saganovi¢ et al., 2017). Ovo su zanimljive informacije, ali u ovom
trenutku ne mogu da se donesu pouzdani zakljuci o povezanosti pretpostavljene
partenogeneze i stanista nastalog ljudskom aktivnoscu.

5.8. Uloga muzjaka u populacijama Notostraca

Udeo muZjaka u populacijama Notostraca moZe znacajno da varira, i krece se od < 1%
do oko 70% (Linder, 1952; Sassaman, 1991; Zierold et al., 2007; Stephan, 2008). Populacije sa
malim brojem muZjaka su Cesto bile posmatrane kao ,abnormalne” ili ,nepravilne”, i njihovo
pojavljivanje se uglavhom objasnjavalo meSavinom razliCitih proporcija reproduktivno
izolovanih uniseksualnih i biseksualnih populacija (Longhurst, 1955c; Zaffagnini & Trentini,
1980; Sassaman, 1991).

Kao $to je navedeno, Wingstrand (1978) je razmatrao bioloSku ulogu testikularnih
lobusa hermafroditnih jedinki kod kojih je uocen visok stepen degeneracije spermatozoida.
Sli¢no, Scanabissi & Mondini (2002a) su pokazali da su muzjaci L. apus lubbocki sterilni i da su
spermatozoidi u procesu degeneracije, Sto je u skladu sa zapaZanjima koje je izneo
Wingstrand (1978). Uzrok uocene degeneracije spermatozoida muzjaka vrste L. apus lubbocki
moZzda predstavljaju pogreSna sparivanja tokom mejoze I, primecena analizom Kkariotipa
(Ombretta et al., 2005). Medutim, uloga muzjaka u populacijama Notostraca nije razmatrana
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samo u slucaju kada muZjaci naizgled ne proizvode spermatozoide, ili kada je u dioecijskoj
populaciji prisutan mali broj muZjaka. Skorasnje geneticke studije sprovedene na americkim
vrstama Triops su pokazale iznenaduju¢ nedostatak dokaza o u€eS¢u muzjaka u reprodukciji
(Horn et al.,, 2014; Horn & Cowley, 2016; Stoeckle et al., 2013).

Kod AD vrste Eulimnadia texana (Spinicaudata), samooplodnja predstavlja dominantan
nacin reprodukcije, dok je ukrstanje sa muzjacima retko, ali se smatra da ima vaznu ulogu u
smanjivanju negativnih efekata inbriding depresije (Scanabissi et al., 2006b; Pannell, 2008).
Medutim, iako su prvobitne analize alozima pokazale da postoji korelacija izmedu udela
muZjaka i genetiCkog diverziteta Triops populacija (Sassaman et al, 1997), novijim
istrazivanjima nije utvrden znacajan uticaj muzjaka na geneticki diverzitet i smanjenje
inbridinga u populaciji (Zierold et al., 2009; Horn et al., 2014; Horn & Cowley, 2016). Analize
razlic¢itih markera, kao i kontrolisana gajenja u laboratoriji, ukazali su da je samooplodnja
glavni nacin reprodukcije T. newberryi raci¢a, ali ni automikticna partenogeneza nije
statisticki isklju¢ena kao mogu¢nost (Horn & Cowley, 2016). Deluje da je ukrStanje sa
muZjacima retko i postoji moguénost da su muzjaci T. newberryi u stvari nereprodukujuce
jedinke (Horn et al, 2014; Horn & Cowley, 2016). Sli¢no, genetickim analizama navodno
gonohornih populacija T. longicaudatus ,long”, dobijeni su rezultati koji ukazuju na
verovatniju samooplodnju ili androdioeciju kao nacin reprodukcije (Stoeckle et al., 2013).
Ukoliko muZjaci ne ucestvuju u ukrstanju, postavlja se pitanje zbog ¢ega nisu eliminisani iz
populacije (Chasnov & Chow, 2002). Postoji nekoliko mogucih objasnjenja.

Formiranjem partenogenih linija mogu da nastanu linije u kojima su prisutne
partenogene Zenke i muZjaci (Simon et al, 2003). Partenogeni taksoni koji povremeno
proizvode muZjake se javljaju kod Ostracoda (Butlin et al., 1998), Anostraca (Browne, 1992;
Maccari et al., 2013), kao i u rodu Daphnia (Innes & Hebert, 1988; Innes et al., 2000), a
navodno partenogeni taksoni sa malim brojem muZjaka su poznati i u grupi Notostraca (videti
Engelmann et al, 1996). Ve¢ina muzjaka u partenogenim populacijama ima abnormalnu
spermatogenezu ili ne proizvodi spermatozoide, ali javljaju se i funkcionalni muZjaci (Lynch,
1984). Ovi muZjaci bi mogli da imaju veliki evolucioni znacaj kao vektor za razmenu
genetickog materijala izmedu aseksualnih i srodnih seksualnih linija. Diploidne partenogene
vrste roda Artemia proizvode mali broj funkcionalnih muzjaka, tzv. ,retke muZjake”.
Molekulskim metodama je potvrdeno da su muzjaci nastali aseksualnom reprodukcijom
(Browne et al, 1991), a histoloskim metodama da mogu da proizvedu spermatozoide
(MacDonald & Browne, 1987). Identitet i funkcionalnost muZjaka su kasnije potvrdeni
primenom DNK barkoding metode i mikrosatelitskih lokusa (Maccari et al., 2013). Pokazano
je da retki muZjaci Artemia ne mogu da oplode Zenke diploidne partenogene linije iz koje
poticu, kao ni Zenke seksualnih vrsta sa kojim nisu blisko srodni (Maccari et al., 2013).
Medutim, oplodenje Zenki blisko srodnih seksualnih vrsta je moguce i u laboratorijskim
uslovima je pokazano da muzjaci Artemia mogu da prenesu gene za partenogenezu Zenkama
(Maccari et al.,, 2013, 2014), mehanizmom koji je poznat kao ,zarazna partenogeneza” (Lynch,
1984; Simon et al., 2003). Ovakav nacin generisanja aseksualnih linija je prvi put predloZen u
grupi Cladocera. Vecina vrsta roda Daphnia se razmnoZava ciklicnom partenogenezom
(Hebert, 19874, b). Ovaj nacin reprodukcije podrazumeva proizvodnju aseksualnih jaja koja se
razvijaju u Zenke ili muZjake u zavisnosti od sredinskih uslova. Kada je gustina populacije
velika, i kada se smanji dostupni izvor hrane, Zenke proizvode haploidna seksualna jaja i u
populaciji se pojavljuju muZjaci koji mogu da izvrSe oplodenje. Ciklicna partenogeneza cesto
prelazi u obligatnu partenogenezu i prelazak verovatno podrazumeva mutacije na viSe gena.
Kao Sto je navedeno, neke obligatno partenogene linije zadrzavaju sposobnost proizvodnje
muzjaka (Innes & Hebert, 1988). Pokazano je da ukrStanjem ovih muZjaka sa Zenkama
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srodnih vrsta koje se razmnozavaju ciklichom partenogenezom mogu da nastanu nove
hibridne linije koje se razmnoZavaju obligatnom partenogenezom, tj. da geni koji sprecavaju
mejozu mogu da se prenesu putem muzjaka (Innes & Hebert, 1988). Mutacija koja zaustavlja
mejozu samo kod Zenki, ali ne i kod muZjaka, ne kontroliSe i pojavu muzjaka u populaciji jer je
pol sredinski odreden. Zenka koja je nosilac mutacije bi mogla da proizvodi muZjake, tako da
bi se bespolno razmnozavanje Sirilo u populaciji kao ,zaraza” putem muZjaka nosioca
mutacije za bespolno razmnozavanje. Mutacija koja suzbija mejozu kod Zenki Cladocera koje
se razmnoZavaju ciklicnom partenogenezom je dominantna (Innes & Hebert, 1988), dok je
kod Artemia izgleda recesivna (Maccari et al, 2014). Moguénost ,zaraznog” Sirenja
partenogeneze putem muzjaka nije joS uvek ispitana u populacijama Notostraca.

Proizvodnja muzjaka Cesto predstavlja trosak za populaciju i, kao Sto je spomenuto,
pokazano je da neke obligatno aseksualne linije Daphnia produkuju veoma mali broj muZzjaka
(Innes et al., 2000). Medutim, trosak proizvodnje muzjaka seksualnih linija moZe da bude
kompenzovan veéim fekunditetom i/ili boljim prezivljavanjem, Sto bi moglo da objasni
povremeno koegzistiranje seksualnih i aseksualnih linija (Innes et al., 2000). Sli¢no, npr. i
partenogene populacije vrste Artemia parthenogenetica su veoma uspesSne u Starom Svetu, ali
je pokazano da njihova uspesnost nije u vezi sa izbegavanjem troska proizvodnje muZjaka, ve¢
partenogene Zenke imaju duZi reproduktivni period od seksualnih Zenki, kao i veéi broj legala
sa vetim brojem potomaka (Browne, 1992). Jedan od mogucih benefita zadrZavanja
sposobnosti nekih partenogenih Zenki da proizvode muZjake moZe da predstavlja njihova
uloga u produkciji novih aseksualnih linija (Innes et al., 2000).

lako u testikularnim kanali¢ima ispitivane vrste L. couesii nije uocen veliki broj
spermatozoida, moguce je da spermatozoidi povremeno oplode jajnu celiju iste ili srodne
vrste. Potencijalne uloge muZjaka u populaciji mogu da se grupisu u nekoliko stavki: 1) kod
biseksualnih populacija, prisustvo muzjaka je mozda neophodno kako bi Zenke polozile jaja u
jajnu kesu; 2) populacija se moZda nalazi u prelaznoj fazi iz polne reprodukcije u
partenogenezu; 3) muzjaci mozda ucestvuju u ,zaraznom” prenoSenju partenogeneze; 4)
muzjaci su sterilni, ili ne dolazi do uspeSnog oplodenja, i njihovo prisustvo ¢e se ukloniti
selekcijom; 5) moZda se proizvode zbog neke druge osobine koja je adaptivna, odnosno
postoji neki neutvrden benefit (Longhurst, 1955b; Bell, 1982; MacDonald & Browne, 1987;
Butlin et al., 1998; Browne, 1992; Scanabissi & Mondini 2002a, b; Chasnov & Chow, 2002;
Weeks et al,, 2006a; Schmit et al.,, 2013). Realna mogu¢nost, koja svakako zahteva geneticku
potvrdu, je da se u ispitivanoj populaciji muzjaci formiraju samo kao ,rezidualan proizvod”
partenogenetskih dogadaja (Simon et al., 2003). Sli¢na situacija postoji u divljim populacijama
nematode Caenorhabditis elegans. Ova vrsta se primarno razmnozava samooplodnjom, ali se
tokom samooplodnje u populacijama proizvodi mali broj muZjaka kao rezultat nerazvdajanja
polnih hromozoma u gametogenezi (Chasnov & Chow, 2002). Smatra se da prirodna selekcija
favorizuje muZjake koji se pare, ¢ime se odrzava njihov mali broj u populaciji iako ukrstanje
ne donosi neku prednost i samooplodnja omogucava vedi fitnes jedinkama (Chasnov & Chow,
2002).

5.9. Buduca geneticka istrazivanja

Kao Sto je spomenuto, precizno razlikovanje hermafroditizma i partenogeneze zahteva
sloZene geneticke analize (Macdonald et al. 2011; Pearcy et al,, 2006, 2011; Svendsen et al,,
2015). SusStina ovih analiza se ogleda u pracenju unutarhromozomske promene stope
heterozigotnosti. Svaki heterozigotni lokus ima odredenu verovatno¢u da postane
homozigotan u zavisnosti od mehanizma putem kog se odvija partenogeneza i pozicije lokusa
na hromozomu, kao i slufaju samooplodnje. Ukoliko se reprodukcija odigrava
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partenogenezom, matematicka verovatnoca da odreden heterozigotni lokus (npr. lokus ab)
postane homozigotan kod potomstva iznosi 0.33, bez obzira na mehanizam kojim se odvija
partenogeneza (Pearcy et al., 2011). Verovatnoc¢a da se zajedno nadu dva identi¢na alela (aia2
ili bib2), nakon Sto je jedan ve¢ izabran, iznosi 0.33 jer u sluaju partenogeneze dolazi do
fuzije proizvoda koji nastaju u okviru iste mejoticke deobe. U slucaju centralne fuzije, u blizini
centromere se odrZava heterozigotnost i ne odigravaju se rekombinacije, dok se lokusi
udaljeni od centromere slobodno rekombinuju i ocekivana verovatnoca prelaska na
homozigotnost iznosi 0.33. Kada se partenogeneza odvija mehanizmom terminalne fuzije,
homozigotnost se odrZzava u delu centromere hromozoma, dok se lokusi udaljeni od
centromere slobodno rekombinuju i ocekivana verovatno¢a homozigotnosti se smanjuje i
iznosi 0.33. Dupliranje gameta dovodi do potpune homozigotnosti svih lokusa kod potomaka,
dok kod nasumicne fuzije svaki lokus, bez obzira na poziciju na hromozomu, ima verovatnoc¢u
0.33 da postane homozigotan. U slucaju samooplodnje dolazi do spajanja dva gameta koja
poticu od dve razliCite mejotiCe deobe, tako da verovatnoca da se kod potomstva zajedno
nadu dva ista alela iznosi 0.5 (Pearcy et al., 2011). Uporedivanjem ocekivane i utvrdene stope
gubitka heterozigotnosti duZ hromozoma, moguce je da se utvrdi da li se populacija
razmnozava samooplodnjom ili partenogenezom, kao i kojim mehanizmom se odvija
partenogeneza. Ovakva studija je sprovedena na evropskim populacijama vrste T.
cancriformis, kao i na jedinkama T. newberryi gajenim u laboratoriji, ali zbog toga Sto je u
analizama kori$¢en samo jedan gen, kao i zbog malog broja Zenki sa heterozigotnim lokusima,
dobijeni su dvosmisleni rezultati (Zierold et al, 2009; Horn & Cowley, 2016). Buduce
geneticke studije bi dakle trebalo da se zasnivaju na primeni navedenih metoda, uz
ukljucivanje odgovarajuceg broja polimorfnih gena.

5.10. Procena taksonomskog znacaja morfoloskih karaktera vrste L. couesii
analiziranih primenom metoda geometrijske morfometrije

U okviru ove studije, primenom metoda geometrijske morfometrije, prvi put je
ispitivana morfoloSka varijabilnost prisutna kod vrste L. couesii. Detaljne i raznovrsne
morfoloSke analize vrsta iz grupe Notostraca su neophodne s obzirom na dugotrajne
neudoumice u vezi sa taksonomskim odnosima u ovoj grupi. lako je generalna morfologija
ovih raci¢a ostala nepromenjena milionima godina (Suno-Uchi, 1997; Mathers et al., 2013), u
prirodnim populacijama vrsta se javlja izuzetna morfoloska varijabilnost (Longhurst, 1955a;
Rogers, 2001; Korn et al., 2010; Macdonald et al. 2011). Pored definisanja ove morfoloske
varijabilnosti, jedan od glavnih problema predstavlja i ¢esta nemogu¢nost razgranicenja
intraspecijske i interspecijske varijabilnosti (Meusel & Schwentner, 2016). Kako bi se neki
morfoloski karakter adekvatno koristio u taksonomiji, procena i definisanje njegove
varijabilnosti u grupi adultnih jedinki, ali i tokom ontogenije, je od velike vaznosti (Longhurst,
1955a).

Posmatrajuc¢i dobijene rezultate, moZe da se zaklju¢i da dve analizirane morfoloske
strukture karakteriSu prili¢no razli€iti obrasci morfoloskog variranja. Ispitano na uzorku
zenki, na morfoloSko variranje oblika telzona sa kaudalnom laminom najve¢i uticaj ima
alometrija. Obrasci ovih promena oblika su jasno definisani i ogledaju se u smanjivanju Sirine
telzona i izduzivanju kaudalne lamine tokom rasta jedinki. Sa druge strane, izraZeno
morfolosko variranje karapaksa nije narocito uzrokovano alometrijskim promenama oblika.
Ukoliko se uzme u obzir deo variranja koji opisuju veli¢ina karapaksa i faktor lokaliteta
(populacije), veliki deo variranja oblika karapaksa je ostao neobjasnjen. Ovo variranje je
verovatno pod uticajem faktora koji nisu razmatrani u ovoj studiji.
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Telzon sa kaudalnom laminom, kao stuktura na posteriornom delu abdomena,
verovatno ima pomo¢nu ulogu u efikasnoj mobilnosti jedinki. Fryer (1988) je zabeleZio da ove
strukture moguce imaju ulogu i pri beZanju iz opasnih situacija i zbunjivanju predatora.
Dugacak ,rep” moZe da odvlaci predatore od vitalnih struktura, Sto je i primeéeno u
populacijama ovih raci¢a u kojima su identifikovane jedinke sa povredama kaudalne lamine
(videti odeljak 4.6, Rezultati). Rast (izduZivanje) kaudalne lamine je ranije oznacen kao
alometrijski (Longhurst, 1955a), Sto je pokazano i analiziraju¢i oblik ove morfoloske
strukture. Medutim, poredeci oblik telzona i oblik kaudalne lamine, utvrdeno je da telzon
pokazuje vece morfolosko variranje kada se posmatra nealometrijska komponenta variranja
oblika - Zenke sa dva lokaliteta se najviSe razlikuju u Sirini telzona. Linder (1952) i Longhurst
(1955a) su oblik telzona, definisan duZinom i Sirinom telzona, oznacili kao nepouzdan
taksonomski karakter. Primenom metoda GM je pokazano da analizama oblika telzona sa
kaudalnom laminom mogu da se identifikuju i kvantifikuju razlike izmedu populacija i
potencijalno i izmedu razliCitih vrsta ovih raci¢a. Velika morfoloska varijabilnost telzona je
pokazana na primeru roda Triops, kada su primenom metoda GM, uz geneticke analize,
utvrdene razlike izmedu viSe linija (vrsta) ispitivanih australijskih predstavnika (Meusel &
Schwentner, 2016). Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj disertaciji, oblik kaudalne lamine
predstavlja pouzdaniji morfoloski karakter u odnosu na telzon, ali s obzirom da telzon i
kaudalna lamina predstavljaju morfolosku celinu, identifikovanje razlika izmedu populacija je
od velikog znacaja i predstavlja barem prvi korak u resavanju odredenih taksonomskih
problema.

Rast (izduZivanje) karapaksa je istorijski oznacavan kao izometrijski (Longhurst,
1955a). Primenom metoda GM i analizom oblika karapaksa, pokazano je da je verovatniji
alometrijski rast, barem u slucaju vrste iz Srbije. ,Alometrijske tendencije” su ranije
identifikovane kod predstavnika roda Triops (Suno-Uchi, 1997). Medutim, u ovom slucaju su
nezavisno razmatrane Cetiri specificne tacke postavljene na karapaks i, prema misljenju
autora, zakljuceno je da oblik karapaksa ne moZe da se upotrebi kao pouzdan taksonomski
karakter, Sto je ranije naveo i Linder (1952). Sli¢no je primeceno i u slucaju populacija iz
Srbije. Na osnovu dobijenih rezultata, smatra se da ovaj morfoloski karakter verovatno
pokazuje izraZenu fenotipsku plasti¢nost - fenomen koji je poznat u grupi Notostraca (Rogers,
2001; Brendonck et al.,, 2008; Korn et al.,, 2010; Vanschoenwinkel et al., 2012). Suprotno,
Wagner et al. (2019) su identifikovali smanjeno intraspecijsko variranje oblika karapaksa u
poredenju sa interspecijskim variranjem i ovaj morfoloski karakter je definisan kao podoban
taksonomski karakter. lako su podaci korigovani za efekat velicine, bitno je da se naglasi da je
u ovoj studiji oblik karapaksa definisan duZinom i maksimalnom Sirinom karapaksa (Wagner
et al, 2019). Longhurst (1955a) je naveo da su razlike u veli¢ini i obliku karapaksa korelisane
sa brojem segmenata jedinki, tj. da se razlike javljaju izmedu ,dugackih i kratkih formi iste
vrste”. Mada je analizama oblika pokazano da se karapaks tokom rasta izduzuje, slicna izjava
ne moze da se formuliSe za populacije iz Srbije s obzirom da skoro sve analizirane Zenke imaju
26ili 27 segmenata.

Uzroci morfoloSkog variranja vaznih taksonomskih karaktera nisu sasvim rasvetljeni.
[ako postoje navodi o moguc¢im faktorima koji uticu na veli¢inu ili oblik neke morfoloske
strukture, uglavnom nije ispitivan oblik kao geometrijska karakteristika. Preliminarni
rezultati do kojih je Rogers (2001) doSao, ukazuju da bi kvalitet ishrane mogao da utice na
varijabilnost formi morfoloSkih karaktera koji se koriste u taksonomiji. Izucavajuci
morfoloSku varijabilnost populacija vrste L. arcticus iz cirkumpolarnog regiona, dobijeni
rezultati su ukazali da su dva razliCita haplotipa ove vrste pokazala znacajne razlike u
relativnoj duZini kaudalne lamine, koja je odredena kao najpouzdaniji taksonomski karakter
(Hessen et al.,, 2004). U navedenom radu je ,duZina kaudalne lamine” definisana zajedno sa
duzinom telzona. Sli¢no, neki ispitivani haplotipovi su pokazali jedinstvene osobine, kao npr.
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izrazito malu relativnhu duZinu telzona (Hessen et al.,, 2004). Ovi rezultati su ukazali na
mogucu povezanost odredenih haplotipova i morfoloskih karakteristika. Ipak, u navedenoj
studiji uticaj alometrije nije uzet u obzir i zanimljivo je pitanje kakvi bi se rezultati dobili
ukoliko bi se analizirao oblik kaudalne lamine jedinki iz obe grupe. U grupi Notostraca,
geneticke razlike su Cesto identifikovane i izmedu barica koje se nalaze na bliskoj udaljenosti,
cak i na udaljenosti 1.5-2 km (Wojtasik & Brytka-Wotk, 2010; Horn et al,, 2014). Predmet
izuCavanja u ovoj disertaciji nisu bile geneticke odlike populacija iz Srbije. Korn et al. (2010)
smatraju da su morfoloSke analize smislene samo na nivou populacija, dok su geneticke
analize neophodne za pouzdanu identifikaciju. Medutim, analize procene morfoloske
varijabilnosti metodama geometrijske morfometrije nikad nisu sprovedene u grupi
Notostraca. Metode GM imaju veliki potencijal primene u svrhu definisanja obrazaca
morfoloSkog variranja, kao i u taksonomske svrhe. Na primer, u novijoj studiji na
slatkovodnim krabama, primenom GM u analizama oblika karapaksa pokazana je moguc¢nost
identifikovanja polova i vaznih taksonomskih karakteristika (Grinang et al., 2019).

Faktori koji uticu na morfolosko variranje oblika karapaksa nisu ispitani. Postoje
studije koje ukazuju da razliciti abioticki faktori, kao Sto su temperatura vode, sastav podloge
vodenog basena, ishrana (Rogers, 2001; Harings, 2008; Kwon et al.,, 2010.), kao i bioticki
faktori, npr. gustina populacije odnosno stepen kompeticije (Takahashi, 1977; Weeks, 1990),
mogu da uticu na veli¢inu (rast) i stopu rasta jedinki iz grupe Notostraca. Podaci ukazuju da
na razvice raci¢a snazno utiCe koli¢ina raspoloZive hrane i gustina populacije (Takahashi,
1977). Takode, na gustinu populacije moZe da utice duzina trajanja hidroperioda tako da,
posredno, i ovaj abioticki faktor moZe da utice na rast jedinki (Boix et al., 2002). Prema nekim
podacima, morfoloske karakteristike Notostraca nisu adaptirane za plivanje, ve¢ za bentosni
nacin Zivota (Fryer, 1988; Takahashi, 1977). Moguce je da sli¢ni faktori koji uti¢u na rast
jedinki uti¢u i na oblik karapaksa, ali u ovom trenutku je teSko da se definiSu potencijalne
povezanosti. Primenom metoda GM u analizi variranja oblika karapaksa juzZnoamerickih
kraba, pokazano je da karapaks pokazuje izraZenu plasti¢nost, sa razlikama koje se javljaju i
izmedu populacija iste vrste (Metri et al., 2016). Ove razlike su objasnjene upravo lokalnim
adaptacijama populacija na specificne uslove Zivotne sredine. S obzirom da notostrake
nastanjuju efemerna stanista, Cije se ekoloSke odlike menjaju i na dnevnom nivou (Rogers,
2009; Thorp & Rogers, 2011), bilo bi zanimljivo da se ispita plasticnost fenotipskih osobina,
ali bi dizajniranje ovakvog eksperimenta verovatno bilo komplikovano (Miner et al., 2005).
Izvesno je da je u uzorcima iz Srbije jedan deo kvantifikovanog variranja uzrokovan
delimi¢nim deformisanjem kontura karapaksa. Slicno su primetili i Meusel & Schwentner
(2016), koji su iz ovih razloga odustali od analiziranja oblika karapaksa. Bez obzira na moguci
artefakt u proceni efekata, ovu analizu bi trebalo uzeti u obzir kao izvor preliminarnih i
generalnih podataka o simetricnoj komponenti oblika karapaksa vrste L. couesii. Buduca
istraZivanja bi idealno trebalo da se zasnivaju na metodama kontrolisanih gajenja ovih racica,
kako bi se ispitao potencijalni efekat sredinskih uslova. Da bi se smanjila greSka merenja,
analize karapaksa bi trebalo raditi na najsveZijim uzorcima.

S obzirom na ogranicene podatke, polni dimorfizam u obliku nije jednostavno
sagledati. PCA grafici koji prikazuju variranje oblika obe analizirane strukture ukazuju na
razdvajanje muZjaka i Zenki, narocito posmatrajuci jedinke prikupljene sa lokaliteta Galovica
(Slike 46, 54). Ovi grafici ukazuju da postoji verovatnoca da se u populacijama javlja polni
dimorfizam u obliku. Situacija se dodatno komplikuje zbog nemogucnosti ispitivanja
alometrijskih promena oblika karakteristicnih za muzZjake. Ukoliko bi se povecali uzorci,
mogle bi da se kvantifikuju razlike izmedu polova, uporede alometrijski obrasci i razmotre
potencijalni evolucioni mehanizmi koji dovode do postojanja polnog dimorfizma. Medutim,
izvesno je da ¢e podaci za statisticke analize dugo biti nedostupni s obzirom da se populacije
iz Srbije pretezno sastoje od Zenki (jedinki sa jajnim kesama).
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5.11. Uzroci koji dovode do pojave razvojnih anomalija

Do sada je publikovano mnogo studija koje su obuhvatile analizu telesnih anomalija
kod razlic¢itih grupa Arthropoda (Luci¢, 1995; Makarov, 1995; Zanata et al., 2008; Martinelli-
Filho et al,, 2009; Fernandez et al,, 2011; Feullassier et al., 2012; Tomic¢ et al., 2016; Yi et al.,
2017). Morfoloske abnormalnosti su takode uocene i opisane kod nekih vrsta velikih
branhiopoda (Lakka, 2013; Milici¢ et al., 2013). Pojavljivanje telesnih deformiteta se
uglavnom pripisuje genetickim faktorima (Zou & Fingerman, 2000), promenama nastalim
tokom procesa presvlacenja (Luppi & Spivak, 2007; Napiorkowska et al., 2015a), ozledama
nastalim pri napadu predatora, oboljenjima, ili regeneraciji tkiva nakon povreda (Gregati &
Negreiros-Fransozo, 2009).

Analizom jedinki iz Srbije, uoCene su jedinke Ciji izgled odudara od uobicajenog
obrasca grade. Promene mogu da nastanu pod uticajem faktora unutraSnjeg i spoljasSnjeg
porekla. Opisana nejednaka segmentacija tela i nepravilan rast su se ispoljili u obliku
spiralnog rasta, skrac¢enih telesnih segmenata ili nepotpunog niza prstenastih segmenata.
Ovakve pojave se uglavnom povezuju sa odlikama razvi¢a karakteristicnim sa Notostraca
(Barnard, 1929; Longhurst, 1958), ali i za druge grupe Arthropoda (pregledno u Le$niewska
et al,, 2009). Anomalija obrasca segmentacije artropoda poznata je kao ,helikomerija” - stanje
u kome organizacija segmenata ne ukljucuje diskretne jedinice grade (pojaseve ili segmente)
oko glavne osovine tela (Minelli & Pasqual, 1986). Prema istraZivanjima radenim na
centipedama (LeSniewska et al., 2009), helikomerija ne bi trebalo da se posmatra kao
pojedinacna telesna anomalija, ve¢ da nastaje kao rezultat kombinacije nekoliko razlicitih
deformiteta, pogresnih sparivanja, i rasporedivanja sklerita tokom kasnog embrionalnog
razvita i segmentacije. Jedna od zajednic¢kih odlika embrionalnog razvi¢a rakova roda
Lepidurus i drugih rakova iz grupe velikih branhipoda je postojanje perioda dormancije, kada
je embrion zaustavljen u ranom stadijumu organogeneze (na stupnju gastrule). Period
mirovanja karakteriSe odsustvo Celijskih deoba i replikacije DNK molekula (Dumont &
Negrea, 2002). Nakon ulaska u kriptobiozu, jedino rehidratacija, odgovaraju¢i osmotski
pritisak, ili dovoljna koncentracija kiseonika (Clegg et al., 1996) mogu da pokrenu zavrSetak
razvica u incistiranoj gastruli. Period pre izleganja se poklapa sa pove¢anom aktivnoscu celija
(Olson & Clegg, 1978) i intenzivnom morfogenezom (Morris & Afzelius 1967). Rast abdomena
se bazira na proliferaciji ektoteloblasta i posteriornoj segmentaciji (segmenti se dodaju u nizu,
sa posteriornog dela rastu¢eg embriona). S obzirom da vrste roda Lepidurus naseljavaju
kratkotrajna stanista (efemerne vode), u kojima je veliki selektivni pritisak na osobine Zivotne
istorije koje su povezane sa brzim razvi¢em, brzim rastom i ranim sazrevanjem jedinki, vazno
je da jedinke brzo dostignu polnu zrelost (kod vrste L. apus (Linnaeus, 1758), polna zrelost se
postiZe za oko 30 dana (Mili¢i¢ & Petrov, 1999)). Cena brzog rasta i brzog dostizanja polne
zrelosti moZe biti ozbiljno naruSavanje procesa razvica, povecana ucestalost morfogeneze
koja odstupa od uobicajenog obrasca, kao i pojava malformacija unutar organa i Citavih
telesnih regiona. Ova tema moZe da bude zanimljiva za buduca istraZivanja, barem u grupi
velikih branhiopoda.

Ranije je primeceno da broj segmenata nalik prstenu (,prstenasti segmenti”) moZe da
se razlikuje ¢ak i izmedu jedinki roda Lepidurus koje pripadaju istoj populaciji (Linder, 1952;
Longhurst, 1955a). S obzirom da broj segmenata bez ekstremiteta takode varira u grupi
Notostraca, abdominalni regioni tela generalno nisu smatrani dobrim parametrima za
opisivanje vrste (Korn et al., 2006). Dobijeni rezultati potvrduju da vrednosti navedenih
karaktera mogu da variraju ¢ak i u okviru uzorka sakupljnog iz iste bare.

Dorzalni srediSnji nabor karapaksa je bez bodlji, barem kod vrste L. couesii (prema
Lynch, 1972). Medutim, u uzorku iz Srbije, kod oko 40% pregledanih jedinki je doSlo do blage
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sklerotizacije u obliku male bodlje (ili nekoliko bodlji) i/ili okruglastih kvrzica. Izgleda da se
neke od vidljivih fenotipskih odlika kojima se opisuju branhiopode javljaju kao odgovor
genotipa na heterogenu sredinu (fenotipska plasticnost), a ne kao posledica razvojne
nestabilnosti (Milic¢i¢ et al., 2017).

Kao Sto je navedeno, specifican oblik i struktura karapaksa pruzaju zaStitu jajima i
omogucavaju hidrodinamicnost tela. U obradenom uzorku su uocene jedinke sa ozledama
karapaksa. U vecini slucajeva su to bile spoljasnje povrede, uzrokovane napadima predatora
i/ili drugih pripadnika ove vrste. Oblik pojedinih pukotina i rupa na karapaksu znatno
nalikuje morfologiji vilice potencijalnih predatora, uglavnom iz grupe Anisoptera (vilini
konjici) i/ili larvi drugih vodenih insekata. Neke telesne ozlede takode mogu da nastanu kao
rezultat kanibalizma, koji je ¢esta pojava kod notostraka (Arnold, 1966; Lakka, 2013, 2015).
OsStecenja su uglavnom bila pra¢ena delimicnom regeneracijom, kada se na mestu ozlede
sakuplja novi sloj hitina koji ima ulogu da zaStiti narusenu kutikulu. Regenerisani hitin
ocvrscava sklerotizacijom, tako da se mesto regeneracije prepoznaje prema tamnijim ivicama.
Sa druge strane, najceS¢e su uocene ozlede ekstremiteta (kod skoro cetvrtine razmatranog
uzorka) s obzirom da su ekstremiteti najmeksi delovi ventralne strane tela koja nije zasticena
karapaksom.

Kod analiziranih jedinki su uoCene i ozlede telzona i cerkopoda. Neke jedinke su imale
znacajno oSteCenu i nepotpuno regenerisanu kaudalnu laminu, uglavnom duplo (ili viSe)
kracu od normalne duZine, asimetri¢nu, i ¢esto bez ivicnog kutikularnog ojac¢anja. Duge i tanke
cerkopode se takode razlikuju prema izgledu, ¢ak i izmedu jedinki sa istog stanista. U nekoliko
sluc¢ajeva su uocene izuvijane cerkopode, ili cerkopode nejednake duzine. Sa druge strane,
tamne ivice u obliku prstena regenerativnog tkiva na nekim cerkopodama ukazuju na ozlede.
Navedene tanke, izduZene i fleksibilne strukture, cerkopodije, imaju znacajnu pomo¢nu ulogu
prilikom plivanja. Jedinke sa anomalijom, ozledom ili nedostatkom ovih struktura, mogu da
imaju poteSkoca u postizanju snage potrebne za plivanje i savladavanje povrsinskog napona
vode (Lakka, 2015).

Obojenost tela, kao i kripticna obojenost, mogu da imaju veliku bioloSku vaZnost.
Obojenost verovatno zavisi od variranja fizickih karakteristika stanista i od uslova u
efemernim vodama (Rogers, 2001; Lakka, 2015). Neke jedinke analiziranog uzorka imale su
karapaks, ekstremitete ili telzon izmenjene, netipicne boje, verovatno zbog prisustva parazita
na povrsini tela. PoSto zarazene jedinke mogu da proSire infekciju unutar populacije, i mogu
da pokazu abnormalno ponasanje (Lakka, 2013), ova pojava bi trebalo da bude tema buduc¢ih
istrazivanja.

Razvojne, i druge pomenute, anomalije mogu nesumnjivo da imaju ekoloske i etoloske
posledice s obzirom da uticu na ponaSanje i onemogucavaju povoljan odgovor jedinki na
uslove u zZivotnoj sredini. Ovo moZe da bude joS vaznije ako se uzme u obzir da stanisSta ovih
raci¢a naseljava i nekoliko njihovih potencijalnih predatora (kao $to su neki vodozemci i neki
beski¢menjaci), koji predstavljaju znacajan bioti¢ki stresor u zivotinjskim zajednicama
kratkotrajnih staniSta (Brendonck et al., 2002). Pomenute morfoloSke promene i deformiteti
mogu da utiCu na oblik citavog tela i da kona¢no doprinesu izmeni simetrije jedinki.
Neuobicajeno izmenjene ili abnormalne polno dimorfne odlike, kao Sto su odlike karapaksa,
telzona, kaudalne lamine i cerkopoda (videti Hessen et al., 2004; Lakka, 2015; Saganovié etal,
2017), mogu biti pod delovanjem seksualne selekcije i na taj nacin uticati na adaptivnu
vrednost jedinki.
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Razmatranjem svih dobijenih rezultata u ovoj disertaciji, smatra se da je nalaz ove
vrste znacajan. lako postoje brojne novije studije o distribuciji velikih branhiopoda, nema
dovoljno podataka o rasprostranjenju vrste L. couesii u Evropi. Nalaz ove vrste, koja je nova za
Srbiju, prosiruje oblast rasprostranjenja vrste na teritoriju Zapadnog Balkana. Dobijeni podaci
potvrduju da ovaj region joS uvek nije dovoljno istraZzen. S obzirom da velike branhiopode
pokazuju izraZen potencijal za Sirenje svog areala na druga pogodna staniSta vektorskim
rasejavanjem pomocu ptica i lete¢ih insekata, vodozemaca, riba i prilikom ispase stoke
(Bohonak & Whiteman 1999; Bilton et al., 2001; Beladjal et al., 2007; Beladjal & Mertens,
2009; Rogers, 2014), kao i pasivno - delovanjem vetra (Graham & Wirth, 2007), mogu se
ocekivati nova nalaziSta u nizijskim barama i drugim efemernim vodenim basenima.
Potencijalna nova staniSta bi mogle biti grupe barica u ravnicarskoj plavnoj oblasti koje mogu
da budu dugotrajnije u odnosu na bare u okruzZenju. U skladu sa tim, potrebno je da se istrazi
joS lokaliteta u Srbiji i regionu, kao i da se sprovedu dodatne studije o sredinskim
parametrima koji uti¢u na rasprostranjenje vrste.
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6. Zakljucci
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Racic¢i iz grupe Notostraca su identifikovani kao uzorci populacija Lepidurus
couesii. Analizom taksonomskih morfoloskih karaktera, koji su odabrani u skladu sa
literaturnim podacima o njihovom znacaju, ustanovljeno je da jedinke pokazuju stepen
razvijenosti odabranih karaktera koji odgovara odlikama vrste L. couesii. Smatra se da
relativna duzina kaudalne lamine (¢IL/CL) ima najveci znacaj u taksonomiji, dok duzina
kaudalne lamine, duZina karapaksa i odnos duzine kaudalne lamine i duzine karapaksa
imaju znacaj u razlikovanju polova.

S obzirom na ovaj nalaz, postoji potreba za otkrivanjem novih stanista i
populacija na teritoriji Srbije. Populacije Notostraca karakteriSe potencijal za
uspesnu disperziju, ¢ak i na vece udaljenosti. Nova nalazista vrste L. couesii bi mogla da
se oCekuju u nizijskim barama i drugim efemernim vodenim basenima. Potencijalna
nova stanista bi mogla biti grupe barica u ravnicarskoj plavnoj oblasti. Citav region
Srema je dobra polazna geografska oblast za istrazivanje, a zatim i ostatak Vojvodine.

Nisu uoceni pokazatelji prisustva hermafroditnih jedinki u populacijama.
HistoloSka analiza reproduktivnog sistema jedinki sa jajnim kesama pokazala je da
tkivo gonada prema svim karakteristikama odgovara tkivu ovarijuma, dok elementi
muskog reproduktivnog sistema kod ispitivanih Zenki nisu uoceni.

Populacije se uglavnom sastoje od Zenki, dok su muzjaci malobrojni. Jedinke koje
karakteriSe prisustvo jajnih kesa na jedanaestom paru torakopoda su determinisane
kao Zenke, dok su jedinke bez jajnih kesa determinisane kao muZjaci. Uocena
ucestalost muzjaka u populacijama iz Srbije je manja od 5%.

HistoloSka analiza gonada muzjaka ukazuje na funkcionalnu morfo-anatomsku
strukturu. Prema karakteristikama, poziciji i obojenosti celija testikularnih kanalica,
rezultati sugeriSu da se gametogeneza odvija i da muZjaci produkuju spermatozoide. U
skladu sa tim, muZjaci verovatno imaju fizioloSku mogu¢nost da oplode Zenke.

Pretpostavlja se da se jedinke razmnoZavaju prvenstveno partenogenezom, dok
je polna reprodukcija moguca, ali zahteva geneticku potvrdu. S obzirom na uocen
odnos polova, i na to da nisu identifikovane hermafroditne jedinke, smatra se da je
primarni nacin reprodukcije partenogeneza. Dalje studije bi trebalo da obuhvataju
sloZene geneticke analize i izuCavanje ponaSanja jedinki, npr. da li Zenke i muzjaci
interaguju na nacin koji je karakteristi¢an tokom parenja.

Uloga malobrojnih muZjaka u populacijama analizirane vrste zahteva dalja
istrazivanja. Prisustvo muzjaka je mozda neophodno radi uspesnog polaganja jaja u
jajne kese ili postoji moguénost da se populacije nalaze u prelaznoj fazi iz polne
reprodukcije u partenogenezu. JoS neka od mogucih objasnjenja prisustva muZjaka u
populacijama koje se razmnoZavaju partenogenetski je u¢eS¢e muzjaka u ,zaraznom”
prenosSenju partenogeneze, ili su muZjaci mozda samo geneticki ,rezidualan proizvod”
partenogenetskih dogadaja.

Dve populacije Zenki karakteriSu isti obrasci alometrijskih promena oblika
telzona sa kaudalnom laminom, kao i karapaksa. Analize kovariranja oblika i
veli¢ine na nivou obe morfoloske celine nisu pokazale statisticki znacajne razlike
izmedu Zenki poreklom sa dva lokaliteta.
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Alometrijski obrasci variranja oblika dve analizirane morfoloske strukture se
veoma razlikuju. Ispitano na uzorku adultnih Zenki, viSe od 70% variranja oblika
telzona sa kaudalnom laminom tokom rasta jedinki je objaSnjeno alometrijskim
promenama oblika, dok je najve¢i deo variranja oblika karapaksa ostao neobjasnjen.
l[ako je rast karapaksa do sada uglavnom odredivan kao izometrijski, u analiziranim
uzorcima je pokazano da je prisutna alometrija, koja objasnjava oko 5% ukupnog
variranja oblika karapaksa. Promene oblika telzona sa kaudalnom laminom Zenki
obuhvataju suZavanje telzona i izduzivanje kaudalne lamine tokom rasta jedinki.
Karapaks se tokom rasta Zenki izduZuje i suZava, a promene oblika su najvisSe
koncentrisane prema posteriornom delu karapaksa.

Nakon uklanjanja efekta veli¢ine, dve populacije Zenki se najviSe razlikuju
prema obliku telzona. Oblik kaudalne lamine se pokazao kao pouzdaniji morfoloski
karakter za taksonomsku identifikaciju vrste L. couesii u odnosu na oblik telzona.
Poredeci srednje oblike, tj. oblike korigovane za zajednicku alometriju, oblik kaudalne
lamine je slican izmedu Zenki poreklom iz dve populacije, dok su razlike najizraZenije u
obliku telzona.

Primenom metoda geometrijske morfometrije, otkriveni su novi aspekti
obrazaca morfoloSkog variranja karaktera vrste roda Lepidurus. Analizama su
jasno utvrdeni obrasci variranja oblika telzona sa kaudalnom laminom. Na ovaj nacin je
povecdana mogucénost upotrebe ovog karaktera u taksonomskoj identifikaciji vrste.
Moguce je da oblik kaudalne lamine predstavlja vazan dijagnosticki karakter vrsta roda
Lepidurus. Dodatno, u prvom delu disertacije, kvantifikovanjem oblika karapaksa
primenom tradicionalne morfometrije, nije pokazana velika intrapopulaciona
varijabilnost karaktera CL/CW (odnos duzine i Sirine karapaksa). Sa druge strane,
primenom geometrijske morfometrije je ustanovljeno znacajno variranje oblika
karapaksa, koje je moguce u vezi sa postojanjem plasticnog odgovora na variranje
uslova zZivotne sredine. Ovakav pristup, koji se bavi geometrijskim odlikama
morfoloskih karaktera, moZe da bude prvi korak u pokus$aju razreSenja dugoro¢nih
taksonomskih problema u okviru roda Lepidurus i u grupi Notostraca.

U prirodnim populacijama su uocene jedinke izmenjenog ili neuobicajenog
fenotipa. Izmenjeni obrasci segmentacije su se ispoljili u obliku spiralnog rasporeda
segmenata (helikomerija), skracenih ili nepotpunih segmenata. Prisustvo ovog tipa
anomalija se uglavhom objasSnjava promenama koje potencijalno nastaju tokom
ontogenetskog razvica, koje u grupi Notostraca karakterise period mirovanja embriona
(kriptobioza). UoCene ozlede razli¢itih delova tela jedinki se objasnjavaju prisustvom
predatora ovih raci¢a na njihovim prirodnim staniStima, kao i pojavom kanibalizma. U
uzorku su primecene i jedinke delimi¢no izmenjene obojenosti ili sa drugim
naznakama parazitske infekcije.

Izmenjene odlike jedinki mogu da budu pod delovanjem prirodne ili seksualne
selekcije. Jedinke sa navedenim anomalijama, ozledama ili deformitetima mogu da
pokazuju smanjenu performansu plivanja ili neadekvatnu mogucnost kamufliranja, Sto
moZe da utiCe na njihovo preZivljavanje. Slicno, promene koje se javljaju na karapaksu
ili telzonu sa kaudalnom laminom, za koje se smatra da su polno dimorfni morfoloski
karakteri vrste, mogu da budu pod delovanjem seksualne selekcije.
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8. Prilozi
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Prilog Tabela 1. Detaljan prikaz karakteristika uzoraka vrste L. couesii koriS¢enih
za analizu variranja oblika telzona sa kaudalnom laminom primenom metoda
geometrijske morfometrije.

br. ID Lokalitet Pol Datum uzorkovanja
1 IL.f1 Crni Lug 7 April 2010.
2 I1f12 Crni Lug 7 April 2010.
3 I f14 Crni Lug VA April 2010.
4 II f15 Crni Lug 7 April 2010.
5 I1f18 Crni Lug VA April 2010.
6 IL.f19 Crni Lug VA April 2010.
7 I1.f2 Crni Lug 7 April 2010.
8 IL.f 20 Crni Lug vA April 2010.
9 If 21 Crni Lug 7 April 2010.
10 I1f22 Crni Lug 7 April 2010.
11 Il f 23 Crni Lug VA April 2010.
12 II f25 Crni Lug 7 April 2010.
13 ILf 26 Crni Lug vA April 2010.
14 IIf27 Crni Lug 7 April 2010.
15 ILf 29 Crni Lug vA April 2010.
16 IL.f3 Crni Lug vA April 2010.
17 I f 30 Crni Lug VA April 2010.
18 Il f31 Crni Lug 7 April 2010.
19 I1_f 33 Crni Lug vA Maj 2010.
20 I1_f 34 Crni Lug Z Maj 2010.
21 I_f 37 Crni Lug yA Maj 2010.
22 If 38 Crni Lug vA Maj 2010.
23 I1_f 39 Crni Lug yA Maj 2010.
24 I_f 40 Crni Lug vA Maj 2010.
25 Il f42 Crni Lug VA Maj 2010.
26 I1_f 43 Crni Lug Z Maj 2010.
27 I f 47 Crni Lug 7 April 2010.
28 Il f 48 Crni Lug VA April 2010.
29 ILf5 Crni Lug VA April 2010.
30 I_£50 Crni Lug zZ April 2010.
31 ILf 51 Crni Lug VA April 2010.
32 I_f 52 Crni Lug zZ April 2010.
33 Il f53 Crni Lug 7 April 2010.
34 I1 f54 Crni Lug 7 April 2010.
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

I_f 55
I 58
I1_f .59
I_f 60
I.f 61
I_f 62
I.f 63
ILf 64
I 66
IL.f 67
I_f 68

I.f7
I.f71
IL.f74
I.f75
I1.£ 80
I1_f 82
I1_f 83
I1_f 84
I_f 85
I1_f 86
I1_f 88
I1.£ 89
I.f91
[I.m_76
II_m_78
II_m_81
II_m_90
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[_f 104
[.f109
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Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica

Galovica
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Maj 2013.
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Maj 2021.
Maj 2021.
Maj 2021.
Maj 2013.
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Maj 2013.
Maj 2021.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.



74
75
76
77
78
79
80
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83
84
85
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87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
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101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

[ f118
[ f119
[ f12
1£120
1122
[ f13
118
1 f2
[ £20
[ f21
[ f22
[ f23
1 f24
[f25
[ f27
[ 28
13
[ f31
£33
[ f 34
[ f35
136
137
[f4
[ f40
[ f41
[ f45
[ f46
[ 48
Lf5
[ £50
[ f52
[ f53
[ f 54
[ £55
[ £58
[ £59
[ f63
I f 64

Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
Galovica
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Galovica
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Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.
Maj 2008.



113 [f67 Galovica VA Maj 2008.
114 [ f 68 Galovica Z Maj 2008.
115 [ f69 Galovica VA Maj 2008.
116 [ f7 Galovica 7 Maj 2008.
117 [£70 Galovica VA Maj 2008.
118 1£72 Galovica 7 Maj 2008.
119 [f73 Galovica vA Maj 2008.
120 [ f79 Galovica vA Maj 2008.
121 [ f81 Galovica vA Maj 2008.
122 [ f 82 Galovica vA Maj 2008.
123 [ f84 Galovica VA Maj 2008.
124 [ f£85 Galovica 7 Maj 2008.
125 [ £f90 Galovica VA Maj 2008.
126 [.f95 Galovica vA Maj 2008.
127 [Lm_1 Galovica m Maj 2008.
128 [.Lm_2 Galovica m Maj 2008.
129 [Lm_3 Galovica m Maj 2008.
130 I m4 Galovica m Maj 2008.
131 I m5 Galovica m Maj 2008.

Prilog Tabela 2. Detaljan prikaz karakteristika uzoraka vrste L. couesii koriS¢enih
za analizu variranja oblika karapaksa primenom metoda geometrijske
morfometrije.

br. ID Lokalitet Pol Datum uzorkovanja
1 I.f12 Crni Lug Z April 2010.
2 I f13 Crni Lug 7 April 2010.
3 I_f 15 Crni Lug Z April 2010.
4 ILf16 Crni Lug 7 April 2010.
5 [1f17 Crni Lug 7 April 2010.
6 I f18 Crni Lug 7 April 2010.
7 II f19 Crni Lug zZ April 2010.
8 I f 20 Crni Lug 7 April 2010.
9 ILf 21 Crni Lug vA April 2010.
10 I_f 25 Crni Lug vA April 2010.
11 II.f26 Crni Lug VA April 2010.
12 I.f 27 Crni Lug vA April 2010.
13 II f28 Crni Lug zZ April 2010.
14 Il f 29 Crni Lug 7 April 2010.
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32
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34
35
36
37
38
39
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

If3
IL.f 30
II_f 33
II_f 35
II_f 37
II_f 38
II_f 39
ILf 41
II_f 42
I1.f 43
II_f 48

ILf5
II_f 50
[.f 52
I_f 53
[Lf 55
II_f 56
II_f 58
II_f 59
II_f 61
II_f 63
ILf 64
II_f 66
ILf 67
II_f 68
II_f 69

I.f7
I_f 74
I_f75
IL.£79
II_f 82
II_f 85
II_f 88
I.f 89
[_f91
[.f92

[I_m_76
[I_Lm_78
[I_m_81

Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
Crni Lug
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54 [I_Lm_90 Crni Lug m Maj 2021.
55 [f11 Galovica Z Maj 2008.
56 [£113 Galovica 7 Maj 2008.
57 [f114 Galovica 7 Maj 2008.
58 [ f115 Galovica 7 Maj 2008.
59 [f116 Galovica 7 Maj 2008.
60 [ f117 Galovica Z Maj 2008.
61 [ f118 Galovica Z Maj 2008.
62 [f119 Galovica vA Maj 2008.
63 [f12 Galovica Z Maj 2008.
64 [£120 Galovica 7 Maj 2008.
65 [f121 Galovica 7 Maj 2008.
66 [ f13 Galovica 7 Maj 2008.
67 [f14 Galovica vA Maj 2008.
68 [f16 Galovica Z Maj 2008.
69 [ 18 Galovica vA Maj 2008.
70 [f19 Galovica Z Maj 2008.
71 [f21 Galovica 7 Maj 2008.
72 [ f24 Galovica 7 Maj 2008.
73 [ f27 Galovica 7 Maj 2008.
74 [ f28 Galovica 7 Maj 2008.
75 [.f31 Galovica Z Maj 2008.
76 [ f41 Galovica vA Maj 2008.
77 [.f53 Galovica Z Maj 2008.
78 [£70 Galovica vA Maj 2008.
79 [ f85 Galovica 7 Maj 2008.
80 [ m 3 Galovica m Maj 2008.
81 [ m 4 Galovica m Maj 2008.
82 I m5 Galovica m Maj 2008.

Prilog Tabela 3. Vrednosti Pirsonovih koeficijenata korelacije i nivo statisticke znacajnosti za
odredena poredenja.

Parovi morfoloskih karakteristika Pirsonov koe“ﬁcu ent P vrednost
korelacije

duzina karapaksa-duZzina telzona sa kaudalnom laminom 0.9295 <0.001

Sirina telzona-duzina telzona sa kaudalnom laminom 0.9123 <0.001
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Prilog Tabela 4. Sirove vrednosti za dijagnosticke karaktere deskriptivne statistike ispitane
na uzorku Zenki (32 jedinke). CL - duZina karapaksa, CW - Sirina karapaksa, AL - duZina
abdomena od posteriorne ivice karapaksa do kraja telzona (bez kaudalne lamine), ?'L - duzina
kaudalne lamine, *tL. - ukupna duzina tela, PS - broj prstenastih segmenata koji nisu
prekriveni karapaksom, LiessS — broj prstenastih segmenata bez ekstremiteta, PL - broj parova
ekstremiteta. Linearne mere su izraZene u milimetrima (mm).

CL CW AL dL  t©l, PSS LiessS PL ¢L/CL CL/CW AL/CL CL/tiL

16.77 10.21 3.83 343 24.03 6
18.84 11.73 3.25 3.05 25.14 6
19.19 11.63 339 312 257 7
17.62 10.55 235 2.81 2278 5
16.79 11.02 296 2.77 22.52 5
17.77 1089 191 2.82 225 3
1871 11.29 115 2.86 2272 1
21.06 1238 276 354 27.36 5
17.03 10.33 2.1 244  21.57 5
20.59 11.77 254 355 26.68 4
20.63 11.57 043 3.17 24.23 0
17.67 10.52 139 2.68 21.74 3
18.58 1092 241 2.65 23.64 5
1698 1044 276 2.77 22.51 5
19.65 1099 141 346 2452 3
19.05 10.69 4.05 3.54 26.64 6
2
2
6
4
3
4
2
0
0
1
2
0
2
2
1
2

S

36 0.20 1.64 0.23 0.70
36 0.16 1.61 0.17 0.75
34 0.16 1.65 0.18 0.75
37 0.16 1.67 0.13 0.77
38 0.16 1.52 0.18 0.75
37 0.16 1.63 0.11 0.79
37 0.15 1.66 0.06 0.82
37 0.17 1.70 0.13 0.77
38 0.14 1.65 0.12 0.79
38 0.17 1.75 0.12 0.77
35 0.15 1.78 0.02 0.85
37 0.15 1.68 0.08 0.81
36 0.14 1.70 0.13 0.79
37 0.16 1.63 0.16 0.75
37 0.18 1.79 0.07 0.80
38 0.19 1.78 0.21 0.72
38 0.17 1.63 0.06 0.81
38 0.16 1.71 0.07 0.81
37 0.19 1.59 0.21 0.72
38 0.15 1.74 0.09 0.80
37 0.17 1.46 0.15 0.76
38 0.16 1.71 0.12 0.78
38 0.18 1.73 0.05 0.81
39 0.16 1.63 0.02 0.85
38 0.17 1.62 0.02 0.84
39 0.17 1.72 0.04 0.83
39 0.17 1.73 0.07 0.81
37 0.18 1.77 0.01 0.84
39 0.15 1.61 0.06 0.83
39 0.15 1.63 0.07 0.82
37 0.15 1.58 0.05 0.83
35 0.16 1.66 0.07 0.81

19.88 12.22 1.27 347 24.62
19.54 114 1.37 31 24.01
1798 11.34 3.69 34  25.07
17.41 10.03 162 269 21.72
16.26 11.14 246 2.73 2145
17.73 1035 2.04 2.88 22.65
18.17 10.51 0.95 3.3 2242
20.34 12,51 0.35 3.3 2399
20.06 12.37 0.34 342 23.82
20.54 1193 0.79 3.53 24.86
18.25 10.54 1.22 3.07 2254
204 115 0.21 3.66 24.27
15.86 9.85 096 232 19.14
16.84 1034 1.21 256 20.61
1692 10.71 092 252 2036
16.72 10.1 1.24  2.69 20.65

) B @ 4 B - 2 T & 2 B G i =L T @2 S &2 B 6 B N ) R o) |
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Prilog Tabela 5. Opseg variranja i koeficijent varijacije (CV) za analizirane morfoloske
karaktere (Ne¢ = 32). Oznake su iste kao u Prilog Tabeli 4.

Karakter Opseg variranja CV (%)
CL 15.86-21.06 mm 8.08
cw 9.85-12.51 mm 6.69
AL 0.21-4.05 mm 58.38
cf, 2.32-3.66 mm 12.83
tot], 19.14-27.36 mm 8.31
PS 0-7 64.89

LiessS 4-5 10.90
PL 34-39 3.30
L/CL 0.14-0.20 6.25
CL/CW 1.46-1.79 4.79
AL/CL 0.01-0.23 60
CL/totL, 0.70-0.85 5.06

Prilog Tabela 6. Prikaz sopstvenih vrednosti (engl. eigenvalues) i proporcije varijanse koju
opisuju glavne komponente dobijene PCA analizom simetri¢ne komponente oblika telzona sa
kaudalnom laminom.

PC osa iig;g’s;f Proporcija (%) Kumulativno (%)
PC1 0.008282846 89.93 89.93
PC 2 0.0003395519 3.69 93.62
PC3 0.0002497025 2.71 96.33
PC 4 0.0001578856 1.71 98.04
PC5 7.568242e-05 0.82 98.86
PC6 3.724297e-05 0.40 99.27
PC7 2.692597e-05 0.29 99.56
PC8 1.678326e-05 0.18 99.74
PC9 1.311443e-05 0.14 99.88
PC 10 8.651093e-06 0.09 99.98
PC 11 1.629721e-06 0.02 ~100
PC 12 2.988118e-07 0.003 ~100
PC 13 2.473166e-08 0.0003 ~100
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PC 14 1.334945e-17 ~0 ~ 100
PC 15 2.821639e-18 ~0 =100

Prilog Tabela 7. Prikaz sopstvenih vrednosti (engl. eigenvalues) i proporcije varijanse koju
opisuju glavne komponente dobijene PCA analizom simetri¢ne komponente oblika telzona sa
kaudalnom laminom korigovane za efekat alometrije (uzorak Zenki).

PC osa iig;:j;? Proporcija (%) Kumulativno (%)
PC1 0.001038664 55.89 55.89
PC?2 0.0003084013 16.59 72.48
PC3 0.0002041336 10.98 83.47
PC 4 0.0001488028 8.01 91.47
PC5 6.127856e-05 3.30 94.77
PC6 3.474918e-05 1.87 96.64
PC7 2.300533e-05 1.24 97.88
PC8 0.000017622 0.95 98.82
PC9 1.249159e-05 0.67 99.50
PC 10 7.961709e-06 0.43 99.93
PC11 1.128153e-06 0.06 99.99
PC 12 2.231832e-07 0.01 ~100
PC 13 2.258894e-08 0.001 %100
PC 14 1.046775e-17 =0 ~100
PC 15 2.575247e-18 =0 %100
PC 16 5.214644e-19 =0 %100
PC 17 3.280431e-19 =0 %100

Prilog Tabela 8. Prikaz sopstvenih vrednosti (engl. eigenvalues) i proporcije varijanse koju
opisuju glavne komponente dobijene PCA analizom simetri¢cne komponente oblika karapaksa.

PC osa iig;gg;}c? Proporcija (%) Kumulativno (%)
PC1 0.003154121 73.44 73.44
PC?2 0.0006803504 15.84 89.28
PC3 0.0002823981 6.57 95.85
PC 4 0.0001367257 3.18 99.04
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PC5
PC6
PC7
PC8
PC9
PC 10
PC11
PC12
PC13
PC 14
PC 15
PC 16
PC 17

2.414463e-05
1.053091e-05
5.993908e-06
5.712203e-07
5.128657e-08
3.350382e-08
1.047998e-15
1.480613e-16
3.723333e-17
1.863215e-17
8.628267e-18
3.969628e-18
3.622507e-18

0.001
0.0008

0.56
0.24
0.14
0.01

~

~
~
~
~

~

~

99.60
99.84
99.98
99.99
~ 100
~ 100
~ 100
%100
%100
~ 100
~ 100
~ 100
~ 100
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Prilog Slika 1. Grafik zavisnosti logaritmovanih vrednosti anteriorne Sirine telzona i duZine
karapaksa (uzorak od 38 Zenki sa lokaliteta Crni Lug).

log (duZina karapaksa)
24 26 28 3.0 32 34

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

log (Sirina telzona)
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Prilog Slika 2. Boks dijagrami analiziranih morfoloskih varijabli (oznake su iste kao u Tabeli
3). Horizontalne unutrasnje linije predstavljaju medijane. Donja i gornja ivica pravougaonika
(boksova) definiSu prvi i trec¢i kvartil i obuhvataju interkvartilni raspon. Vertikalne linije se
pruzaju do minimalnih i maksimalnih vrednosti. Crvenim kruzi¢ima su predstavljene srednje
vrednosti, dok su autlajeri predstavljeni praznim kruZzi¢ima (Ne¢ = 32).

K T

25(mm)

20

15

I

T
CL cw tot], AL dL

T T T T
dL/CL CL/CW CL/ttL, AL/CL

M  ——

Llc‘sss PS PL
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Prilog Slika 3. Grafik zavisnosti regresionih skorova simetri¢ne komponente oblika telzona
sa kaudalnom laminom i logaritmovane vrednosti veli¢ine centroida (log CS) za cetiri grupe

jedinki.
N . Galovica Zenke

B Galovica muZjaci
Crni Lug Zenke

Crni Lug muzjaci

Regresioni skorovi
0.0

1.0 1.5
log CS

| .:ww:ﬁ.

2.0

Prilog Slika 4. Grafik zavisnosti regresionih skorova simetricne komponente oblika
karapaksa i logaritmovane vrednosti veliCine centroida (log CS) za Cetiri grupe jedinki.
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IIpwior 1.

U3jaBa o0 ayTOpCTBY

MmMe v npe3sumMe aytopa UBaHa lllaranosuh

Bpoj ungexkca 63039/2014

H3jaB/byjem
Jla je JOKTOpCKa JucepTanuja noJ HacJ0BOM

MopdosiomKa BapHjaGUJIHOCT U pa3BojHe aHOMasiMje BpcTe Lepidurus couesii Packard,

1875 (Branchiopoda, Notostraca) u3 Cpouje

e pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT PaJia;

e la lUcepTalMja y IIeJIMHU HU Y JleJIOBUMA HUje OUJIa MpeJjIo’KeHa 3a CTULakbe ApyTre
JIUIIJIOME TIpeMa CTYAUjCKUM MPOTpaMUMa APYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

* /1a Cy pe3yJITaTU KOPEKTHO HaBeIEHU U

e /la HKCaM KpIIKO/J1a ayTOpPCKa NpaBa U KOPHUCTHO/J1a UHTEJEKTYaJIHY CBOjJUHY JPYTUX

JIMLIA.

IloTiuc ayTopa

Y Beorpapy,




IIpuior 2.

H3jaBa 0 ICTOBETHOCTHU LITAMIIAHE U eJIeKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT

paja

WmMe v npe3sumMe ayTopa HBaHa lllaranoBuh

Bpoj ungexca 63039/2014
Ctyaujcku nporpam buoJioruja
HacsioB pasa Mopdosiomka BapujaGMJIHOCT U pa3BojHe aHoOMaJuje Bpcte Lepidurus
couesii Packard, 1875 (Branchiopoda, Notostraca) us Cpouje
Mentopu ap Baagumup Tomuh, BanpeHu npodecop
YHuBep3uTeT y beorpaay - buosiomiku ¢pakyater

Ap AparaHa Mwinuuh, foneHT

YuuBep3uTeT y beorpaay — buosiomiku pakyaTeT

UsjaBbyjeM ga je wTamllaHa Bep3Wja MOr JOKTOPCKOI paZla MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]j
BEp3UjU KOjy caM Mpejao/ja paAu MoxpambHUBawka y JUrATA/IHOM Peno3uTOpUjymy
Yuusep3urtera y beorpaay.

Jlo3Bos/paBaM Jia ce o6GjaBe MOjU JIMYHM NOJAllM Be3aHU 3a Job6Ujare aKajeMCKOI Ha3WBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe U Npe3uMe, FojiIMHa U MeCTO pohewa U JaTyM obpaHe paja.
OBHY JIMYHU TOJAIM MOTY Ce 00jaBUTHU HA MPEXHUM CTPAHHUI|AMa JUTUTATHEe OUOJIMOTEKE, Y
eJIeKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y ny6/uKaljaMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

IloTiuc ayTopa

Y beorpapy,




ITpuior 3.

U3jaBa o kopuithemwy

Opsamhyjem YHUBep3uTeTCcKy 6ubanoTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh” gay Jlurutainu
peno3uTopujyM YHHUBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy [JOKTOPCKY JAucCepTaLujy MOJ
HaCJIOBOM:

MopdosiomiKa BapHjabUJIHOCT U pa3BojHe aHOMasiMje BpcTe Lepidurus couesii Packard,
1875 (Branchiopoda, Notostraca) u3 Cpouje

KOja je Moje ayTOPCKO [eJio.
JucepTanyjy ca CBUM NpUJI03MMa MNpeJla0 caM y eJeKTPOHCKOM ¢opMaTy MHOTOAHOM 3a

TPajHO apXUBHUpamE.

Mojy JLOKTOpPCKY AUcepTalUjy NoxXpaweHy y JUruTajiHoM peno3uTopujyMmy YHUBep3UTeTa y
Beorpasy u A0CTYIHY ¥ OTBOPEHOM IPHUCTYIy MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU MOUITYjy oApende
caZip>kaHe y ojfabpaHoM Tuny JjuleHne KpeatuBHe 3ajeaHulie (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJJIy4HO.
1. Aytopctgo (CC BY)
2. AytopctBo - HekoMep1jaiaHo (CC BY-NC)

@AyTOpCTBO - HeKoMepuHjaaHo - 6e3 npepazga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjaTHO — 1eJIUTH noj ucTuM ycaoBuMa (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaja (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO - AeauTH noj uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(MosaMMo [1a 320KpY>KUTE CaMo jeJIHY o/ lliecT NoHyheHux suleH M. KpaTak onuc vMLeHIy je
cacTaBHH Jle0 OBe H3jaBe).

Y beorpapy,

IloTiuc ayTopa




1. AytopcTBo. /lo3BO/baBaTe yMHOXaBawe, JUCTPUOYLUjY U jaBHO caolllTaBawe Jesa, U
npepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH oJ cTpaHe ayTopa WM JAaBaola
JINLEHIIE, YaK U Y KoMepliyjasHe cBpxe. OBo je Hajca10604HUja 0/ CBUX JIMLEHIIU.

2. AyTopcTBO - HeKOMepLHja/HO. /|03Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, JUCTPUOYIHj)Y U jaBHO
caollITaBame Jiesla, ¥ Ipepajie, ako Cce HaBeJie MMe ayTopa Ha Ha4duH oAapebeH ox cTpaHe
ayTopa MJM aBaola 1uleHle. OBa JiMlieHLla He 103B0/baBa KOMepLUjaJHy yIOTpeoy Aea.

3. AyTopcTBO - HeKOMepuujaJilHO - ©6e3 mnpepaga. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe,
JUCTPUOYLHUjy U jaBHO caolllTaBawe JeJa, 6e3 npoMeHa, Ipeob/IMKOBaba WU ynoTpebe
Jlesia y CBOM Jiesly, aKO Cce HaBeJie MMe ayTopa Ha HAuuH ojpeheH oJ cTpaHe ayTopa WJH
JlaBaola JuneHne. OBa JiMIeHIa He 4,03B0O/baBa KOMepLUjaJHy yIoTpeoy Aesa. Y 0O4HOCY Ha
CBe OCTaJie JINLeHIle, 0BOM JIMIIEHIIOM Ce OTpaHU4YaBa Hajseh 06UMM NpaBa Kopulihewa jeJa.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMja/IHO - JAeJIMTH NOoJ HUCTUM ycjaoBuUMaA. /lo3BoJbaBaTe
YMHOXaBake, JUCTPUOYLUjy U jaBHO caollllTaBawe Jiesa, U Npepaje, ako ce HaBeJe MMe
ayTopa Ha HauMH oJipeheH oJ cTpaHe ayTopa WJM JlaBaolia JIMIEHILle U aKo ce Mpepaja
JAUCTpUOyvpa 00J HKCTOM WJIA CJAUYHOM JuneHioM. OBa JidIeHLa He [03BOJbaBa
KOMepLHjaJHy ynoTpeoy AeJia ¥ npepaja.

5. AytopcTtBo - 6e3 mnpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBakhe, JUCTPUOYLU)Y U jaBHO
caomniITaBame Jesa, 6e3 MpoMeHa, peoOJIMKOBakbha UM YIIOTpebe Ziesia y CBOM JieJly, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HayuH ofpeheH of cTpaHe ayTopa WM JAaBaoua JuneHue. OBa
JIMIIEHL[A Z103B0J/baBa KOMEPLHjaIHy YIIOTPeOy Jea.

6. AyTOpPCTBO - Je/JINTH MOJA UCTUM ycJ0BUMaA. /l03Bo/baBaTe YMHOXaBawe, JUCTPUOYIIH]Y
Y jaBHO CaolllliTaBame Jiesa, U Npepaje, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ozapebeH of
CTpaHe ayTopa WJM JaBaolla JIMIEHIle U aKo ce Mpepaja AUCTpUOyupa NoJ, UCTOM WU
CIM4YHOM JinneHUoM. OBa JiMLIeHLIA [J03BO/baBa KOMepLHjaJHy ynoTpeby Jesa U mpepaja.
CivyHa je copTBEPCKUM JIMIeH]aMa, 0JHOCHO JIMLleHIIJaMa OTBOPEHOT KO/ia.



