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1. Uvod

1.1. Klasifikacija i geografska rasprostranjenost pripadnika porodice Astacidae

Red Decapoda taksonomski pripada vrlo brojnom i raznolikom potkoljenu rakova
(Crustacea). Unutar Decapoda nalazi se podred Astacoida Latreille, 1802 s dvije
nadporodice: Astacoidea Latreille, 1802 koji su rasprostranjeni na sjevernoj polutki i

Parastacoidea Huxley, 1879 koji Zive na juznoj polutki.

Nadporodica Astacoidea obuhvaca dvije porodice: Cambaridae s preko 420 opisanih vrsta
u 12 rodova te Astacidae s opisanih 39 vrsta u 3 roda (Crandall i Buhay, 2008). Vrste
porodice Astacidae su rasprostranjene na tri kontinenta — Aziji, Europi i Sjevernoj Americi
(Slika 1.)

Rakovi (Crustacea) su jedna od najstarijih Zivucih skupina organizama i prema najranijim
pronadenim fosilnim dokazima, slatkovodni rakovi potjecu iz trijasa, iz vremena postojanja
superkontinenta Pangee. Prema postoje¢im fosilnim ostacima, neki znanstvenici
pretpostavljaju njihovo monofiletsko porijeklo. Njihov zajedni¢ki predak Zivio je u
slatkovodnim staniStima na podrucju Pangee (Scholtz, 2002). Podjela Pangee na Lauraziju i
Gondvanu rezultirala je odvajanjem populacija i specijacijom $to potvrduju danasnje
filogenetske analize (Scholtz, 2002). Nadalje, neki autori smatraju da su porodica Astacidae i
Cambaridae monofiletske skupine (De Grave i sur., 2009), za razliku od Scholtz (2002) i
Sinclair i sur. (2004) koji istiu da nema dovoljno podataka za potvrdu njihove monofilije.
Neki pak autori predlazu da se ove dvije porodice smatraju parafiletskim zbog povezanosti

roda Cambaroides s porodicom Astacidae (Crandall, 2000 i Scholtz, 2002).



M Astacidae
B cambaridae
H Parastacidae i

Slika 1. Geografska rasprostranjenost porodica slatkovodnih rakova u svijetu (Fetzner, 2010)

Sistematika:

Koljeno: ARTHROPODA - ¢lankonosci
Potkoljeno: CRUSTACEA — rakovi
Razred: MALACOSTRACA - visi rakovi
Podrazred: EUMALACOSTRACA
Red: DECAPODA — deseteronosci
Podred: ASTACOIDA
Nadporodica: ASTACOIDEA
Porodica: CAMBARIDAE
Porodica: ASTACIDAE
Rod: ASTACUS
Rod: AUSTROPOTAMOBIUS
Nadporodica: PARASTACOIDEA
Porodica: PARASTACIDAE



Sirenje autohtonih vrsta porodice Astacidae po podrugju dana$nje Europe krenulo je nakon
zadnjeg ledenog doba. Prema Albrecht (1983), za vrijeme ledenog doba, populacije su bile
potisnute juznije i otapanjem leda i rastom temperatura, krenuli su migrirati prema sjeveru,

uzvodno rijekama koje vise nisu bile zamrznute.

U Europi su prirodno rasprostranjeni samo pripadnici porodice Astacidae i to na podrucju
od Urala na istoku do Iberijskog poluotoka na zapadu. Na sjeveru dolaze i do juzne

Skandinavije, a nastanjuju i Veliku Britaniju (Holdich, 2002).

Porodica Astacidae je zastupljena s dva autohtona roda: Astacus (Fabricius, 1775) i
Austropotamobius (Skorikov, 1907). Rod Pacifastacus (Bott, 1950) rasprostranjen je u
Sjevernoj Americi, a vrsta Pacifasticus leniusculus (Dana, 1852) unesena je u Europu gdje se
pokazala kao invazivna vrsta (Maguire, 2010).

Prema Holdich (2002) danas na podrucju Europe Zivi pet autohtonih vrsta slatkovodnih
rakova iz ove porodice: Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) — poto¢ni rak ili rak
kamenjar, Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) — bjelonogi ili primorski rak,
Astacus astacus (Linnaeus, 1758) — rije¢ni ili plemeniti rak, Astacus leptodactylus
(Eschscholtz, 1823) — uskoskari, turski ili barski rak i Astacus pachypus (Rathke, 1837).

Danas je vrsta Astacus astacus rasprostranjena u isto¢nim, sredi$njim i Sjevernim
dijelovima Europe, vrsta Astacus pachypus Zivi na podrucju oko Crnog i Azovskog mora, te
oko Kaspijskog jezera dok je vrsta Astacus leptodactylus uglavnom rasprostranjena u Aziji i
isto¢noj Europi iako je unesena i u druge europske zemlje i Siri se vodenim putevima prema
zapadu. Vrsta poto¢ni rak (Austropotamobius torrentium), koja je i predmet istrazivanja ovog
diplomskog rada, rasirena je u srediSnjoj i jugoisto¢noj Europi (Slika 2.), a njegov srodnik,
vrsta Austropotamobius pallipes rasprostranjena je u juznoj i zapadnoj Europi, ukljucujuéi i
Britansko otoc¢je (Holdich 1 Lowery, 1988; Kouba i sur., 2014).

Granice areala roda Austropotamobius su Balkanski poluotok na istoku, Britansko otocje
na sjeveru, Italija na jugu te lberijski poluotok na zapadu dok je filogenetski mladi rod

Astacus rasprostranjen na podrucju cijele Europe, osim Iberijskog poluotoka (Holdich i
Lowery, 1988; Maguire, 2010; Holdich i sur. 2009).
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Slika 2. Geografska rasprostranjenost vrste A. torrentium

(Zuta boja: prirodan areal, ljubiCasta boja: naknadno unesen; izvor:

http://www.iucnredlist.org)

1.2. Biologija vrste Austropotamobius torrentium

1.2.1 Morfoloske karakteristike vrste

Svim rakovima porodice Astacidae zajednicka je tagmatizacija tjelesnih koluti¢a u dvije
funkcionalne skupine — glavoprsnjak (lat. cephalotorax) i zadak (lat. pleon). Glavoprsnjak je
sastavljen od pet koluti¢a cefalona koji su srasli s osam koluti¢a toraksa. Na njemu se nalaze
pomicne stapkaste oCi na pokretnim drScima, dva para ticala, celjusti sastavljene od gornje 1
dva para donjih ¢eljusti, tri para ¢eljusnih noZica te pet pari nogu za hodanje. Prvi par nogu za

hodanje je preobraZen u klijesta.

Karapaks je prekriven koznim naborom ili korom (karapaks) koja ima zastitnu funkciju te
je na njemu vidljiva transverzalno polozena cervikalna brazda koja predstavlja granicu

izmedu cefalona i toraksa.

Zadak je sastavljen od pet ¢lanaka koji nose plivaée nozice i repnu peraju koja je
sastavljena od uropoda i telzona. Kod muzjaka su prva dva para plivacih nozica pretvorena u

kopulatorne organe, a kod Zenki je prvi par reduciran (Slika 3.) (Maguire, 2010).



Razdvojena su spola te je prisutan spolni dimorfizam. Nakon postizanja spolne zrelosti
muzjacima brze rastu klijesta, a Zenkama zadak kao prilagodba za nosenje jaja (Maguire,

2010). Razlikuju se i u polozaju spolnih otvora — kod Zenki je na tre¢em paru prsnih nogu za

hodanje, kod muzjaka na petom paru.
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Slika 3. Vanjska morfologija rakova (preuzeto iz Maguire, 2010)

Potoc¢ni rak je najmanja vrsta porodice Astacidae. Najveci primjerci dosegnu duljinu od 11

cm, iznimno 15 cm. MuZjaci su nesto veéi — 8 do 11 cm, dok su zenke manje - 6 do 9 cm.

Tijelo im je tamnosmede do maslinastozelene boje, ali su zabiljezeni i svjetliji, ¢ak i plavi

primjerci. Strane karapaksa su glatke dok je povrSina klijesta prekrivena grubim granulama
(Slika 4).

U usporedbi s drugim vrstama, vrste roda Austropotamobius imaju samo jedan par

postorbitalnih grebena, a glavin §iljak (rostrum) ima manje rostralne trnove.



Slika 4. Austropotamobius torrentium — granulirana klijesta (autorica: Leona Lovrenci¢)

1.2.2. Molekularna filogenija vrste

Filogenija je znanstvena disciplina koja proucava evolucijsku povijest i odnose izmedu
pojedinih vrsta ili skupina organizama. Odnosi se uspostavljaju proucavanjem genetickih,

morfoloskih i etoloskih obiljezja odabranih skupina.

Svi Zivi organizmi se tokom zivota i razvoja prilagodavaju okoliSu u kojem Zzive i te se
promjene mogu vidjeti na njihovim promijenjenim morfoloskim obiljezjima. Ali, suprotno
ucenjima Lamarcka — promjena vanjskih obiljezja ne utjeCe na genotip te se ne prenosi se na
potomstvo. Isto tako, u procesu specijacije, odvojene populacije mogu s vremenom razviti
promjene u svom genotipu koje se ne moraju nuzno odraziti na njihovu morfologiju.
Fenotipske promjene izmedu odvojenih skupina mogu biti znak pocetka specijacije, ili znak

ocekivane prilagodbe jedinki drugom okoliSu.

Primjenom molekularnih metoda u filogenetskim istraZivanjima danas moZemo detaljnije

i to¢nije opisati evoluciju vrsta i njihovu genetic¢ku povezanost ili razli¢itost.

Kao $to je veé re¢eno, porodica Astacidae ukljucuje tri roda — Astacus, Austropotamobius
i Pacifastacus koji su filogenetski opisani kao sestrinske skupine (Martin i Davis, 2001).
Prema Trontelj i sur. (2005), vrste roda Austropotamobius su monofiletskog porijekla te su

sestrinske skupine.



Mitohondrijska DNA (mtDNA) pokazala se kao odlican model za molekularno —
filogenetske analize jer se prvenstveno lako izolira, ima veliku brojnost unutar stanica, genom
je malen te ne sadrzi introne (kod Zivotinja) i nasljeduje se po maj¢inoj liniji Sto sve uvelike

olaksava rad i vrSenje analiza.

Dosadasnja molekularno — filogenetska istrazivanja temeljena na mtDNA rakova roda
Austropotamobius su napravila velik pomak, ali i pomutnju. Unutar roda Austropotamobius
je dokazano da vrsta A. pallipes posjeduje visoku genetsku raznolikost izmedu, ali i unutar
samih populacija te se sugerira A. pallipes zvati kompleksom vrsta (Holdich, 2002). Dodatna
istrazivanja upucuju da postoje dvije dobro definirane vrste unutar kompleksa, A. pallipes i A.
italicus koje se treba smatrati odvojenim vrstama. Unutar vrste A. italicus je opisano i
nekoliko podvrsta (Zaccara i sur., 2004, 2005; Fratini i sur., 2005; Trontelj i sur., 2005;
Cataudella i sur., 2006)

Vrsta Austropotamobius torrentium je manje proucavana na taksonomskoj i filogenetskoj
razini za razliku od vrste A. pallipes i dosada je unutar vrste opisano 7 divergentnih linija
(Trontelj i sur., 2005; Klobucar i sur., 2013).

1.2.3. Geodinamicki procesi kao uzrok geneticke raznolikosti vrste

Prema dosada$njim analizama mitohondrijske DNA s podrucja cijele Europe (Trontelj 1
sur., 2005), otkriveno je da unutar vrste A. torrentium postoji visoka genetska raznolikost te
se mogu odvojiti jasno definirani haplotipovi. Uoceno je da su populacije sjeverno i zapadno
od Alpa bogate razli¢itim halpotipovima, ali su oni bliski i puno manje divergirani od onih
jugoistocno od Alpa. Taj uzorak pokazuje da su se povijesni dogadaji koji su utjecali na
razdvajanje populacija dogodili u drugoj polovici miocena (Trontelj i sur., 2005; Klobucar i
sur., 2013). Geodinami¢kim procesima nastanka mladih planina na podruc¢ju danasnjeg
Mediterana, more Tetis se odvojilo na dva podruéja: Mediteran i Paratetis. Paratetis je
obuhvacao podru¢je srediSnje Europe, sve do zapadne Azije. Zbog promjena u Klimi,
tektonskog uzdizanja, orogeneze Alpi i Dinarida te mesinske krize saliniteta, Paratetis je
prosao nekoliko procesa refragmentacije te izolacije pojedinih podbazena Sto je pogodovalo

razvoju endemske biote (Palcu i sur., 2015).

Na prijelazu izmedu pliocena i pleistocena, tektonske promjene na podrucju Dinarida,

bile su klju¢ne za formiranje krajobraza i razvoja krskog reljefa $to je dovelo do stvaranja
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Siroke hidrogeografske mreze povrSinskih i podzemnih vodenih tokova te naseljavanje faune

(Verovnik, Sket i Trontelj, 2004; Trontelj i sur. 2007).

Dinarski kr§ obuhvaca podru¢je unutar samih Dinarida, od Italije i Austrije na
sjeverozapadu do juzne Albanije na jugoistoku. Velika raznolikost mitohondrijske DNA na
podrucju jugoistocne Europe pokazuje da je podrucje dinarskog krsa vruca tocka (,,hot spot*)
bioraznolikosti (Gaston i David, 1994). Novija filogenetska istrazivanja su pokazala da
postoji mnogo mikrorefugija za razliCite taksone unutar dinarske regije (Verovnik i sur.
2005).

1.2.4. Geografska rasprostranjenost razli¢itih haplotipova

Kao $to je ve¢ reCeno, poto¢ni rak je jedna od pet autohtonih vrsta slatkovodnih rakova
koji Zive na podruéju sredi$nje i isto¢ne Europe. Nastanjuje prostor od Njemacke i Ceske na
sjeveru, zapadno do Luksemburga i Francuske, juzno do Grcke i isto¢no do Bugarske
(Holdich, 2002). Pronaden je i na teritoriju Turske, ali se ne zna je li unesen ili je tamo

prirodno rasprostranjen (Harlioglu i Giiner, 2006).

U Hrvatskoj ga nalazimo u vodotocima crnomorskog slijeva kontinentalnog dijela, a
zabiljeZen je i u nekoliko potoka jadranskog slijeva, kao $§to su pritoke Zrmanje i Krke
(Maguire isur., 2011).

Klobu¢ar i sur. (2013) su analizom gena mitohondrijske ¢ oksidaze podjedinice 1 (COl) i
16S rRNA gena utvrdili postojanje sedam znacajno divergentnih filogrupa koje su i
geografski definirane. To su: ,,juzni Balkan® (SB), ,,sredi$nja i jugoisto¢na Europa‘“ (CSE) te
pet filogrupa koje pripadaju podrucju sjeverno - sredi$nje dinarske regije (eng. northern —
central Dinaric region, NCD). One odgovaraju geografskim podru¢jima gdje su prikupljene
jedinke: ,,Banovina“ (BAN), ,,Gorski Kotar* (GK), ,,Lika i Dalmacija“ (LD), ,,Zeleni Vir
(ZV) te ,,Zumberak, Plitvice i Bjelolasica“ (ZPB) (Slika 5).
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Slika 5. a) Karta Europe koja pokazuje areal vrsti Austropotamobius pallipes sensu lato i
Austropotamobius torrentium u odnosu na Dinaride. b) Karta geografske distribucije
razli¢itih filogrupa vrste A. torrentium u Europi. Crne strelice pokazuju vjerojatno pre-
pleistocensko (1) i Sirenje poslije ledenih doba (2). ¢) Distribucija razli¢itih filogupa unutar
sjeverno — centralne dinaridske regije u Hrvatskoj. Crvene linije na (a), (b) i (c) pokazuju
juznu granicu Panonskog jezera u periodu izmedu kasnog miocena i ranog pliocena. Oznake
na kartama: crne toCke — srednja i jugoisto¢na Europa (CSE), plave tocke — Gorski Kotar
(GK), ljubi¢aste todke — Lika i Dalmacija (LD), narandaste to¢ke — Zumberak, Plitvice i
Bjelolasica (ZPB), ruziaste tocke — juzni Balkan (SB), zelene tocke — Banovina (BAN) i
crvene toc¢ke — Zeleni Vir (ZV). (Preuzeto iz Klobucar i sur., 2013)

1.2.5. UgroZenost 1 zastita vrste

Poto¢ni rakovi obitavaju na visim nadmorskim visinama, obi¢no u izvori$nim i gornjim
dijelovima potoka, u brzim teku¢icama s kamenitim dnom (Maguire i Gottstein-Matocec,
2004; Fureder i sur. 2010). Odgovara im niza temperatura vode, uglavnom prosje¢na godi$nja
temperatura ne prelazi 10 °C (Maguire i Gottstein-Matocec, 2004). Noc¢ne su zivotinje koje
preferiraju staniSta s puno zaklona jer se preko dana zadrzavaju u sklonistima, pod

kamenjem, korijenjem ili u rupama koje naprave u obalama potoka, rijeka i jezera. Nocni



nadin zivota je evolucijska prilagodba koja im omogucava izbjegavanje predatora, ali i
odgovara dnevnom ciklusu njihovog plijena. Prehrana je raznovrsna, od bentickih
bezkraljeznjaka 1 detritusa do vodene vegetacije, a i sami su plijen raznim vodenim

predatorima pa su time kljucan dio akvatickih ekosustava (Maguire, 2010).

Brojna istrazivanja u Europi i Hrvatskoj biljeze znaCajan pad broja jedinki autohtonih
vrsta roda Austropotamobius i poto¢ni rakovi su stavljeni pod zastitu nacionalnih i
medunarodnih institucija. Na medunarodnoj razini su uvrsteni na IUCN-ovu crvenu listu
ugrozenih Zivotinja pod oznakom DD - data deficient (nedovoljno istrazen) dok je u
Hrvatskoj prema IUCN kriterijima Klasificiran kao VU — vulnerable (osjetljiva vrsta).
Dodatno je u Hrvatskoj uvrSten u Pravilnik o strogo zastiCenim vrstama (NN 144/2013)

zajedno s vrstama A. pallipes i Astacus astacus.

Izuzetno su netolerantni na promjene u stanistu i zagadenje okolisa (Maguire i Gottstein-
Matocec, 2004). Najveca prijetnja njihovoj brojnosti je antropogeni utjecaj na staniSte
(Fureder i sur., 2006). Direktne prijetnje koje ih ugrozavaju su urbani razvoj, neplanske
promjene vodenih rezima, kanaliziranja i produbljivanja korita, izgradnja brana i
akumulacija, uniStavanje obalne vegetacije koju poto¢ni rakovi koriste kao skloniste. Dodatan
problem su i oneciS¢enje rijeka 1 potoka otpadnim vodama te koriStenje pesticida u
poljoprivredi koji u slatke vode dolaze ispiranjem tla ili iz zraka. Fragmentacija ili izolacija
njihovih stanista je ¢esto posljedica antropogenog utjecaja, Sto smanjuje protok gena i gensku
raznolikost te dovodi do potencijalnog izumiranja populacija, a prema Bohl (1997) kod

potocnih rakova ne dolazi do rekolonijalizacije nakon §to nestane lokalna zajednica.

Dodatan problem za sve populacije autohtonih slatkovodnih rakova u Europi je i
prisutnost alohtonih vrsta. Americke alohtone vrste su unesene krajem 19. stolje¢a radi
uzgoja u akvakulturi, a zajedno s njima, na podrucje Europe unesena je i ra¢ja kuga.
Americke vrste su otporne na zarazu i samo su vektori Sirenja uzro¢nika bolesti, vodene
plijesni Aphanomyces astaci Schikora, 1906 (Oomycetes) koja napada autohtone vrste i u
njih izaziva razvoj bolesti te najéesce zavrSava uginu¢em. Alohtone vrste dodatno dominiraju
u kompeticiji za staniStem i hranom (Holdich i sur., 2009) te svojom prisutno$¢éu utjecu na

brojnost i raznolikost autohtonih populacija.

U Europi su najces¢e americke alohtone vrste Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) iz
porodice Astacidae te Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) i Procambarus clarkii (Girard,
1852) iz porodice Cambaridae. Uz zabiljezene americke vrste, u Europi danas mozemo naci i

vrste australskog roda Cherax (Erichson, 1846) iz porodice Parastacidae.
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Zbog velike vaznosti za akvaticke ekosustave i uske ekoloske valencije te osjetljivosti na
zagadenje 1 promjene staniSta, potreban je poseban oprez te dodatna zastita preostalih
populacija. Poto¢ni rak je uvrsten u Dodatke Direktivi u sklopu ekoloske mreze Natura 2000
te je potrebno vise istrazivanja kako bi se utvrdila tocna brojnost i sastav populacija te

ocuvalo njihova prirodna stanista.

1.3. Geometrijska morfometrija u znanstvenim istrazivanjima

Analiza oblika je vazan dio mnogih bioloskih istrazivanja. Razli¢iti bioloski procesi mogu
dovesti do razlika u morfologiji jedinki ili njihovih dijelova tijela i razlike u morfologiji
mogu ukazati na uzroke i procese koji su doveli do te raznolikosti te adaptaciju jedinki na

promjene u stani$nim ili ekoloSkim uvjetima (Baltanas, 2008).

Morfometrija je grana morfologije koja povezuje statistiku s morfologijom. Na
kvantitativan nain opisuje, analizira 1 interpretira promjene veli¢ina i oblika morfoloskih
cjelina uz upotrebu statistickih metoda na osnovu podataka dobivenih mjerenjem (Rohlf,
1990). Cilj metode je univarijantnim i multivarijalntnim statistickim metodama utvrditi
odnose veli¢ine i oblika morfoloSke cjeline te odstupanje u razlikama u veli¢ini i obliku
promatrane cjeline izmedu jedinki iste vrste kao i izmedu grupa razlicitih taksona (Ivanovi¢ i

Kalezié, 2009).

Stariji pristup analizi morfoloskih cjelina je tradicionalna ili klasi¢na morfometrija koja
ima neka ograniCenja u obradi podataka u odnosu na noviju granu morfometrije koja je

koriStena u ovom radu — geometrijsku morfometriju.

Metode tradicionalne morfometrije koriste izmjerene (linearne) dimenzije izmedu jasno
definiranih tocaka odredene morfoloSke cjeline, ali se ne uzimaju u obzir geometrijske
konfiguracije znacajki, odnosno oblik. 1zmjerene vrijednosti (udaljenost, kutevi, omjeri) se
nalaze izvan konteksta u geometrijskom i bioloskom smislu (Bookstein, 1993) i taj gubitak
informacija ¢ini ovu metodu ogranicenom. Uz to, metode mjerenja su Cesto subjektivne, nije
moguce rekonstruirati originalan oblik samo na temelju izmjerenih linearnih vrijednosti, te

one ¢ine samo mali dio informacija o obliku (Lestrell, 1997).

Geometrijska morfometrija (dalje u tekstu: GM) je grana morfometrije koja konceptualno
1 statisticki omogucava analize varijabilnosti u veli¢ini 1 obliku sloZenih morfoloskih

struktura (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2009). Analizira polozaj, odn. koordinate karakteristicnih
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toCaka mjerenja i kao rezultat daje vizualizaciju i kvantifikaciju Zeljene morfoloske strukture
- oblika. Polazni podaci u analizama GM su konfiguracije specificnih tocaka (eng.
landmarks, LM) koje jasno odgovaraju karakteristicnim morfoloskim tockama 1 koje
mozemo toc¢no odrediti na svim jedinkama u uzorku. Odabir toCaka je izuzetno bitan i
potrebno je vrlo dobro poznavanje anatomije istrazivanog objekta. Raspored specifi¢nih
toCaka treba $to bolje ocrtavati oblik i ravnomjerno pokriti cijelu strukturu. Bookstein (1993)

predstavlja tri osnovna tipa specifi¢nih tocaka:

a) sjecista razlic¢itih morfoloskih cjelina (npr. tocka na kojoj se sijeku dva ili vise zivaca u
nervaturi krila kukaca) i jasno definirani centri nekih anatomskih struktura (npr. zjenica oka,

centri manjih otvora na skeletu kukaca)

b) toCke koje predstavljaju mjesta najveceg zakrivljenja (udubljenja, ispupcenja)
anatomske strukture (npr. vrh ticala, vrh tjelesnog nastavka); ovaj tip tocaka pokazuje najveci

postotak pogreske

c) ekstremne, rubne toc¢ke koje se mogu definirati samo u odnosu na cijelu strukturu;
takoder postoje ograni¢enja i postoji nesto veci postotak pogreske zbog subjektivnosti ili

nepostojanja fotografije cijelog uzorka.

Prema Zeldich i sur. (2004), idealne specificne to¢ke su homologni anatomski lokusi koji
ne mijenjaju svoj topolosSki polozaj u odnosu na druge toCke mjerenja, imaju dovoljnu
pokrivenost cijele morfologije, mogu se pouzdano na¢i na svim promatranim objektima 1
nalaze se u istoj ravnini kao ostale specificne toc¢ke. Prednost GM je da pri analizama
omogucuje usporedbe veli¢ine i oblika morfoloSke cjeline kombinacijom uni- i
multivarijantnih statistiCkih metoda i metoda direktnog grafickog predstavljanja varijabilnosti
oblika (Adams i sur. 2004). Nadalje, metoda je osjetljiva i otkriva promjene/razlike u obliku
koje klasicna morfometrija ¢esto ne moze otkriti (Klingenberg, 2002). U ovoj metodi veli¢ine
centroida predstavljaju veliCinu proucavane morfoloske cjeline, a one se definiraju kao
rasprSenje svake tocke (LM) od sredista (srediSnja vrijednost svih mjera tog LM) mjerenog
oblika (Bookstein, 1991). Kako bi se uklonili efekti veli¢ine, poloZaja i orijentacije 1 jasno
definirao oblik morfoloske cjeline potrebno je provesti Generaliziranu Prokrustovu analizu
(engl. Generalized Procrustes analysis, GPA) odnosno Prokrustovu superimpoziciju
(poravnavanje) (Rohlf i Slice, 1990; Dryden i Mardia, 1998, citirano iz Klingenberg, 2013;
Rohlf, 1999).
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Danas je GM bitna u mnogim bioloskim disciplinama i ¢esto se primjenjuje u razlic¢itim
taksonomskim, ekoloskim i evolucijskim istrazivanjima oblika tijela. U istrazivanjima
slatkovodnih rakova, specificno poto¢nog raka, do sada su bila provodena istrazivanja
morfometrije klasi¢nim pristupom (Maguire et al., 2017), a na manjem setu podataka je
proveden i geometrijsko-morfometrijski pristup (Pavié, 2019). Stoga je provedeno ovo
istrazivanje kako bi se nadopunile spoznaje o razlikama wu obliku razli¢itih

populacija/filogrupa vrste A. torrentium.

1.4. Odabir glavoprsnjaka kao model sistema za GM istrazivanja

Prema Ivanovi¢ 1 Kalezi¢ (2009) evolucijska morfologija proucava sloZene sisteme koji
imaju izraZenu varijabilnost pri ¢emu se oslanja na statistiku. Primjenom statistike se moze
utvrditi kako pojedina¢ni ¢imbenici utjeCu na varijabilnost odabrane osobine ili modela.
Pritom je bitno odabrati model koji je reprezentativan i nije pod utjecajem ¢imbenika koji

nam nisu od interesa.

Morfometrijska mjerenja se ve¢ godinama koriste kao nac¢in odredivanja razlika izmedu
populacija i vrsta slatkovodnih rakova te su se pokazala kao pouzdana metoda koja daje
relevantne rezultate (Maguire i Daki¢, 2011; Sint i sur., 2005). Streissl i Hodl (2002) su
pokazali da kod slatkovodnih rakova postoji spolni dimorfizam koji se odrazava u
alometrijskom rastu klijesta kod muzjaka te abdomena kod Zenki, a istrazivanja Scalici 1 sur.
(2010) su dovela do saznanja da se ne postoje razlike izmedu spolova u obliku glavoprsnjaka.
Kako bi se izbjegle pogreske 1 odstupanja u mjerenjima, pogotovo u usporedbi s razliitim
istrazivanjima odvojenih populacija vrste, bilo je potrebno odabrati specificne tocke koje nisu
pod utjecajem spolnog dimorfizma. Scalici i sur. (2010) su se u daljnjem istrazivanju
usmjerili na anteriorni dio glavoprs$njaka 1 odredili tocke mjerenja koje nisu pod utjecajem
spolnog dimorfizma. Posebnu pozornost su posvetili obliku rostruma jer je pokazano da je
morfologija rostruma vazan model za determinaciju i razlikovanje populacija te odrazava

zemljopisno porijeklo jedinki (Albrecht, 1982).

U ovom diplomskom radu je glavoprSnjak odabran kao model sistem i poseban fokus je
stavljen na anteriornu regiju, po uzoru na istrazivanja Scalici 1 sur. (2010. 1 2012.), ali su
odabrane drugacije specificne tocke, bolje prilagodene morfometriji vrste A. torrentium koje

su ve¢ koristene u prethodnom istraZivanju ove vrste (Pavi¢, 2019).
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2. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj ovog diplomskog rada je prouciti geometrijsko morfometrijske karakteristike
vrste poto¢nog raka i to jedinki prikupljenih na podrucju jugoisto¢ne Europe te usporediti
postoje li razlike u geometrijsko-morfometrijskim znacajkama / obliku izmedu pojedinih,

prethodno utvrdenih, filogrupa.

Upotrebom geometrijske morfometrije i usporedbom s dosad prikupljenim podacima,
pokazat ¢emo postoje li razlike u morfoloskim karakteristikama te kako dobiveni podaci

odgovaraju prethodnim molekularno - filogenetskim istrazivanjima i saznanjima.

Ovaj rad je nastavak prvog istrazivanja geometrijsko-morfometrijskih karakteristika vrste
potocnog raka zapoceto 2018. godine (Lovrenci¢ 1 sur. in press), a dobiveni rezultati ¢e
posluziti za daljnja istrazivanja ekoloSkih, evolucijskih i1 taksonomskih obiljezja vrste na

razini Europe.

3. Materijali i metode

3.1. Podrucja uzorkovanja na podrucju jugoisto¢ne Europe

Proucavani uzorci rakova vrste Austropotamobius torrentium prikupljeni su u razdoblju
od 2005. do 2017. godine na podruéju Hrvatske, Slovenije, Bosne i Hercegovine, Kosova,
Crne Gore, Rumunjske, Bugarske te Makedonije. Lokaliteti su odabrani prema podrucjima
prethodno izvrSenih molekularno — filogenetskih istrazivanja kako bi bile ukljucene
populacije iz svih dosada$njih opisanih filogrupa (Klobucar i sur., 2013) i kako bi se mogli

usporediti dobiveni podaci (Tablica 1).
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3.2. Lov i uzorkovanje rakova

Rakovi su lovljeni razli¢itim metodama; ru¢nim prevrtanjem supstrata dna potoka ili
rucno izradenim vrsama (Maguire, 2002) sastavljenim od dva cilindra, izrezana iz plasti¢nih
boca, umetnutih jedan u drugi te ulaznog lijevka, napravljenog od plasticne mreZice, na
krajevima cilindra (Slika 6). Ovakav tip vrSe odgovara manjim vodotocima kao $to su
vodotoci na lokalitetima u sklopu ovog istrazivanja. Vrse su bile postavljane predvecer uz rub
vodotoka, a kao mamac su koristene hrenovke. Vr§e s mamcima su ostavljene u potoku do

slijede¢eg dana, a uhvaceni rakovi su premjesteni u kantu s vodom do daljnih mjerenja.

Slika 6. Izgled i polozaj ru¢no izradene vr$e u potoku
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Tablica 1. Lokaliteti na kojima su prikupljane jedinke za analize

Broj rakova
Filogrupa Lokaliteti ukupno/ovo
istraZivanje
Bruc¢ina - Mali Gradac; Bruéina - Drenovac Banski; 59/11
BAN Gradusa - Zabari; Maja; Stupnica; Petrindica;
Glina, Slunj¢ica; Radosnica
bezimeni potok (Bugarska — dunavski sliv); Curak -
Glusinja; potok Jarak; potok Kons¢ica (Rude); Okicnica;
Jarak - pritoka B - bezi i ootok (R <k 104/53
CSE arak - pritoka Bregane; bezimeni poto (Rumunjska-
dunavski sliv);
bezimeni potok pritoka Bosne (BiH)
Polje Lug; Blate; Skrad; Mrzlica; Bela VVodica; Leskova 60/31
GK Draga; Bresni potok; Vele vode; Delni¢ki potok;
Bukovska Dobra
bezimena pritoka Zrmanja; Preodac — Bosansko Grahovo; 86/27
LD Kobilica; Orasnica; Prijeboj; Cuji¢a Kréevine; Krasulja
Rijeka Crnojevic¢a (Crna Gora); bezimeni potok (Bugarska
— egejski slijev); Lumi Zhegovc i Orllan (Kosovo); 56/56
SB Bosava, Jakupica, Bitola, Kozuf, Manastirska rijeka
(Makedonija)
N Zeleni Vir 11/11
Graba (Dreznica); pritoka Jamnika; Sopotski slap; 63/34
7PB Ratkovi¢; Tounj¢ina; Krakarski potok; Jarak; Sartuk;
Slapnica
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3.3. Geometrijsko morfometrijska analiza rakova

Jedinke su analizirane neovisno o spolu, buduci da uc¢inak seksualnog dimorfizma na GM
znacajke u istrazivanju Scalicia i sur. (2010) vrste A. pallipes kao ni za vrstu A. torrentium

(Lovrenci¢ i sur., in press) nije utvrden.

Za geometrijsko morfometrijsku analizu su koriStene skenirane fotografije prikupljenih
jedinki koje su obradene pomocéu programskih paketa TPS (Jamer Rohlf) i MorpholJ
(Klingenberg, 2011).

3.3.1. Odabir specificnih tocaka mjerenja na glavoprsnjaku

Na svakom raku odredene su 22 dvodimenzionalne specificne tocke mjerenja (engl.
landmarks - LM i semilandmarks - SLM) (Tablica 2.) koje su oznafene uvijek istim
rasporedom na istim, prethodno odabranim, polozajima na glavopr$njaku jedinki. Poseban

fokus stavljen je na oblik apeksa rostruma te sam rostrum (Slika 7.).

Postavljanje specifi¢nih toaka (LM i SM) izvodeno je u ra¢unalnom programu TpsDig?2,
a za statistiCku obradu dobivenih podataka koristen je program MorphoJ (Klingeneberg,
2011), uz koristenje Generalizirane Prokrustove analize (GPA), Analize glavnih komponenti
(PCA) te Kanonicke diskriminantne analize (CVA).

Ove metode su primjenjene jer, za razliku od tradicionalne morfometrije, bolje prikazuju
razlike izmedu oblika 1 veli¢ine morfoloske cjeline 1 nisu ovisne o samoj veli¢ini promatranih

jedinki.
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Slika 7. 12 karakteristi¢nih LM (prikazano crvenim to¢akama) i 2 plave linije (svaka od po 5

SLM) za odredivanje morfoloske varijabilnosti glavenog dijela poto¢nog raka geometrijsko

morfometrijskim metodama (izradeno u TpsDig2).

Tablica 2. Oznake i opisi odabranih karakteristicnih tofaka — 12 landmarks i 10

semilandmarks

Karakteristicne tocke — landmarks (LM) Opis karakteristicnih tofaka
1 Apeks rostruma
2,12 Wrh rostralnog trna
3,11 Rostralno rebro na prijelazu prema o¢noj Supljini
4,10 Wrh postorbitalnog grebena
5.9 Lateralni rub karapaksa
6. 8 Lateralni rub cervikalne brazde
7

Posteriomni rub cervikalne brazde

Karakteristicne tocke — semilandmarks (SLM)

Onpis karakteristicnih tocaka

13-17 , 18-22

Apeks rostruma — vrh rostralnog trna
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3.3.2. Statisticka obrada podataka dobivenih geometrijskom morfometrijom

Nakon §to su sve jedinke obiljeZzene (dodijeljene su im LM i SLM), uslijedila je
statisticka obrada podataka pri ¢emu je koristen statisticki program MorphoJ (Klingenberg,
2011). Provedena je Generalizirana Prokrustova analiza (GPA) kojom je uklonjena
varijabilnost uzrokovana pozicioniranjem, orijentacijom i skaliranjem (Rohfl i Slice, 1990).
Veli¢ina centroida koriStena je kao varijabla veli¢ine, a dobivene Prokrustove koordinate kao

varijabla oblika.

Uslijedila je kanonicka diskriminativna analiza (engl. Canonical Variate Analysis, CVA)
kako bi se utvrdila varijabilnost u obliku izmedu jedinki koje pripadaju u sedam razli¢itih
filogrupa. Grafi¢ki prikaz rezultata kanonicke analize omogucuje vizualizaciju utvrdenih
razdvajanja analiziranih filogrupa. U grafickom prikazu svaka kanonicka os opisuje koliki se
postotak razlika medu grupama moze pripisati pojedinoj osi. Prva kanonicka os (CV1) obi¢no
nosi najveci postotak razdvajanja medu srednjim vrijednostima analiziranih grupa, dok sve
druge kanonicke osi (CV2, CV3, itd) opisuju manji postotak razlika medu grupama.
Promjene oblika duz izdvojenih kanonickih osi grafi¢ki su prikazane u TPS deformacijskim
mrezama i ,,wireframe* grafovima. Analize su radene na dva seta podataka; prvi set je
obuhvacao podatke prikupljene u okviru ovog diplomskog, a drugi set sveukupne podatke (iz

istrazivanja Pavi¢ 2018. i ovog istrazivanja) (Tablica 1.).

U svim statistiCkim analizama je koriSten nivo znacajnosti od 5% (p < 0,05).
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4. Rezultati

4.1. Rezultati geometrijsko morfometrijske analize rakova

Rezultati geometrijsko morfometrijske analize glavoprsnjaka (dalje u tekstu GM)
dobiveni su analizom 223 raka ulovljenih na podrucju jugoisto¢ne Europe u razdoblju od
2005. do 2017. godine ( Hrvatska, Slovenija, Bosna i Hercegovina, Kosovo, Crna Gora,
Rumunjska, Bugarska te Makedonija). Raden je i drugi set analiza na sveukupnom setu
podataka koji je obuhvacao prethodne i1 podatke prikupljene kroz ovaj diplomski rad (Tablica
1).

Rakovi su grupirani prema prethodno odredenim filogrupama. Broj ulovljenih jedinki,

lokacije i brojnost po filogrupama su vidljivi u Tablici 1.

4.1.1 Generalizirana Prokrustova analiza (GPA)

U prvom setu analiza analizirane su slike 223 glavoprSnjaka poto¢nog raka, a
generaliziranom Prokrustovom analizom dobivene su varijable veliCine 1 oblika
glavoprsnjaka — za svaku jedinku promatranih populacija je izracunata veliCina centroida
(CS) kao varijabla veli¢ine i Prokrustove koordinate kao izdvojene varijable oblika.
Vrijednosti centroida za 22 odabrane karakteristi¢ne tocke glavoprsnjaka (12 landmarks i 10
semilandmarks) s koordinatama X i Y su prikazane u Tablici 3., dok se njihov polozaji u

koordinatnom sustavu prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Prikaz centroida 22 karakteristicne tocke na glavenom dijelu poto¢nih rakova. Plave

toCke uz koje se nalazi broj su centroidi, a zelene toCkice rasprSene oko centroida

predstavljaju  pojedinacne vrijednosti (koordinate)

Tablica 3. Vrijednosti centroida (koordinate x iy) 22 karakteristi¢ne tocke glavoprsnjaka

potoc¢nih rakova.

Specifine tocke| Koordinata (x) | Koordinata (v)
1 0,15822655 0,00000000
2 0,08928615 0,04091208
3 -0.0148%077 0.06885340
4 -0,09270193 0,12291358
5 -0.04141456 0.16265264
6 -0,32745274 0,25602336
7 -0.58519206 0.00000000
g -0,32745274 -0.25602336
9 -0.04141456 -0.16265264
10 -0.09270193 -0,12291358
11 -0,01489077 -0,06885340
12 008928615 -0,04091208
13 0,15332318 0,00592530
14 0,13628247 001129642
15 0.11846602 0,0167128%
16 0,10214321 0,02459420
17 0,09044173 0,03304712
18 0,15332318 -0,00592530
19 0,13628247 -0.01129642
20 0.11846602 -0,0167128%9
21 0,10214321 -0,02459420
22 0,09044173 -0,03504712

za svaku analiziranu jedinku.
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4.1.2. Analiza oblika glavoprsnjaka i usporedba razli¢itih filogrupa

Kako bismo utvrdili postoje li morfometrijske razlike izmedu pojedinih filogrupa,
upotrebljavamo kanoni¢ku diskriminativnu analizu (CVA). To je metoda koja povezuje
osnovnu analizu komponenti i kanonicku ovisnost. Prilikom proucavanja nekoliko varijabli
izmedu dvije ili viSe grupa, CVA procjenjuje linearnu kombinaciju varijabli koja ima najveéu
mogucu povezanost izmedu grupa. Za analizirane jedinke rakova dobiveno je Sest kanonickih
diskriminantnih fukcija (KDF). Polozaj rakova u morfo-prostoru koje smo prikazali u ovom
radu najbolje definiraju prve dvije kanonicke funkcije — CV1 i CV2. U prvom setu analiza
koji obuhvac¢a nove podatke, CV1 opisuje varijabilnost od 44,30 %, a CV2 objasnjava
varijabilnost oblika u vrijednosti od 30,21 %, kumulativno 70,20 % varijabilnosti (Tablica
4.)).

Tablica 4. Svojstvene vrijednosti (eng. eigenvalues) i udio varijance u kanoni¢koj diskriminantnoj

analizi geometrijske morfometrije za prvi set podataka (novi uzorci)

KDF|  Svoistvene % %
vrijednosti varijance |kumulativno
1. 1,10085262 44,300 44,300
2. 0,64378642 25,907 70,207
3. 0,33367756 13,428 83,635
4. 0,29077446 11,701 95,336
5. 0,07394233 2,976 98,312
6. 0,04195594 1,688 100,000

Udaljenosti izmedu pojedinih filogrupa predstavljene su kao Prokrustove udaljenosti. U
vecini sluéajeva, filogrupe su znacajno udaljene (iznimka su parovi SB-BAN; ZV-CSE i
ZPB-ZV) (Tablica 5.). Prema dobivenim podacima, najveéa udaljenost u morfo-prostoru je
izmedu filogrupa GK i BAN (0,0504) te SB 1 GK (0,0491) pa slijedi LD i BAN (0,0401) Sto

je 1 vidljivo iz kanoni¢kog prikaza diskriminantne analize (Slika 9). Najmanja vrijednost
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Prokrustove udaljenosti je izmedu filogrupa ZPB i ZV, ali ona nije statisticki znacajna

(0,0074) .

Prva kanonicka os odvaja jedinke iz SB i BAN od ostatka filogrupa (Slika 9). Kako je ova
0S U pozitivnom smjeru karakterizirana izduZzenim apeksom rostruma, mozemo rec¢i da su
jedinke iz SB i BAN karakterizirane duljim apeksom rostruma u odnosu na poto¢ne rakove iz
drugih filogrupa. Nadalje, druga kanonicka os odvaja jedinke iz filogrupe LD od ostalih
filogrupa. Kako je pozitivni dio druge osi karakteriziran robusnijom glavom (lateralno
prosirena u odnosu na prosjek) i Sirim i kra¢im rostrumom, mozemo re¢i da je moguce
razlikovati rakove iz filogrupe LD upravo po tim znacajkama oblika glavoprSnjaka (Slika 9).

Jedinke iz ostalih filogrupa se u prikazu prve dvije kanonicke osi ve¢inom preklapaju.

Promjene oblika glavenog dijela rakova iz razliCitih filogrupa, u maksimalnom/
ekstremnom pozitivnom 1 negativnom smjeru, prikazanih pomoc¢u TPS deformacijskih mreza

za prve dvije osi prikazana je na Slici 10 i odgovara prikazu oblika na Slici 9.

Tablica 5. Prokrustove udaljenosti izmedu analiziranih filogrupa rakova su prikazane iznad
dijagonale, a P vrijednosti permutacijskog testa analiziranih Prokrustovih udaljenosti sedam

filogrupa ispod dijagonale.

BAN [ CSE | GK LD SB ZV | ZPB

BAN| XX 10,0267 |0,0504|0,04010,0120|0,0369 (0,0391

CSE |<,0001| XX ]0,0267|0,0248|0,02490,0218(0,0239

GK ]<,0001|<,0001| XX ]0,0251|0,0491(0,0280|0,0292

LD [0,0026 [<,0001 [<,0001| XX ]0,0386|0,0192|0,0206

SB 10,1670|<,0001|<,0001|<,0001| XX [0,0334]0,0353

ZV 10,0005|0,1802|0,0064 |0,0017 [0,0009 XX 10,0074

ZPB [<,0001 |<,0001 | <,0001 |<,0001 |<,0001|0,6859| XX
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Slika 9. Kanonicki prikaz diskriminantne kanoni¢ke analize napravljene za 22 homologne
tocke glavoprsnjaka rakova iz 7 filogrupa (boje odgovaraju nazivu u legendi). Svijetlo plava
boja oznacava hipotetsku konsenzus jedinku, odnosno prosjecnu vrijednost svih proucavanih

oblika. Tamno plava boja oznac¢ava najekstremniji oblik, odnosno odstupanje od konsenzus
oblika.
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Slika 10. Promjene oblika glavoprSnjaka razli¢itih filogrupa prikazanih pomocu TPS
deformacijskih mreza. Plavi vektori oznacavaju promjene i deformacije mreza koje

odgovaraju osima CV1 i CV2 u pozitivnim i negativnim smjerovima.

I u drugom setu podataka je dobiveno Sest kanonickih diskriminantnih funkcija, a polozaj
rakova u morfo-prostoru prikazanom u radu se odnosi na prve dvije kanonicke funkcije koje
zajedno objasnjavaju 65,05 % varijabilnosti; CV1 definira 38,56 % varijabilnosti, a CV2
26,48 % (Tablica 6.).
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Tablica 6. Svojstvene vrijednosti (eng. eigenvalues) i udio varijance u kanonickoj
diskriminantnoj analizi za drugi set podataka (zajedno novi i stari podaci)

KDE Svp_jstvene % %
vrijednost | varijance | kumulativno
1. 1,199 38,564 38,564
2. 0,824 26,488 65,052
3. 0,437 14,057 79,108
4. 0,330 10,617 89,726
5. 0,284 9,131 98,857
6. 0,036 1,143 100,000

Prokrustove udaljenosti izmedu jedinki razlicitih filogrupa su prikazane u Tablici 7. Sve

filogrupe su medusobno bile statisti¢ki znacajno udaljene/razlicite, osim rakova iz filogrupa

ZV i 7ZPB. Rezultati ukazuju da je najveéa udaljenost bila izmedu filogrupa GK i SB
(0,0504), a zatim izmedu ZPB i SB (0,0480) (Tablica 7).

Tablica 7. Prokrustove udaljenosti izmedu analiziranih filogrupa rakova. Udaljenost koja nije

bila statisticki znacCajna oznacena je u kurzivu.

BAN CSE GK LD SB ZN
CSE | 0,0147
GK 0,0411 0,0338
LD 0,0292 0,0256 0,0290
SB 0,0230 0,0229 0,0504 0,0403
yAY) 0,0315 0,0244 0,0243 0,0234 0,0334
ZPB | 0,0443 0,0368 0,0256 0,0233 0,0480 | 0,0198
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Na Slici 11. prikazana je diskriminacija izmedu 7 filogrupa (set koji ukljucuje ukupno
432 raka) dobivena kanonickom analizom 22 homologne tocke rakova. Uocljivo je da prva
kanonicka 0s dobro odvaja rakove iz filogrupa LD i BAN, od rakova iz filogrupa CSE i SB i
rakova iz filogrupa GK, ZPB i ZV. Ako imamo u vidu da je negativni smjer prve osi
karakteriziran izgledom rostruma koji nalikuje jednakostranicnom trokutu mozemo
predvidjeti da sve jedinke koje karakterizira taj oblik rostruma vjerojatno pripadaju
filogrupama iz sjevernih Dinarida, tj. GK, ZPB i ZV. Druga os donekle izdvaja rakove iz
filogrupe SB, a kako je ta os karakterizirana (u negativnom smjeru) izduzenim rostrumom i
apeksom, mozemo reci da je to znacajka koja odvaja rakove iz SB od ostalih poto¢nih rakova

iz drugih filogrupa.
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Slika 11. Kanonicki prikaz diskriminantne kanoni¢ke analize napravljene za 22 homologne

tocke glavoprsnjaka rakova iz 7 filogrupa na datasetu koji ukljuuje 432 analizirana raka

(boje odgovaraju nazivu u legendi). Svijetlo plava boja oznacava hipotetsku konsenzus

jedinku, odnosno prosje¢nu vrijednost svih proucavanih oblika. Tamno plava boja oznacava

najekstremniji oblik, odnosno odstupanje od konsenzus oblika.
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5. Rasprava

Utjecaj okolisa na varijabilnost fenotipa je odavno prepoznat, isto kao i sam geografski
polozaj organizma Koji utjeCe na morfoloske razlike unutar vrste, izmedu populacija, ali i
izmedu vrsta. Prirodna selekcija neke oblike preferira vise od drugih i poznavanje razlika i

prepoznavanje njihovog uzroka je bitna za poznavanje same vrste i njene evolucije.

Kod vrsta koje su osjetljive na promjene u okoliSu kao §to je poto¢ni rak, i najmanja
promjena u okoliSnim ¢imbenicima moze utjecati na njihovu brojnost. Populacijska genetika
govori kako su male i izolirane populacije posebno osjetljive na sve promjene u genskoj
zalihi. Mutacijsko taljenje (,,mutational meltdown*) moze dovesti do akumulacije pogubnih
mutacija koje utjecu na uspjesnost prezivljavanja (,,fitness*). Male izolirane populacije koje
imaju mali protok gena pokazuju nisku gensku raznolikost unutar populacija, te visoku
gensku raznolikost izmedu populacija. To ¢esto dovodi do genske fragmentacije unutar vrste
kao posljedica lokalne adaptacije okoliSu. Informacije o razini razdvajanja i1 geografskoj
raspodjeli filogrupa je bitno znati kako bi se Sto bolje odredile strategije zastite (Grandjean i

Souty-Grosset, 2000).

Molekularno — filogenetsko i filogeografsko istrazivanje mitohondrijske DNA poto¢nih
rakova (Klobucar i sur., 2013) pokazalo je da na podrucju jugoisto¢ne Europe postoji sedam
divergentnih i zasebnih monofiletskih filogrupa. Utvrdena je najveca genetska raznolikost
unutar sjeverno — srediSnje dinarske regije koja obuhvaca pet od sedam opisanih filogrupa:
Banovinu (BAN), Gorski Kotar (GK), Liku i Dalmaciju (LD), Zeleni Vir (ZV) te Zumberak,
Plitvice i Bjelolasicu (ZPB). Pronalazak tih izoliranih filogrupa upuduje na postojanje
kripti¢nih vrsta unutar vrste A. torrentium koja upucuje i na geolosku povijest tog podrucja.
Prema Trontelj i sur. (2005) glavno razdvajanje roda Austropotamobius na pallipes koji je
rasprostranjen na zapadnom dijelu Europe, te torrentium koji obuhvaca prostor sredi$nje i
isto¢ne Europe. Krajem miocena se Paratetis isusio, nakon mesinijske kriz saliniteta je doslo
do nastanka Panonskog jezera (Magyar i sur., 1999), Dunavski sliv je nastao u bivSem
Panonsko, jezeru (Gabris, 1994) i to je dovelo do nastanka razli¢itih, odvojenih stanista koja
su kasnije uvjetovala razdvajanje genskih linija i migraciju populacija. PoCetkom pliocena
filogrupe iz NCD regije (GK, ZV, ZPB i LD) su obitavale na jugozapadnoj granici

Panonskog jezera (Magyar i sur., 1999) koja grani¢i s dana$njim geografskim staniStem.
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Areal rasprostranjenosti je bio odvojen od istoka velikim bocatim jezerima, a od sjevera i

zapada planinskim lancima tada mladih Dinarida i Alpa (Klobu¢ar i sur., 2013).

Tradicionalna morfometrija od Sezdesetih godina proslog stolje¢a koristi metode
statistiCke analize kako bi Sto bolje objasnila razlike unutar i izmedu grupa jedinki. Mjerenje
udaljenosti, omjera i kutova izmedu morfoloskih cjelina analizira se uz pomo¢
multivarijalntnih statistickih metoda kako bi se definirali odnosi veli¢ine i oblika morfoloske
cjeline te odstupanje u razlikama. Ali te metode ne uzimaju u obzir razlike u veli¢inama
izmedu jedinki, ne postoje homologne referentne tocke na temelju kojih se mogu odrediti
homologne linearne udaljenosti te se u setu prouc¢avanih jedinki u obzir ne uzima 1 lokacija na
kojoj su jedinke mjerene (Adams i sur., 2013). Ta ograni¢enja i potreba za boljim na¢inom
opisivanja geometrije i prostornog rasporeda morfoloskih cjelina, neovisno o veli¢ini jedinke
i/ili alometriji, doveli su do razvoja modernije metode analize oblika — geometrijske

morfometrije.

Dosada$nja istrazivanja na drugim vrstama porodice Astacidaec su pokazala da je
geometrijska morfometrija prikladna metoda procjene filogenetskog i klasifikacijskog statusa
vrsta, a istrazivanja su do sada provedena na vrsti Austropotamobius pallipes (Scalici i sur.,
2010; Scalici i Bravi, 2012), Procambarus clarkii (Malave et al., 2018), Cambarus halli i
Cambarus englishi (Helms i sur., 2015). Preliminarno istrazivanje na vrsti Austropotamobius
torrentium je provedeno prosle godine (Pavi¢, 2018) i cilj tog istrazivanja je bio usporediti
rezultate klasi¢ne, tradicionalne morfometrije i geometrijske morfometrije. S obzirom da su
rezultati bili podudarni, i da se GM pokazala brzom i pouzdanom metodom, odluceno je
prosiriti istrazivanja uklju¢ivanjem dodatnih uzoraka koji ¢e ,,pokriti* sve prethodno utvrdene
filogrupe (Klobucar 1 sur., 2013). Rezultati ovih istrazivanja su u skladu s rezultatima Pavi¢
(2018) 1 Lovrenci¢ i sur. (in press) i pokazali su da je GM adekvatna metoda za razdvajanje
rakova iz razli¢itih populacija/filogrupa na temelju oblika. Pokazalo se da su znacajke/oblik
rostruma, posebice apeksa, karakteristike koje se znacajno razlikuju izmedu filogrupa i
znacajno pridonose njihovom razdvajanju (Slika 9 1 11). S obzirom da su znacajno razlicite /
udaljene grupe potocnih rakova (Tablice 5 i 6) pripadale razliitim genetski duboko
divergiranim linijama (Klobucar i sur., 2013) mozemo zakljuciti da je osnova njihove
morfoloske razlike u njihovom genomu (Sint i sur., 2007; Cataudella i sur., 2010; Maguire i
sur., 2017). Medutim, unutar filogrupa postoji odredena morfoloska varijabilnost (Slike 9 i
11), pa sigurno mozemo reci da je dio fenotipskih razlika uvjetovan i utjecajem okolisa kao
Sto je prethodno utvrdeno u istrazivanjima Baric i sur. (2005a,b), Bertocchi i sur. (2008),
Mathews i sur. (2008), Helms i sur. (2015), Berger i sur. (2018).
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6. Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su primjenjivost GM u analizi morfoloskih

znacajki slatkovodnih rakova vrste Austropotamobius torrentium

Znacajke koje najvise pridonose razdvajanju potocnih rakova iz razli¢itih filogrupa su

oblik rostruma i apeksa, odnosno robusnost lateralnih dijelova glave

Rezultati ovog istrazivanja su kongruentni s preliminarnim rezultatima dobivenim za

ovu vrstu

U budu¢im istrazivanjima se preporuca dodatno ukljuciti ve¢i broj uzoraka po
filogrupi te napraviti analize korelacija izmedu molekularnih, morfoloskih i

geografskih podataka.
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