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1. Uvod

1.1. Slatkovodni ekosustavi i invazivne strane vrste slatkovodnih ekosustava

Slatkovodni su ekosustavi jedni od najbogatijih ekosustava, odnosno imaju najveci broj
vrsta po jedinici povrsine (Dudgeon i sur. 2006). Njihova raznolikost predstavlja iznimno vrijedan
prirodni resurs i imaju vaznu ulogu u gospodarstvu, kulturi, znanosti i obrazovanju (Dudgeon i
sur. 2006). Unato¢ tome $to zauzimaju samo 0,8 % povrSine Zemlje, predstavljaju dom mnogim
organizmima. Kao najraznolikiji ekosustavi, slatkovodni su ekosustavi ujedno 1 najugroZeniji na
svijetu (Strayer i Dudgeon 2010). Naime, zbog ograni¢enih mogucénosti rasprostranjenja vrsta u
slatkovodnim ekosustavima zbog izoliranosti staniSta i njihove ograniCene veliine, U
slatkovodnim ekosustavima obitava veliki broj endemskih vrsta koje su osjetljivije na promjene
okolisa zbog svoje uske ekoloske valencije (Dudgeon i sur. 2006). Povrh svega navedenoga,
globalni porast broja stanovnika uzrokovao je i1 porast potrebe za koriStenjem 1 upravljanjem
slatkovodnim ekosustavima, stoga degradaciji istih takoder uvelike doprinosi i antropogeni utjecaj.
Medu brojnim antropogenim pritiscima ubrajamo zagadenje, pretjerani, nekontrolirani izlov
slatkovodnih organizama, otpadne vode i izgradnju brana (Strayer 2006), medutim daleko veci

pritisak danas predstavlja unos invazivnih stranih vrsta u slatkovodne ekosustave.

1.2. Invazivne strane vrste slatkovodnih ekosustava

Invazivne strane vrste jedan su od dominantnih ¢imbenika antropogenog poremecaja
okolisa s velikim gospodarskim i ekoloskim utjecajima. Invazivna strana vrsta je strana vrsta
slu¢ajno ili namjerno unesena izvan podrucja prirodne rasprostranjenosti i ¢ije naseljavanje i/ili
Sirenje ugrozava biolosku raznolikost, zdravlje ljudi ili uzrokuje ekonomsku $tetu (Zakon o zastiti
prirode, NN 80/13; Uredba (EU) br. 1143/2014 Europskog parlamenta i vijea 2014).
Medunarodna unija za o¢uvanje prirode (,,International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources”, IUCN 2021) navodi invazivne strane vrsta kao jedan od vodecih razloga

gubitka bioloske raznolikosti. U Europskoj Uniji upravljanje invazivnim stranim vrstama



definirano je Uredbom br. 1143/2014 Europskog parlamenta i Vijeca (2014), koja donosi i popis
invazivnih stranih vrsta koje izazivaju zabrinutost u Uniju te propisuje potrebu razvoja u¢inkovitih

mjera upravljanja.

Sami putevi unosa i Sirenja invazivnih stranih vrsta su raznoliki. Mnoge su vrste unesene
namjerno na novo staniste, za potrebe akvakulture, kao rezultat trgovine kuénim ljubimcima,
upotrebe u bioloskim istrazivanjima, te kao biokontrola drugih invazivnih stranih vrsta (Pysek i
sur. 2011). S druge strane, brojne su vrste unesene slucajno preko ribarskih mreza, povezivanjem

slivova velikih rijeka, prijenosom preko balastnih voda 1 sli¢no (Floerl i Inglis 2005).

Neovisno o razlozima unosa novih vrsta, ¢injenica je da su u posljednjih nekoliko
desetljeca invazivne strane vrste negativno utjecale na slatkovodne ckosustave. Dosadasnja
istrazivanja pokazala su kako su invazivne strane vrste glavni razlog nestanka mnogih zavi¢ajnih
vrsta (Sala i sur. 2000). Ista istrazivanja pokazuju kako je broj i utjecaj invazivnih stranih vrsta
puno izrazeniji u vodenim ekosustavima za razliku od kopnenih ekosustava. Djelomican razlog
tome je Sto invazivne Strane vrste U vodenim ekosustavima imaju tendenciju brZzeg
rasprostranjivanja te ih je tesko detektirati, a jednom kada su usle u slatkovodni ekosustav vrlo ih

je tesko ukloniti i kontrolirati njihovu brojnost (Genovesi 2007).

1.3. Invazivne strane vrste slatkovodnih deseteronoznih rakova

Deseteronozni rakovi imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju strukture zajednica slatkovodnih
ckosustava: medu najve¢im su beskraljeZznjacima, dugo Zive, agresivni su i bioturbacijom te
ukopavanjem u sediment 1 dno za izradu sklonista (Johnson i sur. 2011) utjeCu na dinamiku
transporta sedimenta i stabilnost obala (Faller i sur. 2016). Nadalje, s obzirom na to da su omnivori,
rakovi imaju klju¢nu ulogu u vodenom stanistu, prenoseci energiju unutar hranidbene mreze 1
izmedu vodenih 1 kopnenih hranidbenih lanaca kao potrosaci velikog broja razli¢itih izvora hrane

te kao plijen za brojne kraljeznjake, od riba do sisavaca (Crehuet i sur. 2007).

Deseteronozni rakovi su jedna od najuspjes$nijih skupina invazivnih stranih vrsta
slatkovodnih ekosustava. Jedna su od naj¢es¢e namjerno prenosenih skupina vodenih

beskraljeznjaka, ponajvise za potrebe akvakulture i akvaristike (Holdich i sur. 2009). U samom

2



ekosustavu invazivne strane vrste slatkovodnih rakova su u kompeticiji za prostor i hranu sa
zavicajnim vrstama rakova te ih tako istiskuju. Obi¢no su agresivnije od zaviCajnih vrsta
(Soderback 1991; Usio i sur. 2001) brze rastu, imaju veéi fekunditet i ranije spolno sazrijevaju
(Huber i Schubart 2005). Osim toga invazivne strane vrste rakova mogu biti vektori bolesti koje
su letalne za zavicajne rakove, poput uzro¢nika racje kuge, oomicete Aphanomyces astaci
(Schikora, 1906) (Filipova i sur. 2013). Racja kuga je najopasnija bolest koja zahvaca zajednice
slatkovodnih rakova (Gherardi 2007). lako razlicite vrste rakova pokazuju bitno drugaciji stupanj
osjetljivosti na infekciju, generalno je svaki pojedini rak sklon obolijevanju, a time i podlozan
izrazito visokoj stopi smrtnosti koju izaziva racja kuga. Medutim same invazivne strane vrste
rakova stekle su otpornost na razvoj bolesti, zahvaljuju¢i koevoluciji s patogenom. U slucaju
razvoja bolesti, simptomi su kod invazivnih stranih vrsta puno blazi, a manifestiraju se u obliku
benignih melaniziranih lezija, iako u odredenim okolnostima poviSenog stresa sama bolest moze

biti pogubna ¢ak i za invazivne strane vrste rakova (Aydin i sur. 2014).

1.4. Invazivne strane i zavi¢ajne vrste deseteronoznih rakova u Hrvatskoj

U slatkovodnim ekosustavima Hrvatske dosadasnjim je istrazivanjima utvrdena prisutnost
tri strane, sjevernoamericke vrste: Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) — bodljobradi rak,
Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) — signalni rak i Procambarus virginalis Lyko, 2017 —
mramorni rak (Maguire i Klobucar 2003, Maguire i sur. 2008; Samardzi¢ i sur. 2014). Vrsta
Faxonius limosus u Hrvatskoj je zabiljezena po prvi puta 2003. godine (Maguire i Klobuc¢ar 2003)
u istocnom dijelu drzave, u Parku prirode Kopacki rit, gdje se prosirila iz Madarske rijekom Dunav
(Hudina i sur. 2009). Vrsta Procambarus virginalis u Hrvatskoj je po prvi puta zabiljezena u jezeru
Soderica 2014. godine (Samardzi¢ i sur. 2014).

Signalni rak, P. leniusculus najrasprostranjenija je invazivna strana vrsta slatkovodnih
deseteronoznih rakova u Europi ¢ije je prisustvo zabiljeZzeno u €ak 29 zemalja diljem Europe
(Kouba i sur. 2014). Uz F. limosus najrasprostranjenija je invazivna strana vrsta rakova u
Hrvatskoj (Maguire i sur. 2018). Ime je dobio po karakteristicnom plavo-bijelom obojenju na spoju
pomicnog 1 nepomicnog prsta klijeSta (Slika 1). U Hrvatskoj je po prvi puta zabiljeZen 2008.

godine u rijeci Muri (Maguire i sur. 2008), gdje se prosirio nizvodnim putem iz Austrije gdje je
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ilegalno unesen iz Kalifornije (Holdich i sur. 2009). Kasnije 2011. godine, njegovo je prisustvo
zabiljezeno i u rijeci Dravi (Hudina i sur. 2013) gdje se proSirio nizvodnim Sirenjem kroz rijeku
Muru sa brzinom S$irenja od 18 do 24,4 km godisnje, §to je medu najve¢im zabiljeZenim brzinama
u Europi (Hudina i sur. 2009). Iste 2011. godine signalni je rak pronaden i u rijeci Korani u koju
je unesen od strane ljudi (Hudina i sur. 2013). Ovdje predstavlja veliku prijetnju bogatoj zavic¢ajnoj
astakofauni (Hudina i sur. 2017). Ovdje je brzina Sirenja signalnog raka od 1,3 do 1,7 km godiSnje
(Dragicevi¢ i sur. 2020), a samim $irenjem istiskuje zavicajnu vrstu uskoskarog raka Pontastacus
leptodactylus (Eschscholtz, 1823) (Hudina i sur. 2013; Rebrina i sur. 2015). Nedavno je 20109.
godine prisustvo signalnog raka po prvi puta potvrdeno u susjednoj Bosni i Hercegovini u rijeci
Uni (Trozi¢-Borovac i sur. 2019) $to moze dovesti do Sirenja ove vrste u nove vodotoke u

Hrvatskoj, tako povecavajuci prijetnju zavicajnim vrstama rakova.

Slika 1. Signalni rak, Pacifastacus leniusculus (Foto: Sandra Hudina)



U slatkovodnim sustavima Hrvatske dosadasnjim su istrazivanjima utvrdene Cetiri
zaviCajne vrste slatkovodnih deseteronoznih rakova, Astacus astacus (Linnaeus, 1758) — rije¢ni
rak, Pontastacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) — uskoskari rak, Austropotamobius torrentium
(Schrank, 1803) — potoc¢ni rak i Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) — bjelonogi rak
(Maguire i Gottstein Matocec 2004), pri ¢emu tri od Cetiri navedene vrste dolaze u slivu rijeke

Korane gdje je zabiljezena prisutnost invazivne strane vrste signalnog raka.

U rijeci Korani signalni rak je u direktnom kontaktu sa zavicajnom vrstom uskoSkarog
raka. Uskoskari rak, P. leptodactylus (Slika 2) rasprostranjen je u sredi$njoj i isto¢noj Hrvatskoj,
u rijekama savskog i dravskog slijeva i jedina je zavicajna vrsta slatkovodnih deseteronoznih
rakova koja $iri areal u Hrvatskoj (Maguire 1 sur. 2011, 2018) i ostalim Europskim zemljama
(Kouba 1 sur. 2014). Najrobusniji je medu zavicajnim vrstama rakova zbog vece mogucnosti
adaptacije u odnosu na ostale vrste zavi¢ajnih rakova (Lucic¢ i sur. 2012; Perdikaris i Georgiadis
2017). Zbog visokog fekunditeta, brzog zivotnog ciklusa 1 veli¢ine tijela izrazito je kompetitivan
te istiskuje ostale zavicajne vrste rakova iz njihovih stanista. Takoder istrazivanja pokazuju kako
su odredene populacije uskoskarog raka razvile rezistenciju na ra¢ju kugu (Kokko et al. 2018).
Unatoc¢ tome Sto je uskoskari rak najrobusniji zavicajni slatkovodni deseteronozni rak i odredene
su populacije otporne na racju kugu, smatra se kako ga invazivne strane vrste istiskuju. Trenutno
je uskoskari rak zavicajna vrsta koja je najvise pod negativnim utjecajem Sirenja invazivnih stranih
vrsta deseteronoznih rakova u Hrvatskoj, signalnog raka u rijeci Korani i bodljobradog raka u
Dravi (Dragicevi¢ i sur. 2020). Ovi su zakljucci temeljeni na ve¢oj agresivnosti invazivnih stranih
vrsta rakova naspram uskoskarog raka, $to je dokazano u laboratorijskim istraZivanjima (Hudina i
sur. 2016) i terenskim istrazivanjima na rijeci Korani (Hudina i sur. 2017). Iako je uskoskari rak
ugrozen antropogenim utjecajem i pojedinim invazivnim stranim vrstama rakova zbog gore
navedenih karakteristika i Sirenja areala rasprostranjenosti, nije zasti¢en na globalnoj i nacionalnoj
razini (iako je on zavi€ajna vrsta kojoj trenutno najvise prijeti istiskivanje od strane invazivnih
stranih vrsta u Korani i Dravi; Dragicevic i sur. 2020) dok je na IUCN — ovoj crvenoj listi proglasen
kao najmanje zabrinjavajuca vrsta (Gherardi i Souty-Grosset 2017). U pojedinim zemljama
Europe, uskoskari je rak zaStien lokalnim zakonodavstvom, §to nije slucaj i u Hrvatskoj, dok su
ostale tri zaviCajne vrste zaSticene Zakonom o zaStiti prirode (Narodne novine, 80/13) te

Pravilnikom o strogo zaSti¢enim vrstama (Narodne novine, 144/13).



Slika 2. Uskoskari rak, Ponastacus leptodactylus (Foto: Andela Miljanovi¢)

1.5. Imunosni odgovor i njegova uloga u invazivhom uspjehu slatkovodnih

deseteronoznih rakova

Unato¢ velikom broju istrazivanja vezanih uz bioloske invazije i invazije slatkovodnih
deseteronoznih rakova zadnjih desetljeca, 1 dalje nailazimo na nepoznanice kada je u pitanju
razumijevanje ¢imbenika koji odreduju uspjeh invazije ovih vrsta. Dosadasnja istrazivanja
pokazala su kako uspjeh invazije uvelike ovisi 0 bioloskim karakteristikama same vrste,
karakteristikama novog okolisa u koji su vrste introducirane i slicnostima novog okoli$a s njihovim
izvornim okoliSem (Marchetti i sur. 2004). Takoder od velikog utjecaja na invazivni uspjeh je 1
interakcija izmedu invazivne strane vrste i ostalih vrsta u stanistu (Romanuk i sur. 2009). Invazivni
uspjeh djelomi¢no ovisi 1 o mikrobnim zajednicama, odnosno patogenim 1 nepatogenim
mikroorganizmima s kojima je invazivna strana vrsta u kontaktu i koji izazivaju imunosni odgovor

(White i Perkins 2012; Phillips i sur. 2010). Stoga je i imunosni odgovor od iznimne vaznosti za



invazivni uspjeh jer omogucuje obranu od gore navedenih mikroorganizama i $tetnih uvjeta u

okolisu.

Imunosni odgovor kod rakova sastoji se od stani¢nih i humoralnih komponenata.
Aktivacija proPO sustava najbitniji je dio humoralnog odgovora (Hauton 2012; Rowley 2016;
Cerenius i Soderhéll 2018). Imunosni sustav rakova prepoznaje patogen, tj. antigen, zbog ¢ega se
hemociti nakupljaju i inkapsuliraju stranu Cesticu, dok sustav kaskadnih reakcija aktivacije enzima
fenoloksidaze (PO) uzrokuje melanizaciju kapsule i izolaciju strane Cestice ili smrt patogena
(Rantala i Kortet 2004). PO enzim se u hemocitima nalazi u inaktivnom obliku, profenoloksidaza
(proPO) i aktivira se kaskadnim reakcijama serinskih proteaza (Soderhall 1982). ProPO kaskadu
aktivira prisustvo lipopolisaharida stani¢ne stijenke mikroorganizama. Aktivirani PO sudjeluje u
pretvorbi fenolnih tvari u meduproizvode kinona, $to u konaénici rezultira stvaranjem melanina
(Jiravanichpaisal i Soderhéll 2006), vidljivo u obliku tamnih mrlja na karapaksu rakova (Soderhéll
1982). Stoga, kako bismo mijerili ja¢inu imunosnog odgovora potrebno je kvantificirati imunosne
parametre Kkoji su vezani uz proPO sustav, a to su: ukupni broj hemocita, snaga reakcije

inkapsulacije i aktivnost enzima PO i ukupni proPO.

Imunosni odgovor odgovoran je za obranu od patogena, te je stoga od iznimne vaznosti za
organizme. Medutim invazivne strane vrste mogle bi imati koristi i od smanjenog ulaganja u
imunosni odgovor. Naime, dospijevanjem u novi okoli$, invazivna strana vrsta moze u potpunosti
izgubiti svoje prirodne neprijatelje (predatore ili patogene; engl. enemy release hypothesis,
Colautti i sur. 2004). Posljedi¢no u uvjetima kada obrana od patogena nije neophodna, na novom
stani$tu dolazi do smanjenog ulaganja u imunosni odgovor (Miller-Schérer i sur. 2004) i pove¢ano
ulaganje energije u rast i razmnozavanje, $to u konac¢nici pospjesuje rast populacija i ubrzava
Sirenje invazivne strane vrste (Colautti i sur. 2004). Prijasnja istraZivanja pokazala su kako
sjevernoamericke vrste slatkovodnih deseteronoznih rakova imaju znacajno bolji imunosni
odgovor na infekciju patogenom A. astaci, uzro¢nika racje kuge koja je kako je ranije napomenuto
letalna za zaviCajne vrste rakova. Sjevernoamericke vrste su koevoluirale s uzrocnikom bolesti
ra¢je kuge (Unestam 1969) te pretpostavlja se kako je jedan od glavnih ¢imbenika koji doprinosi
njihovoj otpornosti stalna prekomjerna ekspresija gena koji kodiraju za profenoloksidazu, dok je

kod europskih vrsta potreban vanjski podrazaj kako bi se ekspresija potaknula (Cerenius i sur.



2003). Zbog toga je za ocekivati kako ¢e invazivne strane vrste rakova poput signalnog raka koji

je porijeklom iz Sjeverne Amerike imati bolji imunosni odgovor od zavi¢ajnih vrsta.

Unato¢ vaznoj ulozi imunosnog odgovora kao ¢imbenika opée kondicije jedinki (engl.
fitness) koji ujedno ima vaznu ulogu u invazivnom uspjehu deseteronoznih rakova, postoji mali
broj eksperimentalnih radova koji prou¢avaju ovu tematiku. Takoder, postoji mali broj radova koji
usporeduju imunosni odgovor zavi¢ajnih i invazivnih stranih vrsta. Ovo istrazivanje ¢e po prvi
puta ispitati razlike u imunosnom odgovoru otporne zavicajne vrste (P. letpodactylus) i uspjesne
invazivne strane vrste (P. leniusculus) u prirodnom stanistu gdje ove vrste dolaze u mijeSanim

populacijama.



2. Hipoteza i cilj rada

Signalni rak, kao najuspjesnija invazivna strana vrsta u Europi, predstavlja veliku prijetnju
zavi¢ajnim vrstama rakova, a posebice jedinoj nezaSticenoj zavicajnoj vrsti slatkovodnih
deseteronoznih rakova u Hrvatskoj, uskoSkarom raku. Usprkos velikoj robusnosti uskoskarog raka
i otpornosti odredenih populacija na patogen koji uzrokuje bolest rac¢ju kugu, utvrdeno je kako
signalni rak istiskuje uskoskarog raka iz zajednickih populacija u rijeci Korani. Kako bi $to bolje
upravljali populacijama invazivne strane vrste, od velike je vaznosti razumjeti ¢cimbenike koje
utjecu na njezin invazivni uspjeh, jedan od kojih je i imunosni odgovor. Stoga cilj ovog istrazivanja
bio je usporediti imunosni odgovor zavi¢ajne i invazivne strane vrste slatkovodnih deseteronoznih

rakova te parametre njihove kondicije. Pritom postavili smo hipotezu:

e Sobzirom nastalnu aktivnost proPO sustava kod invazivnih stranih vrsta, imunosni
odgovor tj. imunosni parametri (snaga reakcije inkapsulacije, ukupni broj hemocita
1 aktivnost enzima PO 1 ukupnog proPO) bit ¢e veci kod invazivne strane vrste

signalnog raka naspram zavicajne vrste uskoskarog raka.



3. Materijali i metode

3.1.Podrugje istrazivanja

Rijeka Korana je krska rijeka srediSnjeg dijela Hrvatske ukupne duzine toka od 134 km,
slivnog podruéja od 2297 km?i prosje¢nog protoka od 29 m®/s. Predstavlja najznacajniji pritok
rijeke Kupe 1 pripada Crnomorskom slijevu. Hidroloski reZim Korane ovisi o kiSnom razdoblju,
zbog &ega su vodostaji poviseni u proljeée i jesen, a sniZeni tijekom ljeta i zime (Gaji¢-Capka i
Zaninovi¢ 2004). Prevladavajuca klima je blaga kontinentalna i djelomi¢no vlazna sa prosjecnom
godisnjom temperaturom od 11.1 °C 1 prosje¢nom koli¢inom padalina 700 — 1100 mm godisnje.
IzvoriSte rijeke Korane nalazi se u Nacionalnom parku Plitvicka jezera, na samom kraju 16 krskih
jezera te teCe sjeverno do porjecja s rijekom Kupom u gradu Karlovcu. Kao i za ostale krske rijeke
u Hrvatskoj, 1 za Koranu je karakteristicna visoka stopa bioraznolikosti 1 velik broj endemi¢nih
vrsta (Drzavni zavod za zastitu prirode 2009). U slijevu Korane dolaze 3 od 4 zavicajne vrste
slatkovodnih deseteronoznih rakova: rijeni rak — Astacus astacus i1 poto¢ni rak —
Austropotamobium torrentium prisutni u gornjim tokovima Korane i njezinim pritokama i

uskoskari rak — Pontastacus leptodactylus prisutan u donjim tokovima Korane.

Istrazivanje je provedeno u donjem dijelu toka rijeke Korane (Slika 3). Prisutnost strane
invazivne vrste signalnog raka u rijeci Korani je po prvi put zabiljezena istrazivanjem Hudine 1
sur. (2013). Danas, njegova rasprostranjenost u Korani zahvac¢a oko 30 kilometara donjeg toka
rijeke (Dragicevi¢ 1 sur. 2020). Takoder, utvrdene su nove fronte Sirenja (Dragicevi¢ 1 sur. 2020),

na kojima je =zabiljezena i prisutnost zavi¢ajne vrste uskoSkarog raka (Slika 3).
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Slika 3. Postaje uzorkovanja signalnog i uskoskarog raka unutar nizvodne i uzvodne fronte §irenja
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3.2. Uzorkovanje jedinki

Jedinke signalnih i uskosSkarih rakova uzorkovane su na tri postaje tijekom rujna 2020.
godine u razdoblju pojacane aktivnosti rakova (Souty-Grosset i sur. 2006) (Slika 3). Dvije postaje,
Us¢e i Logoriste su iznimno blizu te predstavljaju nizvodnu frontu Sirenja signalnog raka, dok
postaja Donja Perjasica predstavlja uzvodnu frontu Sirenja, kako je ustanovljeno u istrazivanju
Dragicevi€ 1 sur. (2020). Rakovi su lovljeni pomocu vrsa za lov rakova, Li-Ni vrS§e (Westman i
sur. 1978). Na svakoj postaji postavljeno je 20 vr$a na potezu od 100 m (Maguire 2014) koje su
ostavljene u vodotoku preko no¢i i izvadene sljedece jutro. Sve ulovljene jedinke su odredene do
vrste, oznacene 1 prenesene na Zoologijski zavod Prirodoslovno-matematiC¢kog fakulteta u
Zagrebu za potrebu provedbe laboratorijskih istrazivanja. Nakon svakog terenskog istrazivanja
vrSe su dezinficirane upotrebom Chlormaxa (Genera, Hrvatska) kako bi sprije€ili potencijalno

Sirenje racje kuge medu postajama.

3.3. Laboratorijske analize

3.3.1. Analiza imunosnog odgovora

Imunosni odgovor ispitan je primjenom tri standardna pokazatelja imunosnog statusa u
rakova: mjerenjem snage reakcije inkapsulacije (Gruber i sur. 2014a; 2014b); mjerenjem ukupnog
broja hemocita (Battistella i sur. 1996; Johansson i sur. 2000; Pan i sur. 2008; Ding i sur. 2012;
Becking i sur. 2015) i mjerenjem aktivnosti enzima fenoloksidaze (PO) i ukupna profenoloksidaza
(proPO) (Sritunyalucksana and Séderhéll 2000; Tanner i sur. 2006; Pan i sur. 2008; Qin i sur.
2019).

Analiza snage reakcije inkapsulacije

Kao i kod ostalih beskraljeZznjaka, reakcija inkapsulacije je i kod rakova jedan od

najvaznijih mehanizama obrane. Sintezom melanina sprjeava se rast i Sirenje stranog tijela
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(patogena) koji u konacnici bude ubijen (Cerenius i sur. 2003, Vazquez i sur. 2009). Stoga, na
terenu neposredno nakon S$to su jedinke uhvacene, proveden je imunosni izazov metodom
umetanja sterilnog najlonskog implantata (Rantala i Kortet 2004; Rantala i Roff 2007) kako bi se
kvantificirala snaga reakcije inkapsulacije (Gruber i sur. 2014b). Najlonski implantati su najprije
pripremljeni tako da je najlonski monofilament (Jaxon Satori, Japan; nadalje u tekstu: implantat)
promjera 0.22 mm izrezan na dijelove dugacke 4 mm, a svakom dijelu je na jednom kraju zavezan
¢vor (Gruber i sur. 2014b). Implantati su nakon toga pohranjeni u 96% alkoholu kako bi se o¢uvala
sterilnost. Na terenu je svakom raku umetnut po jedan implantat u zglobovima 5. para nogu
hodalica, tako §to je napravljena punkcija pomocu Skarica (Slika 4 b). Svaka jedinka je nakon toga
smjeStena u perforiranu plasti¢nu posudicu (18 x 18 x 9 cm; promjer perforacija 0.7 cm; Slika 4
a), kako bi se omoguc¢ila cirkulacija vode. Posudice s rakovima su potopljene u rijeci u periodu od
48 h na istom mjestu gdje su rakovi ulovljeni. Nakon 48 h rakovi su preneseni u laboratorij gdje
su im izvadeni implantati pomoc¢u $karica i pohranjeni na -20 °C. Analiza snage reakcije
inkapsulacije provedena je tako $to su oba implantata iz svake jedinke raka postavljena na bijelu
povrsinu pored sterilnog implantata (kontrola) 1 fotografirana sa obje strane pomocu digitalne
kamere povezane sa svjetlosnim mikroskopom (Stemi 305, Zeiss, Njemacka). Nakon toga,
koriSten je program za obradu digitalnth fotografija (Imagel, verzija 1.53f,
https://imagej.nih.gov/ij/index.html) kako bi se odredile vrijednosti sivih nijansi reflektirajuce
svjetlosti (mjera koli¢ine nastalog pigmenta melanina tijekom reakcije inkapsulacije; Slika 4 c¢).
Snaga reakcije inkapsulacije dobivena je tako $to je oduzeta srednja vrijednost sivih nijansi dvaju
implantata od vrijednosti sivih nijansi kontrolnog implantata i preracunata srednja vrijednost dvaju
podataka. Zatim je snaga rekacije inkapsulacije za svaku jedinku preraCunata tako Sto je
napravljena srednja vrijednost sivih nijansi za oba umetnuta implantata (Gruber i sur. 2014b).

Srednju vrijednost oba implantata smo koristili u statistickoj obradi podataka.
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Cc

mean 1: 158.71

mean 2: 225.59

Slika 4. a — Rakovi u perforiranim posudama, b — rak s implantatom i ¢ — fotografirani implantati
1 odredivanje vrijednosti sivih nijansi reflektirajuce svjetlosti (Foto: a — Andela Miljanovi¢; b —

Paula Dragicevi¢; ¢ — Lucija Abramovi¢ 1 Anita Tarandek).

Uzorkovanje hemolimfe

Nakon vadenja implantata rakovima je ustanovljen spol, izmjerena masa, te ukupna duzina
1 duzina karapaksa 1 uzeti uzorci hemolimfe. Sterilnom iglom izvadeno je 500 pL hemolimfe iz
nogu hodalica, od cega je: 1) 100 pL razrijedeno u 400 pL 1 % formalina u svrhu odredivanja
ukupnog broja hemocita; ii) 400 uL razrijedeno u 800 uL racje fizioloske otopine (CFS: 0,2 M
NaCl, 5,4 mM KCI, 10 mM CacClz, 2,6 mM MgClz, 2 mM NaHCOg, pH 6,8; Johansson i Soderhall
1985) za analizu aktivnosti fenoloksidaze, ukupne profenoloksidaze i koncentracije proteina u
hemolimfi. Uzorci hemolife za analizu PO i proPO su odmah nakon uzorkovanja centrigufirani na
10 000 g tokom 10 min na 4 °C kako bi sprijecili koagulaciju. Nakon toga stavljeni su na led 1
sonificirani 10 s, s postupnim povecanjem snage na 50 % (Sonoplus HD 2070, Bandelin,
Njemacka) kako bi se hemociti u potpunosti lizirali 1 ispustili spremljeni proPO u razrijedenu
plazmu. Za kraj uzorci su centrifugirani na 15 000 g tokom 25 min na 4 °C kako bi se ostatci
stanica istalozili. Supernatant je nakon toga pohranjen na -80 °C. Nakon uzimanja uzoraka
hemolimfe iz rakova, jedinke su Zrtvovane 1 izolirano je tkivo hepatopankreasa i istom je izmjerena

masa za analizu parametara kondicijskog statusa rakova.
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Odredivanje ukupnog broja hemocita

Uzorci hemolimfe prikupljeni za brojanje ukupnog broja hemocita su pohranjeni na 4 °C
kako bi se hemociti fiksirali. Ukupan broj je nakon toga odreden koriStenjem Biirker-Turkove
komorice i Zeiss Standard RA Light Microscope (Giulianini i sur. 2007; Malev i sur. 2010). Za
svaku jedinku odredena je brojnost hijalinocita i granulocita i ukupan broj hemocita u mililitru
hemolimfe uzimajuéi u obzir razrijedenje hemolimfe tijekom uzorkovanja. Podatak o ukupnom

broju hemocita u mililittu hemolimfe je koriSten za statisticku obradu podataka.

Aktivnosti enzima fenoloksidaze (PO) i ukupne profenoloksidaze (proPO) te koncentracija

proteina u hemolimfi

Uzorcima hemolimfe za analizu aktivnosti fenoloksidaze i ukupne profenoloksidaze
mjerena je koncentracija spektrofotometrijski prema Gollas-Galvan i sur. (1999). Kako bi mjerili
aktivnost PO, pomijesano je 50 uL supstrata L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA; 3 mg/mL,
otopljen u Milli-Q vodi) i 50 pL svakog uzorka hemolimfe na mikroplo¢i u triplikatima.
Apsorbancija je mjerena na 490 nm tokom 30 min. Preracunat je prosjek vrijednosti apsorbancije
triplikata te su iz prosjecnih vrijednosti triplikata svakog uzorka odredeni nagibi pravca koji
predstavljaju promjenu u apsorbanciji u minuti. Dobivena je aktivnost PO enzima u minuti. Kako
bismo kvantificirali proenzim proPO, najprije je bilo potrebno pretvoriti ¢itavi proPO u aktivnu
formu, enzim PO. Stoga je provedena jos jedna spektrofotometrijska analiza, gdje je 50 uL svakog
uzorka hemolimfe inkubirano sa 50 pL tripsina (djeluje kao aktivator; 1 mg/mL, otopljen u Milli-
Q vodi) na mikroplo¢i tokom 3 min na sobnoj temperaturi (Slika 5). Nakon toga je na mikroplo¢u
dodano 50 pL supstrata L-DOPA te je mjerena apsorbancija na 490 nm tokom 25 min. Preracunat
je prosjek vrijednosti apsorbancije triplikata te su iz prosje¢nih vrijednosti triplikata svakog uzorka
odredeni nagibi pravca koji predstavljaju promjenu u apsorbanciji u minuti (Slika 5). Dobivena je
aktivnost proPO enzima u minuti. Koli¢ina ukupnog proPO mjerena je kao koli¢ina proPO nakon
reakcije sa tripsinom minus PO aktivnost prije tretiranja tripsinom (Hernandez-L6pez i sur. 1996;

Gollas-Galvan i sur. 1999; Hernandez-Lépez i sur. 2003).
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Slika 5. Primjer mjerenja aktivnosti fenoloksidaze i profenoloksidaze u hemolimfi rakova i
izracuna AA/min. Svaka tocka na grafu predstavlja prosjeCnu vrijednost apsorbancije u

triplikatima uzorka kroz vrijeme (mjerenje svakih 5 minuta). Nagib pravca predstavlja AA/min.

Kako bismo standardizirali aktivnost enzima po miligramu proteina (Moreno-Garcia i sur.
2013), mjerena je ukupna koncentracija proteina u hemolimfi prema Bradford (1976). Reakcija
otopljenih proteina s reagensom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) (Serva, Feinbiochemia,
Njemacka) vodi do vezanja anionske boje za NHz skupine proteina, §to je pra¢eno promjenom boje
reagensa i pojavom apsorpcijskog maksimuma pri 595 nm. Kvantitativno odredivanje proteina
temeljeno na ovoj reakciji moguce je zbog linearne ovisnosti apsorbancije o masi proteina u
rastuéem nizu standardnih otopina (albumin iz govedeg seruma; BSA-bovine serum albumine)
(Serva, Feinbiochemia, Njemacka) kao 1 u uzorcima, nakon primjene CBB reagensa (0,01 %
Coomassie Brilliant Blue R-250; 4,7 % etanol; 8,5 % H3sPQOas). 1z osnovne otopine BSA (5 mg/mL)
pripremljen je rastuci niz od sedam standardnih otopina BSA u rasponu od 0,125 — 2,0 mg/mL,
razrijedenih u CFS puferu. Volumen od 5 pL pripremljenog standarda/uzorka dodan je triplikatima
u jazice na mikroplo¢i, a zatim je u sve preostale jazice dodano po 250 uL. CBB reagensa. Nakon

dodavanja reagensa ploc€ica je protresena tijekom 5 sekundi kako bi se uzorak i reagens pomijesali,
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a zatim je inkubirana tokom 5 minuta na sobnoj temperaturi, te je ponovno protresena i inkubirana
2 minute. Nakon toga izmjerena je apsorbancija pri 595 nm. Pomocu apsorbancije i koncentracije
uzoraka dobivena je jednadzba pravca iz koje je preraunata ukupna koncentracija proteina u

hemolimfi.

Aktivnosti enzima PO i proPO izrazene su kao promjene u apsorbanciji pri 490 nm po

minuti i miligramu proteina (AAsg/min/mg proteina).

3.3.2. Parametri kondicijskog statusa

Uz imunosni odgovor mjerena su dva parametra kondicijskog statusa rakova koji se Cesto
koriste kako bismo utvrdili zdravlje i kondiciju jedinki (Streissl i Hoddl 2002; Peig i Green 2010;
Luci¢ i sur. 2012; Rebrina i sur. 2015).

1. Fulton-ov kondicijski faktor prema jednadzbi:
FCF = (W /TL?®) x 100

gdje je FCF Fulton-ov kondicijski faktor (g/mm?®), W masa raka (g), a TL ukupna duljina
raka (mm) mjerena od rostruma do vrha telzona. Ovaj faktor se koristi kao pokazatelj kondicije
jedinke (Ricker 1975);

2. Hepatosomatski indeks prema jednadzbi:
HSI = HW / BW
gdje je HSI hepatosomatski indeks, HW masa hepatopankreasa raka (g), a BW masa raka

(9). Ovaj indeks je pokazatelj energetskog statusa jedinke (Rodriguez-Gonzélez i sur. 2006).

Podaci o parametrima kondicijskog statusa rakova su koriSteni u statistiCkoj obradi

podataka.

17



3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticke obrade podataka izvedene su u programu Statistica (TIBCO Software Inc.,
SAD). lzmjereni parametri imunosnog odgovora i parametri kondicijskog statusa rakova
usporedeni su izmedu jedinki signalnog i jedinki uskoskarog raka. Zbog pravilnog odabira metoda
analize podataka, testirano je odgovara li raspodjela podataka normalnoj raspodjeli. U tu je svrhu
proveden Shapiro-Wilk W test normalnosti raspodjele, zbog vec¢e pouzdanosti u odnosu na ostale
testove normalnosti (Shapiro i sur. 1968). Ovisno o tome je li raspodjela normalna ili nije, koriste
se parametrijske ili neparametrijske metode analize podataka. Unato¢ normalnoj raspodjeli dijela
podataka, zbog malog broja jedinki u pojedinim analizama (razdvajanje po spolovima), podaci su
analizirani kori§tenjem neparametrijskih metoda, odnosno koristenjem Mann-Whitney U testa. U

svim statistickim testovima koristena je razina znacajnosti od 5 %, p<0,05.
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4. Rezultati

4.1. Deskriptivna statisti¢ka analiza

Tijekom provedenog istrazivanja ulovljena je ukupno 31 jedinka. Od toga 13 jedinki

uskoskarog raka (8 muzjaka 1 5 Zenki) 1 18 jedinki signalnog raka (10 muzjaka 1 8 Zenki) (Tablica

1).

Tablica 1. Broj ulovljenih muzjaka i zenki uskoskarog raka (P. leptodactylus) i signalnog raka (P.

leniusculus) po postajama.

nizvodna fronta uzvodna fronta

vrsta muzjaci | Zenke | muZzjaci | Zenke
P. leptodactylus 8 2 0 3
P. leniusculus 8 5 2 3

Rezultati deskriptivne statisticke analize parametara kondicijskog statusa rakova i

parametara imunosnog odgovora prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 2. Rezultati deskriptivne statisticke analize (srednja vrijednost + standardna devijacija) parametara kondicijskog statusa i

parametara imunosnog odgovora uskoskarog raka (P. leptodactylus) i signalnog raka (P. leniusculus).

P. leptodactylus

P. leniusculus

parametar muzjaci Zenke muzjaci Zenke
tezina (g) 40,3875 + 11,7932 28,5560 + 9,4420 37,5740 + 15,1887 30,9325 + 7,5710
ukupna duzina (mm) 107,9000 + 9,2221 102,7060 + 11,1254 99,6180 + 12,1854 99,5100 + 9,7571
hepatosomatski indeks 0,0571 £ 0,0115 0,0592 +0,0113 0,0448 + 0,0098 0,0471 £ 0,0119
Fulton-ov kondicijski faktor
0,0031 + 0,0002 0,0025 + 0,0001 0,0036 + 0,0004 0,0031 + 0,0002
(g/mm3)
snaga rekacije inkapsulacije 46,8767 + 8,0154 36,1751 +9,2623 57,6708 + 10,6263 51,1079 + 8,2191
) ) 929 921,8750+ 793 | 1119 375,000 + 771 837 500,0000 + 358 691 406,2500 + 501
ukupan broj hemocita
704,4023 449,1487 251,5653 311,7559
aktivnost enzima PO
0,0047 + 0,0044 0,0040 + 0,0045 0,0024 + 0,0015 0,0016 +£0,0013
(AA490/min/mg)
aktivnost ukupne proPO
0,0756 + 0,0644 0,1517 £ 0,0431 0,1988 + 00,1438 0,1008 + 0,0700
(AA490/min/mg)
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4.2. Korelacija izmedu veliCine jedinki 1 parametara kondicijskog statusa 1

Imunosnog odgovora pojedine vrste

Analize su pokazale kako ne postoji statisti¢ki znacajna korelacija izmedu veli¢ine (ukupna
duzina) jedinki uskoskarog raka niti signalnog raka i parametara kondicijskog statusa i imunosnog
odgovora jedinki (ukupan broj hemocita, snaga reakcije inkapsulacije, aktivnost enzima PO i
ukupni proPO).

4.3. Korelacija izmedu spolova 1 parametara kondicijskog statusa i imunosnog

odgovora pojedine vrste

4.3.1. Zavicajna vrsta uskoskari rak

Analize su pokazale statisticki znaCajnu razliku u Fulton-ovom kondicijskom faktoru
izmedu muzjaka i zenki uskoskarog raka (U = 0,0000; p = 0,0043; Nm = 8; Nr = 5) (Slika 6), pri

¢emu su muzjaci imali statisticki znacajno vece vrijednosti ovog parametra od Zenki.
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Slika 6. Razlike u kondicijskom indeksu (Fulton-ov kondicijski faktor) izmedu spolova kod
zaviCajne vrste uskoskarog raka ispitane Mann-Whitney U testom. M — muZzjaci, F — Zenke.

StatistiCki znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*).

Takoder, statistiCki znacajna razlika zabiljeZena je 1 u aktivnosti ukupne profenoloksidaze
(proPO) izmedu muzjaka i zenki uskoskarog raka (U = 6,0000; p = 0,0481; Nm = 8; Nr = 5) (Slika

7), pri cemu su Zenke imale statisticki znacajno vecu aktivnost ovog proenzima od muzjaka.
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Slika 7. Razlike u aktivnosti ukupne profenoloksidaze (proPO), izmedu spolova kod zavicajne
vrste uskoskarog raka ispitane Mann—Whitney U testom. M — muzjaci, F — Zenke. Statisticki

znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*).

Ostali mjereni parametri kondicije (hepatosomatski indeks) i parametri imunosnog
odgovora (ukupan broj hemocita, snaga reakcije inkapsulacije i aktivnost enzima PO) nisu se

statistiCki znacajno razlikovali izmedu spolova.

4.3.2. Invazivna strana vrsta signalni rak

Kao i1 kod zavicajne vrste, kod invazivne strane vrste signalnog raka zabiljezena je
statisticki znacajna razlika u Fulton-ovom kondicijskom faktoru izmedu muzjaka i Zzenki (U =
12,0000; p = 0,0146; Nm = 10; Nr = 8) (Slika 8), pri ¢emu su muzjaci imali znacajno vece

vrijednosti ovog indeksa od Zenki.
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Slika 8. Razlike u kondicijskom indeksu (Fulton-ov kondicijski faktor) izmedu spolova kod
invazivne strane vrste signalnog raka ispitane Mann—Whitney U testom. M — muZjaci, F — Zzenke.

StatistiCki znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*).

Ostali mjereni parametri kondicije (hepatosomatski indeks), te niti jedan mjereni parametar

imunosnog odgovora nisu se statisticki znacajno razlikovali izmedu spolova.

4.4. Korelacija izmedu vrsta i parametara kondicijskog statusa i imunosnog

odgovora

4.4.1. Parametri kondicije

Hepatosomatski indeks nije pokazivao razliku medu spolovima, stoga su muzjaci i Zenke
analizirani zajedno te je gledana razlika izmedu vrsta. Analize su pokazale statisti¢ki znacajnu

razliku hepatosomatskog indeksa izmedu uskoskarog i signalnog raka (U = 52,0000; p = 0,0098;
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NpoL = 13; NpaL = 18) (Slika 9), pri ¢emu je zavicajna vrsta uskoskari rak imao statisticki zna¢ajno

vecée vrijednosti ovog parametra od invazivne strane vrste signalnog raka.
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Slika 9. Razlike u kondicijskom indeksu (hepatosomatski indeks) izmedu zaviCajne vrste
uskoSkarog raka i invazivne strane vrste signalnog raka ispitane Mann—Whitney U testom. POL —

uskoskari rak, PAL — signalni rak. Statisticki znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*).

S obzirom da je Fulton-ov kondicijski faktor kod obje vrste pokazivao statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu spolova, u ovom su slucaju usporedbe izmedu vrsta napravljene odvojeno po
spolovima. Analize su pokazale statisticki znac¢ajnu razliku u Fulton-ovom kondicijskom faktoru
izmedu muzjaka (U = 14,0000; p = 0,0235; Npor = 8; NpaL = 10) 1 Zenki (U = 0,0000; p = 0,0043;
NpoL = 5; NpaL = 8) uskoskarog i signalnog raka (Slika 10 a 1 b), pri ¢emu su 1 muZjaci i Zenke
invazivne strane vrste signalnog raka imali statisticki znacajno vece vrijednosti ovog parametra od

muzjaka i Zenki zavicajne vrste uskoskarog raka.
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Slika 10. a — Razlike u kondicijskom indeksu (Fulton-ov kondicijski faktor) izmedu muzjaka
zavicajne vrste uskoSkarog raka i invazivne strane vrste signalnog raka ispitane Mann—\Whitney U
testom, b — Razlike u kondicijskom indeksu (Fulton-ov kondicijski faktor) izmedu Zenki zavicajne
vrste uskoskarog raka i invazivne strane vrste signalnog raka ispitane Mann—Whitney U testom.

POL — uskoskari rak, PAL — signalni rak. Statisticki znaCajne razlike oznacene su zvjezdicom (*)

4.4.2. Parametri imunosnog odgovora

Snaga reakcije inkapsulacije nije pokazivala razliku medu spolovima, stoga su muZjaci i
zenke analizirani zajedno te je gledana razlika izmedu vrsta. Analize su pokazale statisticki
znacajnu razliku snage reakcije inkapsulacije izmedu uskoskarog i signalnog raka (U = 35,0000;
p =0,0011; Npor = 13; NpaL = 18) (Slika 11), pri ¢emu je invazivna strana vrsta signalni rak imao

statisticki znacajno vece vrijednosti ovog parametra od zavicajne vrste uskoskarog raka.
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Slika 11. Razlike u snazi rekacije inkapsulacije izmedu zaviCajne vrste uskoSkarog raka i
invazivne strane vrste signalnog raka ispitane Mann-Whitney U testom. POL — uskos$kari rak,

PAL — signalni rak. Statisticki znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*).

Analize su pokazale statisti¢ki znacajnu razliku u aktivnosti ukupne profenoloksidaze
(proPO) izmedu muzjaka uskoskarog i signalnog raka (U = 17,0000; p = 0,0456; NeoL = 8; NpaL
= 10) (Slika 12), pri ¢emu muzjaci signalnog raka imaju znatno vece vrijednosti od muzjaka

uskoskarog raka.

27



0.5 *

O Median

o B 25%-75%

% 041 T Min-Max
=
o2
: 03'
= §
S ©
= T 02 *
AT
S X
> O
=5 01
= C
g

O 0.0

| .

o

-0.1 ' :
POL PAL
VRSTA

Slika 12. Razlike u aktivnosti ukupne profenoloksidaze (proPO), izmedu muzjaka zavicajne i
invazivne strane vrste ispitane Mann-Whitney U testom. POL — uskoskari rak, PAL — signalni rak.

StatistiCki znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*).

Za razliku od muzjaka, analize su pokazale kako ne postoji statisticki znacajna razlika u

aktivnosti ukupne profenoloksidaze (proPO) izmedu zenki uskoskarog 1 signalnog raka.

Ostali mjereni parametri imunosnog odgovora (ukupan broj hemocita i aktivnost enzima

PO) nisu se statisticki znacajno razlikovali izmedu vrsta.
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5. Rasprava

Invazivni uspjeh vrsta ovisi o vise ¢imbenika medu koje ubrajamo i imunosni odgovor koji
omogucuje obranu od raznih mikroorganizama, posebice patogenih (Philips i sur. 2010; White i
Perkins 2012). Dosadasnja istraZivanja pokazuju da sjevernoameri¢ke vrste slatkovodnih
deseteronoznih rakova imaju bolji imunosni odgovor na infekciju patogenom A. astaci,
uzro¢nikom racje kuge, za razliku od europskih zavicajnih vrsta kod kojih isti patogen dovodi do
masovnih izumiranja populacija (Holdich i sur. 2009). Pretpostavka je da su sjevernoamericke
vrste koevoluirale sa ovim patogenom koji je u njihovim prirodnim arealima rasprostranjenja
sveprisutan, $to je rezultiralo boljim imunosnim odgovorom, odnosno stalnom ekspresijom gena
koji kodiraju za enzime koji sudjeluju u imunosnoj obrani (Cerenius i sur. 2003). Pokazano je kako
se isti geni eksprimiraju kod europskih vrsta tek nakon odredenog vanjskog podrzaja, Sto ¢ini
imunosni odgovor europskih zavi€ajnih vrsta slabijim od sjevernoameric¢kih invazivnih stranih
vrsta (Cerenius i sur. 2003). S obzirom da je imunosni odgovor rakova nespecifi¢an (Vazquez i
sur. 2009), onda bi pojacana ekspresija gena morala davati opéenito bolju obranu organizma i od
ostalih patogena. Iako je imunosni odgovor vazan pokazatelj op¢e kondicije jedinki, ne postoji
dostatan broj eksperimentalnih radova koji prouc¢ava navedenu temu. Takoder, proveden je mali
broj istrazivanja koji usporeduju imunoloski odgovor invazivnih stranih i zavi¢ajnih vrsta (Rigaud
i Moret 2003; Céspedes i sur. 2019), sto bi moglo dati uvid u mogu¢i dugoro¢ni ishod potencijalne
zaraze u mijeSanim populacijama zavicajnih i stranih invazivnih vrsta u prirodnim populacijama,

kao sto je slucaj u rijeci Korani.

Istrazivanje je provedeno na novo utvrdenim frontama Sirenja signalnog raka (Dragicevi¢
i sur. 2020) gdje je prisutna mijeSana populacija uskoSkarog i signalnog raka. Provedenim
istrazivanjem zabiljezene su znacajne razlike izmedu spolova mjerenjem kondicijskih parametara
1 parametara imunosnog odgovora. Naime, muZjaci uskoSkarog raka i signalnog raka imaju
statisticki znacajno vece vrijednosti Fulton-ovog kondicijskog parametra za razliku od Zenki obje
vrsta, §to je posljedica spolnog dimorfizma. Spolni dimorfizam rakova ocituje se izmedu ostalog
u vecem tijelu i klijeStima muzjaka u usporedbi sa zenkama, a koja sluze u borbama sa ostalim
muZzjacima i za pridrzavanje Zenki prilikom parenja (Galeotti i1 sur. 2006). Stoga za ocekivati je

kako ¢e vrijednosti Fulton-ovog kondicijskog faktora, koji predstavlja omjer mase i ukupne duzine
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jedinke, biti ve¢e kod muzjaka u odnosu na zenke. Nadalje, zabiljeZzene su statisticki vece
vrijednosti u ukupnoj profenoloksidazi kod zenki uskoskarog raka u usporedbi sa muzjacima
uskoskarog raka, dok u slucaju signalnog raka nije zabiljezena statisticki znacajna razlika po
spolovima. Jedinke su uzorkovane u periodu kada se pripremaju za parenje. U ovom periodu
rakovi, a posebno zenke skladiste velike koli¢ine energije u hepatopankreasu zbog nadolazeceg
perioda inkubacije jaja (Fernandes i sur. 1994) koji je energetski zahtjevan, pa su zenke u ovom
periodu u najboljoj kondiciji. Stoga pretpostavljamo da bi i njihov imunosni odgovor u ovom
periodu trebao biti bolji, S§to potencijalno objasnjava zaSto Zenke uskoSkarog raka imaju vece
vrijednosti ukupne profenoloksidaze od muzjaka. Takoder istrazivanje je pokazalo da su u ovom
periodu Zenke uskoskarog raka imale vec¢i hepatosomatski indeks od Zenki signalnog raka, $to
ukazuje da ove dvije vrste nisu u istim fazama pripreme za parenje te u konacnici potencijalno

objasnjava i nedostatak razlika u profenoloksidazi izmedu muzjaka i zenki signalnog raka.

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je usporediti imunosni odgovor izmedu zavicajne i
invazivne strane vrste slatkovodnih deseteronoznih rakova koriste¢i veéi broj parametara
imunosnog odgovora. S obzirom da je imunosni odgovor vazna komponenta kondicije jedinke
mjerili smo i kondicijske parametre. Zabiljezene su statisticki znacajno vece vrijednosti
hepatosomatskog indeksa uskoskarog raka u usporedbi sa signalnim rakom S$to je vjerojatno
rezultat morfoloskih razlika izmedu vrsta, odnosno vecih klijesta signalnog raka u odnosu na
uskoSkarog raka (Harlioglu 1996). S druge strane zabiljeZene su statisticki znacajno vece
vrijednosti Fulton-ovog kondicijskog parametra i kod muzjaka i kod Zenki signalnog raka za
razliku od muzjaka i zenki uskoSkarog raka. Razlika u kondiciji je vjerojatno rezultat morfoloskih
razlika izmedu vrsta, stoga samo kondicijski parametri nisu najbolji za usporedivanje vrsta. S
druge strane o¢ekujemo da su imunosni parametri pouzdaniji za usporedivanje vrsta jer ne ovise o
morfoloskim razlikama. Takoder obje vrste imaju sli¢an godisnji ciklus. Vrijeme parenja ovisi o
hormonima koji su regulirani temperaturom i fotoperiodom, kod signalnog raka obi¢no u
listopadu, a kod uskoskarog izmedu listopada i studenog (Holdich 2002). Nadalje, izlijeganje jaja
je kod signalnog raka u periodu od ozujka do srpnja, dok je kod uskoskarog raka nesto krace, od

svibnja do lipnja (Holdich 2002).

Ukupna profenoloksidaza predstavlja ukupni imunosni potencijal koji se aktivira

prisustvom lipopolisaharida stani¢ne stijenke stranih tijela, tako $to serinske proteaze pretvaraju
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zimogen profenoloksidazu, koji se nalazi u hemocitima, u aktivni oblik enzima fenoloksidaza
(Soderhall 1982). Kaskadom reakcija u konacnici dolazi do sinteze melanina, krajnjeg koraka u
kaskadi proPO sustava. Inkapsulacija je bitan mehanizam obrane od patogena koji dovodi do
nakupljanja hemocita i stvaranja kapsule oko stranog tijela, odnosno izolira se patogen melaninom
(Vazquez i sur. 2009). S obzirom da je proPO sustav kod sjevernoamerickih vrsta stalno aktivan,
za razliku od europske vrste uskoskarog raka gdje je potreban vanjski podrazaj kako bi se kaskadni
sustav pokrenuo (Cerenius i sur. 2003), o¢ekivali smo kako ¢e signalni rak imati veée vrijednosti
snage reakcije inkapsulacije, ukupnog broja hemocita i aktivnosti PO i proPO, za razliku od
uskoskarog raka. Istrazivanjem su zabiljeZene statisticki znacajno vece vrijednosti snage reakcije
inkapsulacije kod signalnog raka u usporedbi sa uskoSkarim rakom 1 statisti¢ki znacajno vece
vrijednosti aktivnosti ukupne profenoloksidaze kod muzjaka signalnog raka za razliku od muZzjaka
uskoSkarog raka. Statisticki znacajne razlike nisu primijec¢ene izmedu vrsta u ukupnom broju
hemocita niti u aktivnosti fenoloksidaze, sto je suprotno od nasih oc¢ekivanja. Implantat predstavlja
patogena kojeg rakovi onda izoliraju tako Sto agregiraju hemocite u kojima se nalazi
profenoloksidaza koja se aktivira u fenoloksidazu, stoga smo ocekivali razlike i u ukupnom broju
hemocita i aktivnosti fenoloksidaze. Istrazivanja koja objedinjuju sve imunosne parametre koji
utje¢u na imunosni odgovor je malo (Gruber i sur. 2014a) stoga ovo istrazivanje uvelike doprinosi
holistickom proucavanju imunosnog odgovora. Ustanovljena je veca snaga reakcije inkapsulacije
kod signalnog raka i veca aktivnost ukupne profenoloksidaze kod muZzjaka signalnog raka §to
potvrduje hipotezu da je imunosni odgovor invazivne strane vrste signalnog raka bolji (barem u

nekim segmentima) od imunosnog odgovora zavicajne vrste uskoSkarog raka.

Razumijevanje imunosnog odgovora kao ¢imbenika u uspjehu invazije slatkovodnih
deseteronoznih rakova i razlike u imunosnom odgovoru invazivnih stranih i zavicajnih vrsta
slatkovodnih deseteronozih rakova ostaje vazan predmet istrazivanja u biologiji rakova. Kod
vecine ispitanih parametara signalni rakovi imaju statisti¢ki znacajno vece vrijednosti u odnosu na
uskoskare rakove, §to potvrduje hipotezu da invazivna strana vrsta signalni rak ima ja¢i imunosni
odgovor u usporedbi sa zavicajnom vrstom uskoskarog raka. Jac¢i imunosni odgovor, koji je
nespecifi¢an, smatramo da bi trebao donijeti prednost i kod zaraze drugim patogenima §to bi u
mijesanim populacijama kakva je prisutna u Korani, opet dalo kompetitivnu prednost signalnom
raku. Daljnja istrazivanja biti ¢e usmjerena upravo na ispitivanja da li zabiljeZzena veca snaga

inkapsulacije i razlike u ukupnoj profenoloksidazi kao imunosnom potencijalu znace zapravo bolju
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obranu i od drugih patogena Sto ¢emo ispitivati kontroliranim eksperimentalnim izlaganjima

rakova drugim patogenima.

Populacije uskoskarog raka u rijeci Korani pocele su se smanjivati nakon unosa signalnog
raka (Hudina i sur. 2017; Dragicevi¢ i sur. 2020). Svojim Sirenjem u uzvodnom i nizvodnom
smjeru u rijeci Korani, signalni rak sve vise potiskuje uskoSkarog raka, pa tako populacije
uskoskarog raka koje su bile prisutne u 2012. god. u srediStu invazije, danas su potpuno istisnute.
Unato¢ robusnosti uskoskarog raka i1 otpornosti odredenih populacija na patogen koji uzrokuje
bolest racju kugu, prijasnja istrazivanja potvrdila su da signalni rak istiskuje uskoSkarog raka iz
zajednickih populacija u rijeci Korani. Medutim patogen, odnosno prijenos bolesti ra¢je kuge nije
glavni mehanizam kojim signalni rak istiskuje uskoskarog raka. Populacije signalnog raka u rijeci
Korani su zdrave, a patogen A. astaci je zabiljezen u vrlo malom postotku jedinki i u vrlo niskim
koncentracijama: Ao i A1 razina zaraze prema Vralstad i sur. (2009) (Dragi¢evi¢ i sur. neobjavljeni
rezultati). Stoga smatramo kako tako niske koncentracije nisu pouzdane da bi se proglasila
prisutnost patogena u populaciji signalnog raka u rijeci Korani. Zbog svega navedenoga, druge
karakteristike signalnog raka, poput veceg fekunditeta i agresivnosti potencijalno doprinose
istiskivanju uskoSkarog raka (Séderback 1991; Usio i sur. 2001; Huber i Schubart 2005). Uz to,
ovo istrazivanje pokazuje kako i imunosni odgovor signalnog raka potencijalno doprinosi
kompetitivnoj prednosti nad zavicajnom vrstom jer omoguéava bolju obranu organizma od svih

potencijalnih patogena u okolisu.
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6. Zakljucak

Provedeno istrazivanje je pokazalo da se imunosni odgovor invazivne strane vrste
signalnog raka znacajno razlikuje od imunosnog odgovora zavicajne vrste uskoskarog raka.
Razlike smo pokazali usporeduju¢i parametre imunosnog odgovora: ukupan broj hemocita, snaga
reakcije inkapsulacije, aktivnost enzima fenoloksidaza i ukupna profenoloksidaza te kondicijske
parametre: hepatosomatski indeks i Fulton-ov kondicijski faktor, s obzirom da je imunosni
odgovor vazna komponenta kondicije jedinki. Znacajno vece vrijednosti su zabiljeZzene kod
signalnog raka u parametrima: Fulton-ov kodicijski faktor, snaga reakcije inkapsulacije i aktivnost
ukupne profenoloksidaze, koje upucuju na bolji imunosni odgovor invazivne strane vrste
signalnog raka u odnosu na zavi€ajnu vrstu uskoskarog raka. Takoder bolji imunosni odgovor
signalnog raka potencijalno doprinosi kompetitivnoj prednosti signalnog raka nad uskoSkarim, na
podrucju rijeke Korane. Ove spoznaje potvrduju prijasnja istrazivanja koja pretpostavljaju da je
imunosni odgovor bolji kod invazivnih stranih vrsta u odnosu na zavi¢ajne vrste i da je imunosni
odgovor jedan od bitnih ¢imbenika koji doprinosi invazivnhom uspjehu jedne od najuspjesnijih

invazivnih vrsta Europe.
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9. Sazetak

Usporedba imunosnog odgovora zavi¢ajne i invazivne strane vrste deseteronoZnih rakova

rijeke Korane

Anita Tarandek

Imunosni odgovor je odgovoran za obranu organizama od patogena i Stetnih uvjeta u
okoli8u, te je od iznimne vazZnosti za organizme. Uz to imunosni odgovor jedan je od ¢imbenika o
kojima ovisi invazivni uspjeh vrsta. U ovom istraZivanju smo po prvi puta usporedili razlike u
imunosnom odgovoru otporne zaviCajne vrste, uskoskarog raka (Pontastacus letpodactylus) i
uspjesne invazivne strane vrste, signalnog raka (Pacifastacus leniusculus) iz rijeke Korane, gdje
ove vrste dolaze u mijeSanim populacijama. Istrazivanje smo proveli usporedujuci parametre
imunosnog odgovora: ukupan broj hemocita, snaga reakcije inkapsulacije, aktivnost enzima
fenoloksidaza (PO) i ukupna profenoloksidaza (proPO) te kondicijske parametre: hepatosomatski
indeks i Fulton-ov kondicijski faktor, s obzirom da je imunosni odgovor vazna komponenta
kondicije jedinki. Vece vrijednosti su zabiljezene kod signalnog raka u sljede¢im parametrima:
Fulton-ov kodicijski faktor, snaga reakcije inkapsulacije i aktivnost ukupne profenoloksidaze zbog
¢ega smo zakljucili da invazivna strana vrsta signalni rak ima bolji imunosni odgovor u usporedbi
sa zaviCajnom vrstom uskosSkarog raka. Bolji imunosni odgovor signalnog raka uz ostale
karakteristike poput veceg fekunditeta i agresivnosti potencijalno doprinosi istiskivanju populacija
uskoskarog raka u mijeSanim populacijama na podrucju rijeke Korane. Ovim potvrdujemo
prijaSnja istraZivanja koja pretpostavljaju da je imunosni odgovor bolji kod invazivnih stranih vrsta
u odnosu na zavicajne vrste 1 da je imunosni odgovor jedan od bitnih ¢imbenika koji doprinosi

invazivnom uspjehu jedne od najuspjesnijih invazivnih vrsta Europe.

Kljuéne rijeci: imunosni odgovor, signalni rak, uskoskari rak, rijeka Korana
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10. Summary

Comparison of the immune response of native and invasive alien species of decapod

crayfish of the Korana river

Anita Tarandek

The immune response is responsible for protecting organisms against pathogens and
harmful environmental conditions, hence it is of great importance to organisms. Consequently, the
immune response is one of the drivers of invasion success of a species. In this study, we compared
for the first time the differences in the immune response of the resistant native species, the narrow-
clawed crayfish (Pontastacus letpodactylus) and the successful invasive alien species, the signal
crayfish (Pacifastacus leniusculus) from the Korana river, where these species occur in mixed
populations. We conducted the study by comparing immune response parameters: total hemocyte
count, strength of the encapsulation response and enzyme activity of phenoloxidase (PO) and total
prophenoloxidase (proPO) and body condition parameters: hepatosomatic index and Fulton’s
condition factor, since the immune response is considered as an important fitness component.
Significantly higher values were observed in the signal crayfish for the following parameters:
Fulton’s condition factor, strength of the encapsulation response and total prophenoloxidase. Thus,
the invasive signal crayfish had a better immune response in comparison to the native narrow-
clawed crayfish. The better immune response of the signal crayfish along with other characteristics
such as higher fecundity and aggressiveness potentially contributes to the observed displacement
of populations of the narrow-clawed crayfish from mixed populations in the Korana river. This
finding is in line with previous studies that suggest that the immune response of invasive alien
species is advantageous in comparison to the native species and that the immune response is one
of the important factors contributing to the invasion success of one of Europe’s most successful

aquatic invaders.

Key words: immune response, signal crayfish, narrow-clawed crayfish, Korana river
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