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1. Uvod
1.1. Evolucijska pojava spola

Spol jedinke definiramo temeljem oblika gameta koje ona proizvodi; muzjaci proizvode
manje gamete u odnosu na zenke. Ukoliko jedinka proizvodi obje vrste gameta, radi se o
dvospolnoj zivotinji ili jednodomnoj biljci. Kako bi nastali potomci, u veéini slucajeva
potrebno je spajanje gameta razlicitih spolova. Osim spola, u smislu muzjak/zenka, postoje i
reproduktivni tipovi kojih moze biti vise od dva; na taj nacin se ¢esto oznacavaju gljive. Kod
ovog se sustava takoder samo odredeni tipovi mogu sparivati 1 dati nove jedinke. Smatra se da
je spol na razli¢ite nacine nastao vise puta tijekom evolucije. Uglavnom je nastajao kao
razli¢itost spolnih stanica organizma, ili kao razli¢itost samih organizama. U nekom je trenutku
moralo do¢i do anizogamije; razlike u gametama. Tesko je sa sigurno$c¢u reéi je li ona nastala
preko antigena i receptora na povrsini stanice, kompeticijom izvanjezgrene DNA razli¢itih
roditelja, jednostavno kao razlika u veli¢ini gameta ili temeljem neceg drugog. Mehanizme
anizogamije moguce je samo pretpostaviti temeljem proucavanja i usporedivanja dana$njih
organizama. Bez obzira na nastanak, pojavile su se morfoloski razli¢ite anizogamete: zenska
gameta postala je ve¢a od muske, a s vremenom je izgubila i pokretljivost. Pove¢anje mase
omogucilo joj je viSe hranjivih tvari za razvitak mladog embrija, a muskoj gameti je gubitak
mase omogucio lakSe kretanje 1 pronalazenje Zenske gamete. Ne moze se tvrditi da je to
energetski isplativiji i napredniji oblik gameta i oplodnje jer su se i izogamete zadrzale do danas,
vec je to samo jedan od oblika anizogamije koji se razvio iz izogameta (Hoekstra, 1987; Stearns,
1987; Stearns i Hoekstra, 2005).

Namece se pitanje zaSto je spol uopée nastao, odnosno zasto se zadrzao tijekom
vremena, sve do danas? Pojava spolova uvjetuje spolno razmnozavanje, §to pak zahtjeva da
jedinka, kako bi doslo do nastanka zigote, pronade partnera ili nacin kako ,,dostaviti gamete
drugom spolu. To spolno razmnoZavanje ¢ini "energetski skupljim" i kompleksnijim ¢inom pa
se namece pitanje koliko je ono zapravo uc¢inkovito i isplativo. Unato¢ tome, veéina organizama

razmnoZzava se na ovaj nacin (Hoekstra, 1987; Stearns, 1987).

S druge strane je nespolno razmnozavanje u kojem nije potrebno spajanje gameta;
potomci nastaju iz neoplodenih jaja (partenogeneza), pupanjem zivotinje (hidre, koralji) ili
vegetativnim nacinima (vrijeze kod biljaka). Kod partenogeneze energija se ne troSi na
pronalaZenje spolnog partnera, nego samo za proizvodnju jaja. Ukoliko su svi potomci zenke

(telitokija), ovaj nacin postaje energetski jos isplativiji. Jedinka koja se razmnozava na ovaj
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nacin u samo nekoliko generacija moze uvelike broj¢ano nadmasiti onu koja se razmnozava

spolno (Stearns, 1987).

Vise je pogleda i teorija o tome koji je na¢in razmnozavanja povoljniji, i u kojim
okolisnim uvjetima. ,,Tradicionalni pogled* govori kako se nespolno razmnozavanje javlja u
stabilnim uvjetima, a spolno u nestabilnim (promjenjivim) uvjetima okolisa. Podloga tome
gledistu je upravo genetska raznolikost vrsta koje se spolno razmnozavaju koja im omogucuje
adaptaciju. Vrste koje se nespolno razmnozavaju bi u promjenjivim uvjetima tesko opstale, jer
su mutacije, a time i adaptacije, relativno rijetke. Ova je teorija potkrijepljena promatranjem
fakultativno partenogenetskih organizama; primijeceno je da se oni u stabilnim uvjetima
razmnozavaju nespolno, a kada nastupe nepovoljni uvjeti krecu u potragu za spolnim partnerom
i spolno se razmnozavaju. Glavna kritika tradicionalnom pogledu jest da u fokus stavlja
skupinu, a ne jedinku. Ukoliko se gleda jedinka, evolucijski pritisak natjerao bi je da se
razmnozava nespolno, odnosno partenogenezom. Na taj nacin najbrZe i s najmanje utroska
energije moze stvoriti ve¢i broj potomaka i tako osigurati opstanak svojih gena. Medutim, za
opstanak vrste ili populacije, spolno razmnozavanje je povoljnije. Potomci koji nastaju spolnim
razmnozavanjem su, zahvaljujuéi rekombinaciji, genski razliciti od roditelja. Razmjena gena i
rekombinacije omogucuju da se jedinke prilagode promjenjivim uvjetima okolisa, a
,outbreedingom* (nesrodnim krizanjem, 0dnosno razmnozavanjem) se smanjuje vjerojatnost
nakupljanja loSih mutacija i pojave svojstava koja smanjuju reproduktivni uspjeh jedinke. Veca
genska raznolikost ili gene pool povecava vjerojatnost pojave fenotipa koji ¢e biti preadaptiran

za promjenjive uvjete u okolisu (Stearns i Hoekstra, 2005).

Cesto se u evoluciji zanemaruje znacaj jedinki koje se nespolno razmnoZzavaju za
specijaciju. Ukoliko se dogodi nasljedna mutacija kod Zenke koja se razmnozava nespolno,
ubrzo ¢e nastati velik broj potomaka koji nose tu mutaciju. Tako je utjecaj jedinke koja se
nespolno razmnozava na gensku raznolikost i nastajanje novih vrsta puno veci nego §to se to
uobicajeno Smatra. Zbog toga $to organizmi Kkoji se nespolno razmnoZzavaju imaju manje
raznolik gene pool, smatra se da su u nepovoljnijoj situaciji. Medutim, prethodno objasnjenim
primjerom mutacije kod jedinke koja se nespolno razmnoZava ocito je da situacija nije tako

crno-bijela (Stearns, 1987).



1.2. Kukci: evolucijska uspjesnost i raznolikost

Razred Insecta (kukci) je vrstama daleko najbrojnija skupina Zivotinja s do sada
opisanih preko milijun vrsta, a procjenjuje se da ih je izmedu dva i Sest milijuna. Obuhvacaju
tridesetak redova, od koji se pet smatra “glavnima“ zbog velikog bogatstva vrstama: Coleoptera
(kornjasi) s preko 350 000 vrsta; Diptera (dvokrilci) sa 150.000 vrsta, koje ukljucuju dobro nam
poznate komarce, muhe, i obade; Hymenoptera (opnokrilci) s preko 150.000 vrsta, kojima
pripadaju pcele, ose, bumbari i mravi; Lepidoptera (leptiri) s oko 150.000 vrsta; te Hemiptera
(polukrilci) s oko 100.000 vrsta. Ima ih razli¢itih oblika, veli¢ina i boja, a nalazimo ih gdjegod
pogledali (Gullan i Cranston, 2004).

Toliku brojnost i raznolikost kukaca omogucila je njihova veli¢ina, grada i ponasanje.
Kukei su relativno mali organizmi, duzina tijela im varira od svega par milimetara do par
centimetara. Zahvaljuju¢i tome, dostupno im je mnogo ekoloskih niSa kojima veéi organizmi
ne mogu pristupiti. Takoder, zato §to su mali, nije im potrebno mnogo hrane. Imaju kratki
zivotni vijek, ali zato imaju moguénost stvoriti veliki broj potomaka. Zahvaljujuéi letu i
za$titnoj hitinskoj kutikuli lakSe mogu izbje¢i predatore, ali i raSiriti se na nova stanista. U
kukaca postoje raznovrsni oblici usnih organa: za grizenje, sisanje, bodenje i lizanje, $to je
takoder omogucilo zauzimanje dotad praznih ekoloskih nisa pa tako postoje kukci Kkoji su
herbivori, omnivori, predatori, nametnici, itd. Uzdusnicki sustav jedna je od najznacajnijih
prilagodbi za Zivot na kopnu. Radi se o sustavu cjevcica kojima zrak struji sve do stanica 1
medustani¢nih prostora, a ventilaciju omogucuju pokreti tijela. Imaju vrlo sloZzen osjetilni
sustav koji je analogan onome u kraljeznjaka, vise nego onome u beskraljeznjaka (Gullan i

Cranston, 2004; Habdija i sur., 2011).

1.2.1 Determinacija spola

Spol se kod kukaca determinira na viSe nacina koji se ¢esto razlikuju i unutar redova.
Kod vecine vrsta spol se determinira kod oplodnje te ga odreduje prisutnost jednog od spolnih
kromosoma, omjer broja spolnih kromosoma ili stupanj ploidije. Ovisno o prisutnosti spolnih
kromosoma, postoje XY/XX (Zenka je homogametna), X0/XX (muZjaku nedostaje jedan spolni
kromosom) i ZZ/ZW sustav (muzjak je homogametan). Spol gotovo svih vrsta unutar roda
Hymenoptera odreden je stupnjem ploidije, gdje su muzjaci haploidni, a Zenke diploidne. Spol

moze biti odreden i nakon oplodnje, odnosno maj¢inim u¢inkom, naknadnim utiSavanjem gena



itd. Eksperimentalno je dokazano da se spol takoder moze determinirati i okoli$nim uvjetima
(Bergerard, 1972).

U slucajevima kada dode do greske kod npr. gametogeneze ili spajanja gameta, mogué
je nastanak abnormalnog broja ili omjera kromosoma. Tada se javljaju razliciti oblici interseksa,

Sto moze manje ili viSe utjecati na fertilnost i prezivljavanje jedinke.

Kod reda Phasmatodea (hrv. nakaznici), spol se ve¢inski determinira sustavom X0/XX,
primjerice u vrsta Clonopsis algerica (Pantel, 1890) i Pijnackeria hispanica (Bolivar, 1878). U
nekim pak slu¢ajevima, kao $to je u vrste Leptynia attenuata Pantel, 1890, postoji Y kromosom
koji odreduje muski spol jedinke (XY/XX sustav). Kod potonje vrste smatra se da je naknadno
,,dobila* spolni kromosom, tj. da je u nekom trenutku presla s X0 na XY sustav (Sanchez, 2008;

Milani i sur., 2010; Liehr i sur., 2017).

1.2.2. Partenogeneza

Partenogeneza je nespolni na¢in razmnozavanja kod kojeg se neoplodena jajna stanica
razvija u jedinku te na taj nacin nastaju klonovi majke. Zbog sudjelovanja jajne stanice u
razmnozavanju smatraju je i jednospolnim razmnozavanjem. Postoji nekoliko podtipova
partenogeneze; kod telitokije svi su potomci Zenke, a kod arhenotokije muzjaci. Ukoliko nastaju
oba spola, radi se o amfitokiji ili deuterotokiji. Partenogeneza se moze dijeliti i s obzirom na
nacin nastajanja jaja; kod apomikticke partenogeneze jajna stanica se dijeli mitozom i nastaju
dvije diploidne stanice (jaja); kod automikticke jajna se stanica dijeli mejozom, medutim nakon
zavrSene diobe stapa se s drugom nastalom stanicom te postaje diploidna (More, 1996;
Normark, 2002; Scali, 2009).

Ovim nespolnim nac¢inom razmnoZzavaju se mnogi kukci i biljke, a zabiljeZen je i u
nekoliko vrsta riba i gmazova. Razred Bdelloidea unutar koljena Rotifera (kolnjaci) vec se
milijunima godina razmnozava isklju¢ivo partenogenezom, te se smatra da muZjaci vise ne
postoje (Habdija i sur., 2011). Vecina se vrsta ipak razmnozava fakultativnom partenogenezom;

tijekom zivota izmjenjuju spolnu i nespolnu fazu.



2. Ciljevi rada

Istrazivanjem ¢e se utvrditi vrijeme potrebno za izlijeganje nimfi vijetnamskog
pali¢njaka (Medauroidea extradentata (Brunner von Wattenwyl, 1907)) u uzgojnim uvjetima,
kao 1 uspjesnost izlijeganja nimfi. Takoder, zabiljezit cemo vrijeme potrebno od izlijeganja do

prvog presvlacenja, kada je moguce odrediti spol jedinki.

Cilj ovog rada takoder je istraziti promjenu ucestalosti pojave muzjaka unutar uzgojne

populacije vijetnamskih pali¢njaka pod utjecajem nekih okolisnih ¢imbenika.

Istrazit ¢emo da li na ucestalost pojave muzjaka u vrste M. extradentata u uzgojnim
uvjetima utjecu:
a) poviSena temperatura
b) ultraljubicasto zracenje (UV)
¢) ionizirajuce zracenje i

d) centrifugalna sila.

Pretpostavljamo da bi navedeni tretmani kojima simuliramo promjene okoli$nih uvjeta
mogli dovesti do povecane ucestalosti pojave muzjaka u populaciji uzgajanih vijetnamskih
pali¢njaka. Rezultati bi se mogli primijeniti u proucavanju pojave spolnog razmnoZzavanja kod

fakultativno partenogenetskih organizama, te njenog utjecaja na evoluciju.



3. Materijali i metode

3.1. Pokusni organizam

Vrsta Medauroidea extradentata (Brunner von Wattenwyl, 1907), vijetnamski
pali¢njak, pripada redu Phasmatodea (nakaznici). Prirodno staniSte vrste je tropsko podrucje
Vijetnama, medutim postoje brojne kulture u razli¢itim ustanovama diljem svijeta. Na
Bioloskom odsjeku PMF-a u Zagrebu uzgajaju se 10-tak godina za potrebe nastave zoologije.
Razmnozava se partenogenezom, to¢nije telitokijom (Sanchez, 2008), ali ponekad dolazi i do
pojave muzjaka. Ima nepotpunu preobrazbu; iz jaja se izlijeze stadij nimfe (Habdija i sur.,
2011). Nakon $to dosegne spolnu zrelost, stvara velik broj jaja, a jedino §to zahtjeva pri uzgoju
u terariju je visoka vlaga zraka i lis¢e kupine u prehrani (Boucher i Varady-Szabo, 2005). Ova

vrsta odabrana je kao pokusni model upravo zbog fakultativno nespolnog razmnozavanja i

lakog uzgoja.

Slika 1. Izgled jedinke vrste M. extradentata; a) zenka, b) muzjak (preuzeto iz
http://www.phasmatodea.com/web/guest/photos?p_p_id=phasmatodeaimagegallery WAR_p
hasmatodeade5231_INSTANCE_U96i&p_p_lifecycle=0&p_p_state=normal&p_p_mode=vie

w&p_p_col_id=column-1&p_p_col_count=1&categoryld=921)



3.2. Metode
3.2.1. Uzgoj pali¢njaka

Iz kulture vijetnamskog pali¢njaka, u kojoj su prisutni i zenke 1 muzjaci, odabrano je 5
zenki priblizno jednake veli¢ine i starosti (10 cm £ 2 cm ukupne duljine tijela, oko godine dana
starosti). Drzane su u odvojenom plasticnom terariju, redovito hranjene kupinovim lis¢em i
prskane vodom iz boce Strcaljke radi odrzavanja visoke vlage zraka. Prostorija u kojoj se terarij
imala je stalnu temperaturu zraka od 25 °C i takoder visoku vlaznost zraka. Fotoperioda je bila
konstantna, izmjenjivalo se 14 sati svijetla i 10 sati tame Sto otprilike odgovara uvjetima
prirodnog stanista. Istrazivanje je provedeno tijekom 5 mjeseci, u razdoblju od studenog 2017.

do travnja 2018. godine.
3.2.2 Prikupljanje jaja

Dva tjedna nakon izdvajanje zenki iz kulture zapoceto je skupljanje jaja koja su zenke
polagale na dno terarija oblozeno papirnatim ru¢nikom i potom su jaja skupljana jednom u
svakih tjedan dana . Jaja su skupljana tijekom sedam tjedana, a ukupno ih je skupljeno 947. Jaja
skupljena u svakom pojedinom tjednu spremana su u zasebne staklene Petrijeve zdjelice. U
Petrijevim zdjelicama takoder su drzana na papirnatoj podlozi kako bi se smanjilo njihovo
pomicanje i moguca os$tecenja te su redovito prskana zbog odrzavanja vlage. Nakon sedmog
tjedna, jaja razliite ,.starosti su ravnomjerno podijeljena u odvojene skupine (Petrijeve
zdjelice) koje Ce biti na razlicite nacine tretirane te je za svaku starosnu skupinu jaja osigurana
kontrola. Pripremljeno je ukupno 37 Petrijevih zdjelica s jajima razliCite starosti, a broj jaja u
pojedinim skupinama pripremljenim za razli¢ite tretmane i kontrolu prikazan je u Tablici 1. Za
tretman centrifugalnom silom su temeljem rezultata prethodnih istrazivanja (Pijnacker, 1966)

odvojena samo jaja jednog i dva tjedna starosti (Tablica 1).



Tablica 1. Broj jaja u pojedinim skupinama izdvojenim za odredeni tretman

(Stsa}:;ﬂg/; ! (/?) (E) (f-f) (51)) (5) (5) (%
tjednima)

KONTROLA (K) 19 26 34 37 28 21 18
TEMPERATURA (T) 19 26 34 37 28 21 18
UV-3h (UV3) 19 26 34 37 28 21 18
UV-6h (UV6) 19 26 37 27 28 21 18
;ﬂgggﬁﬁ? 19 26 34 37 28 21 18
CENTRIFUGA (C) / / / / / 21 18

3.2.3. Metode tretiranja pojedinih skupina jaja pali¢njaka

Razvrstane skupine jaja palicnjaka podvrgnute su razliitim tretmanima kako bi se

istrazio njihov uc¢inak na ucestalost pojave muzjaka u populaciji. Jaja su tretirana na slijedece

nadine;

1)

2)

3)

4)

Povisenom temperaturom - skupine jaja razli¢ite starosti Su stavljene u termostat na
temperaturu od 45 °C u trajanju od dva sata. Za vrijeme tretmana jaja su bila u
poklopljenim Petrijevim zdjelicama.

UV zracenjem - jaja su izloZzena UV zracenju valne duljine 254 nm u trajanju od tri,
odnosno 6 sati. Za vrijeme tretmana, Petrijeve zdjelice s jajima su otklopljene kako
bi se osigurao u¢inak UV zracenja na jaja.

lonizacijskim zracenmjem - jaja su izlozena ionizacijskom zracenju na udaljenosti
307 cm od centra izvora i visini 72 cm od poda. Koristen je panoramski izvor gama
zracenja 60-Co, energije 1.25 MeV, brzine doze 24.5 mGy/s, a vrijeme zracenja bilo
je 8.5 sekundi. Apsorbirana doza zracenja bila je 0.264 Gy. Zracenje je provedeno
u Laboratoriju za radijacijsku kemiju i1 dozimetriju Instituta ,,Ruder BoSkovi¢* u
Zagrebu.

Centrifugalnom silom - jaja su premjestena u epruvete i centrifugirana na 4600 rpm
u trajanju od 2 sata. Jaja su u epruvetama bila uloZena u pamucnu vatu, kako bi se
sprijecilo gnjeCenje uzrokovano centrifugalnom silom. Na temelju prethodnih
istrazivanja (Pijnacker, 1966), centrifugiranjem su tretirana samo ,,najmlada“ jaja,

starosti jedan do dva tjedna (Tablica 1).




3.2.4. Odrzavanje tretiranih jaja i izlegnutih nimfi pali¢njaka

Nakon tretmana, jaja su drzana u Petrijevim zdjelicama u istim uvjetima kao 1 prije
tretmana. Nakon §to je zabiljeZeno prvo izlijeganje juvenilnih jedinki (nimfa), one su prebacene
u terarij koji je imao zasebne odjeljke za svaku tretiranu i kontrolnu skupinu jaja iz kojih su se
izlijegale nimfe (Slika 2). Dimenzije odjeljaka u terariju bile su: 106 x 109 x 392 mm, a gornja
ploha je pokrivena mrezicom kako bi zrak mogao cirkulirati. Izlegnute nimfe brojane su dva

puta tjedno u razdoblju od 9. sije¢nja do 6. ozujka 2018. godine, a nakon tog razdoblja nimfe

su se sporije izlijegale iz jaja pa je terarij pregledavan jednom tjedno sve do 20. ozujka.

Slika 2. Uvjeti drzanja jaja i izgled nimfi neposredno nakon izlijeganja (a) te shematski prikaz
(b) i fotografija terarija (c) s odjeljcima u kojemu su nimfe pali¢njaka drzane nakon
izlijeganja

(Fotografija: Dora Culjak)



3.2.5. Odredivanje spola nimfi pali¢njaka

Spol je odredivan na temelju morfologije zatka, odnosno na temelju grade vanjskih
spolnih organa. Pri odredivanju koristen je stereo-mikroskop Pro-lux, pali¢njaci su promatrani
pri ukupnom povecéanju 40x, a kao klju¢ za odredivanje spola koriSten je slikovni prilog u
publikaciji Wilbert (1953) (Slika 3) te fotografija zatka Zenke 1 muZzjaka vrste (Slika 4) koja je

napravljena tijekom istrazivanja.

Slika 3. Izgled trbusne (ventralne) strane zatka ovisno o spolu; a) Zenka nakon prvog

presvlacenja, b) muzjak nakon prvog presvlacenja (preuzeto iz: Wilbert, 1953)

Slika 4. Fotografija ventralne strane zatka; a) Zenke, b) muzjaka

(Fotografija: Tea Huten)
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3.2.6. Kvantitativna obrada podataka

Svi graficki prikazi rezultata istrazivanja izradeni su u programu Microsoft Office
Excell (Version 10.0), a statisticke analize u programu Statistica (Version 13.3). S obzirom da
su se u pojedinim starosnim skupinama nalazio razli¢it broj jaja svi rezultati prikazani su kao
%-tni udjeli u ukupnom broju tretiranih jaja u skupini. Kako bi se utvrdilo postoji li statisticki
znacajna razlika izmedu pojedinih starosnih kategorija jaja u broju izlegnutih jedinki i broju
muzjaka za svaki pojedini tretman upotrijebljene su 2 x 7 kontingencijske tablice te je izraCunat

2

X pomocu algoritma na mreznoj stranici

http://www.physics.csbsju.edu/stats/contingency NROW NCOLUMN form.html, a za

tretman centrifugom 2 x 2 kontingencijske tablice.

Za utvrdivanje korelacije izmedu broja izlegnutih muZzjaka i broja izlegnutih nimfi
upotrijebljen je neparametrijski Spearmanov test korelacije, a za utvrdivanje statisticke
znacajnosti razlika u broju izlegnutih nimfi i broju muzjaka izmedu kontrole i pojedinih
tretmana neparametrijski Kruskal-Wallisov test u programu Statistica. Mann-Whitney U
neparametrijskim testom usporeden je % izlegnutih nimfi i % muzjaka za dvije starosne
kategorije jaja (jedna i dva tjedna starosti) izmedu kontrole i skupine tretirane centrifugalnom

silom. U statisti¢ckim analizama koristena je razina znacajnosti od 5 % (p < 0,05).
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4. Rezultati

Budu¢i da su jaja grupirana po tjednima u kojima su prikupljena, te je izlijeganje
praceno svakih nekoliko dana. U Tablici 2. prikazan je aproksimativni broj dana (+ 3 dana)

potrebnih za izlijeganje nimfi u kontrolnoj i tretiranim skupinama jaja razliCite starosti.

Tablica 2. Vrijeme potrebno za izlijeganje nimfi (u danima) u razli¢itim starosnim

kategorijama jaja (od jednog do 7 tjedana starosti) u kontrolnoj i tretiranim skupinama

STAROST JAJA (tjedni) 7 | 6| s | a| 3| 2 | 1 | Prosetnovriemezasve
starosne kategorije

KONTROLA 50 | 45 | 45 | 50 | 50 | 45 | 50 48
TEMPERATURA / 55 | 45 | 50 | 80 | 65 | 70 61
CENTRIFUGA / / / / / 70 | 65 68
UV -3h 60 | 40 | 45 | 50 | 50 | 55 | 60 51
UV - 6h 50 | 45 | 45 | 55 | 50 | 45 | 55 49
IONIZACIISKO ZRACENJE 60 | 40 | 45 | 50 | 50 | 45 | 50 49

Nimfe su se iz jaja pocele izlijegati najranije nakon 40 dana inkubacije u Petrijevim
zdjelicama, a zadnje nimfe izlijegale su se nakon 80 dana (Tablica 2). Najkrace prosje¢no
vrijeme izlijeganja jaja svih starosnih kategorija zabiljeZeno je u kontrolnoj skupini (48 dana),
a najduze u skupini jaja tretiranih centrifugalnom silom (68 dana). U tretmanima UV i
ionizacijskim zraenjem za izlijeganje nimfi je prosje¢no bilo potrebno oko 50 dana, a u

tretmanu poviSenom temperaturom 10 dana vise.

Od ukupno 947 skupljenih jaja, nimfe su se izlegle iz njih 184 (19,43 %). U tretiranim
skupinama izleglo se u prosjeku 18,47 % jaja, dok se u kontrolnoj skupini izleglo 30,7 % jaja.
Pojedinac¢ne prosjecne vrijednosti % uspjesno izlegnutih jaja iznosile su slijedom za kontrolu,
tretmane temperaturom, UV zraenjem tijekom tri i 6 sati, ionizacijskim zracenjem i
temperaturom: 30,7 %; 9,6 %; 19,6 %, 17 %; 17,9 % i 28,6 %. Usporedbom broja izlegnutih
nimfi u pojedinim starosnim kategorijama jaja kontrolne 1 svih tretiranih skupina utvrdene su
statisticki znacajne razlike u % izlegnutih jaja izmedu razliCitih starosnih kategorija samo za

tretman temperaturom (Tablica 3).
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Tablica 3. Statisti¢ka znacajnost razlika u broju izlegnutih nimfi izmedu razli¢itih
starosnih kategorija jaja za kontrolnu i svaku pojedinu tretiranu skupinu (* oznacene razlike

koje su statisticki znacajne)

TRETMAN df P
KONTROLA 6 0,085
TEMPERATURA 6 0,003*
UV -3h 6 0,241
UV - 6h 6 0,27
IONIZACIISKO ZRACENJE 6 0,643

Za tretman centrifugalnom silom kojem su podvrgnute samo dvije starosne kategorije

jaja takoder nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u % izlegnutih nimfi izmedu jaja starih

jedan i dva tjedna (df = 1, p = 0,623)

Srednja vrijednost uspjeSnosti izlijeganja jaja u kontrolnoj skupini za sve starosne
kategorije iznosila je 30,7 %. U skupinama jaja starih dva, tri, 6 i 7 tjedana tretiranih poviSenom
temperaturom iz jaja se uopce nisu izlegle nimfe (Slika 5). Takoder, najmanji broj jaja iz kojih
su se izlegle nimfe zabiljeZen je u skupini tretiranoj poviSenom temperaturom u kojoj se izleglo
samo 9,84 % jaja. Iz Slike 5 vidljivo je da je broj izlegnutih nimfi u svim tretmanima manji
nego u kontrolnoj skupini. Medutim, Kruskal-Wallis neparametrijskim testom (Slika 6), kojim
nije obuhvacen tretman centrifugalnom silom radi samo dvije tretirane starosne kategorije jaja,
utvrdeno je da te razlike nisu statisticki znacajne (df =4, p = 0,3903). Za tretman
centrifugalnom silom koji je usporeden s kontrolnom skupinom Mann-Whitney U testom za
jaja stara jedan i dva tjedna takoder nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u % izlegnutih

nimfi za te dvije skupine jaja (p = 1,000).
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Udio izlegnutih nimfi pali¢njaka
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Slika 5. Udio izlegnutih nimfi pali¢njaka s obzirom na tretman i starost jaja (K —
kontrola, T — tretman povisenom temperaturom; UV3 i UV6 — tretmani UV zracenjem

tijekom tri i 6 sati; R — tretman ionizacijskim zracenjem; C — tretman centrifugalnom silom)
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Slika 6. Analiza % izlegnutih nimfi za kontrolu i Cetiri tretirane skupine napravljena Kruskal-
Wallis testom (K — kontrola, T — tretman povisenom temperaturom; UV3 i UV6 — tretmani
UV zracenjem tijekom tri i 6 sati; R — tretman ionizacijskim zra¢enjem; C — tretman

centrifugalnom silom)
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Prvo presvlacenje uoceno je u rasponu od 15 do 32 dana od izlijeganja nimfi, a prosje¢no
su im bila potrebna 24 dana. Najbrze su se presvukle nimfe iz skupine jaja starosti tri tjedna
tretiranih UV-zracenjem tijekom 6 sati, a najsporije nimfe iz kontrolne skupine jaja starosti pet

tjedana.

Determinacijom spola nakon prvog presvlacenja u svim istrazivanim skupinama ukupno
je zabiljeZzena 141 zenka i 43 muZjaka. Broj izlegnutih muZzjaka u pozitivnoj je i statisti¢ki
znacajnoj korelaciji s brojem izlegnutih jedinki (r = 0,34844*, p < 0,05, N = 37). Usporedbom
broja izlegnutih muzjaka u pojedinim starosnim kategorijama jaja kontrolne i svih tretiranih
skupina utvrdene su statisticki znacajne razlike u % izlegnutih muzjaka izmedu razlicitih
starosnih kategorija za tretmane temperaturom i UV- zra¢enjem tijekom tri sata (Tablica 4). Za
tretman centrifugalnom silom razlika u % izlegnutih muzjaka izmedu dviju starosnih kategorija

takoder nije bila statistic¢ki znacajna (df 0 1, p = 0,623).

Tablica 4. Statisticka znacajnost razlika u broju izlegnutih muzjaka izmedu razli¢itih
starosnih kategorija jaja za kontrolnu i svaku pojedinu tretiranu skupinu (* oznacene razlike
koje su statisticki znacajne)

TRETMAN df p
KONTROLA 6 0,309
TEMPERATURA 2 0,027*
UV-3h 5 0,019*
UV - 6h 6 0,886
IONIZACISKO ZRACENJE 6 0,388

Udio izlegnutih muzjaka u svim starosnim kategorijama, kontroli i tretmanima prikazan
je na Slici 7. Prosje¢ni % muzjaka u kontroli iznosio je 32,9 %, a u tretmanima temperaturom,
UV3, UV6, ionizacijski zracenjem i centrifugalnom silom slijedom: 41,7 %; 36,2 %; 24,8 %;
30,2 % i 35 %. Najvec¢i % izlegnutih muzjaka zabiljezen je u skupini tretiranoj povisenom
temperaturom medu jajima starih pet tjedana, 67 % izlegnutih nimfi bile su muskog spola, a
najmanji u kontrolnoj skupini za jaja iste starosne kategorije (8,3 %) (Slika 7). Kruskal-Wallis
testom (Slika 8) utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike u % izlegnutih muzjaka izmedu
Cetiri tretirane skupine i kontrole (df = 4, p = 0,4177), dok je Mann-Whitney U testom takoder
utvrdeno da razlika u % izlegnutih muzjaka izmedu kontrole i skupine tretirane centrifugalnom

silom za dvije starosne kategorije jaja takoder nije statisticki znacajna (p = 0,3333).
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Slika 7. Udio izlegnutih muzjaka po skupinama u odnosu na starost jaja (K — kontrola, T —
tretman povisenom temperaturom; UV3 i UV6 — tretmani UV zraCenjem tijekom tri i 6 sati; R

— tretman ionizacijskim zrac¢enjem; C — tretman centrifugalnom silom)
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Slika 8. Analiza % izlegnutih muzjaka za kontrolu i Cetiri tretirane skupine napravljena
Kruskal-Wallis testom (K — kontrola, T — tretman povisenom temperaturom; UV3 i UV6 —
tretmani UV zracenjem tijekom tri i 6 sati; R — tretman ionizacijskim zra¢enjem; C — tretman

centrifugalnom silom)
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Zasebno su usporedeni % izlegnutih muzjaka za jaja stara jedan i dva tjedna za kontrolu
I svih pet tretmana (ukljucujuci tretman centrifugalnom silom) koji su prikazani na Slici 9.
Kruskal Wallis testom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike medu tretmanima za dvije
starosne kategorije jaja niti u % izlegnutih nimfi (df = 5, p = 0,7103), niti u % izlegnutih
muzjaka (df =5, p=0,1562).

Udio izlegnutih muzjaka
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Slika 9. Udio izlegnutih muzjaka ovisno o tretmanima za dvije starosne kategorije jaja
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5. Rasprava

Prosje¢no vrijeme potrebno za izlijeganje nimfi vrste M. extradentata zabiljezeno u
nasem istrazivanju (49 dana) znatno je kra¢e u odnosu na literaturne podatke za sli¢ne vrste
istog reda pa je tako primjerice za vrstu indijski palicnjak Carausius morosus (Sinéty, 1901)
Wilbert (1953) zabiljezio da je potrebno 100 dana za izlijeganje, a Bergerard (1961) 80 dana.
Pretpostavljamo da su se vijetnamski pali¢njaci kroz desetlje¢e uzgoja na fakultetu dobro
prilagodili postoje¢im uzgojnim uvjetima te je to utjecalo na relativno kratko vrijeme
embrionalnog razvitka. Kako nisu pronadeni podaci o trajanju embrionalnog razvitka za tu vrstu
u prirodnom okuzenju ne mozemo utvrditi da li postoje¢i uvjeti skracuju ili produljuju to
vrijeme. Od prosje¢nog zabiljeZzenog vremena potrebnog za izlijeganja u nasem istraZivanju
odskacu vrijednosti dobivene za jaja tretirana poviSenom temperaturom za cije izlijeganje je
bilo potrebno prosjecno 56 dana, dok su za jaja tretirana centrifugalnom silom bila potrebna
¢ak 63 dana. Kako je pri tretmanu povisenom temperaturom ujedno zabiljeZen i najmanji %
izlegnutih nimfi moZemo pretpostaviti da je poviSena temperatura u nasem istrazivanju
negativno utjecala na embrionalni razvitak vijetnamskog pali¢njaka $to je u suprotnosti s
nalazima Wilberta (1953) koji je za jaja tretirana poviSenim temperaturama zabiljezio
uspjesnost izlijeganja nimfi od 59,2 % (za temperaturu od 45 °C) i 78 % (za temperaturu od 35
°C). Za tretman centrifugalnom silom u nasem istrazivanju je zabiljeZen niski % izlijeganja
nimfi (28,2 %) Sto je bitno razli¢ito od podatka u istrazivanju Pijnacker-a (1966) provedenom
na indijskom pali¢njaku za koje je zabiljezeno 66,7 % izlegnutih nimfi u istoj starosnoj
kategoriji jaja. Mozemo pretpostaviti da tretmani povisenom temperaturom i centrifugalnom
silom negativno utje¢u na embrionalni razvitak vijetnamskog pali¢njaka tako $to odgadaju
izlijeganje i povecavaju smrtnost (Tablica 2, Slika 5). Kako bi se pouzdano utvrdio uéinak
temperature 1 centrifugalne sile na embrionalni razvitak vijetnamskog pali€njaka bilo bi

potrebno provesti istrazivanje na znatno ve¢em uzorku.

Srednja vrijednost uspjesnosti izlijeganja nimfi za sve starosne kategorije jaja kontrolne
skupine bila je vrlo niska i iznosila je samo 30,7 %, $to je slicno vrijednostima dobivenim u
istrazivanju Pijnacker-a (1966) od 35,38 % za vrstu indijski pali¢njak , ali znatno manje od
vrijednosti dobivenih za istu vrstu u kasnijim istrazivanjima Pijnackera (1971) - oko 90 % te
vrijednosti od 67,9 % zabiljezenoj u istrazivanju Wilbert-a (1953). Vrlo je mali broj izlegnutih
nimfi u najstarijim i najmladim skupinama jaja, a tome bi razlog moglo biti deterministi¢ko
brazdanje jaja u kukaca (Gullan i Cranston, 2014). Najmlada jaja tretirana su u najranjivijem

periodu; budu¢i da je brazdanje deterministi¢ko, ukoliko se oSteti jedna od stanica, druge ne
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mogu preuzeti njenu ulogu niti se razviti u smjeru u kojem bi se trebale razviti. Tako su
najmlada jaja koja su bila oSteena tretmanom propala, te se nimfe nisu izlegle jer se ni
embriogeneza nije odvila do kraja. Popravci su moguéi sredinom embriogeneze, gdje ve¢ ima
vise stanica koje su diferencirane za neku ulogu, pa ako propadne jedna od njih, moguce ju je
nadomjestiti. Najstarija jaja bila su u zavrSnoj fazi embriogeneze pa pretpostavljamo da se
oSte¢enja nisu stigla popraviti i stoga su se pokazala letalnim za embrije vijetnamskog

pali¢njaka.

Pretpostavljamo da uspjesnost izlijeganja nimfi razlicitih vrsti pali¢njaka ovise i o nizu
abiotickih 1 biotickih ¢imbenika u uzgojnim kulturama (temperaturi, vlaznosti, gustoci
populacije u terarijimai sl.). U svim tretmanima zabiljeZen je nizi prosjec¢ni % izlegnutih jedinki
za sve starosne kategorije u odnosu na kontrolnu skupinu, ali ta razlika nije bila statisticki
znacajna. Razlika u % izlegnutih jedinki medu razli¢itim starosnim kategorijama jaja bila je
statisticki znacajna samo za tretman temperaturom (Tablica 3), §to govori u prilog pretpostavci
da temperatura najviSe utjeCe na embrionalni razvitak vijetnamskog pali¢njaka. Najmanji
prosjecni % izlegnutih nimfi za sve starosne kategorije jaja takoder je zabiljezen pri tretmanu
temperaturom i iznosio je samo 9,6 %. U istrazivanju Pijnacker-a (1971) se nakon tretiranja
ionizacijskim zracenjem vecée snage izleglo 90 % nimfi indijskog pali¢njaka, dok je u naSem
istrazivanju nakon tog tretmana uz manju snagu zraCenja izlegnuto prosjecno samo 17,9 %
nimfi §to govori o negativnom ucinku tog zracenja na embrionalni razvoj vijetnamskog
pali¢njaka. Ovakva, neocekivano niska stopa izlijeganja nimfi smanjila je broj nimfi kojima je
odredivan spol, pa je mali uzorak vrlo vjerojatno utjecao na daljnje statisticke analize u

istrazivanju.

Udio muzjaka bio je u pozitivnoj i statisti¢ki znacajnoj korelaciji s % ukupno izlegnutih
nimfi $to znaci da se udio muZzjaka proporcionalno povecava s brojem izlegnutih nimfi odnosno
da je udio muzjaka u populaciji relativno stalan, ali tu pretpostavku treba provjeriti. Kako su
razlike u % izlegnutih muzjaka medu razli€itim starosnim kategorijama jaja (Tablica 4) bile
statisticki znacajne samo za tretmane temperaturom i UV-zracenjem tijekom tri sata to govori
u prilog ¢injenici da ovi tretmani vjerojatno imaju u¢inka na odredene stadije embriogeneze i
pojavu muzjaka u populaciji, no zbog malog uzorka ovu pretpostavku bi svakako trebalo
dodatno istraziti. Takoder, prosjecni % izlegnutih muzjaka ponovno je bio najvisi (41,7 %) u
skupini jaja tretiranih temperaturom, dok se u ostalim tretmanima nije bitno razlikovao od
kontrole 1 iznosio je oko 30 % S$to potvrduje pretpostavku da je temperatura ¢imbenik koji

najvise utjece na strategiju razmnozavanja vijetnamskih pali¢njaka.
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Za pouzdanije rezultate, istrazivanje bi trebalo ponoviti na znatno ve¢em broju jaja.
Klimatske promjene koje su dovele do povisenja prosjene temperature zraka i vode u raznim
klimatskim regijama Zemlje mogle bi dovesti do promjena reproduktivnih ciklusa i strategija
razmnoZzavanja u razli¢itih skupina organizama (Abucaya i sur., 1999; Janzen i Paukstis, 1991),
ukljucujuci 1 kukce koji su najbrojnija skupina zivotinja ¢emu u prilog govore rezultati naseg

istrazivanja.

Zanimljiva je Cinjenica da je % izlegnutih muzjaka u skupini tretiranoj centrifugalnom
silom vrlo sli¢an % izlegnutih muzjaka u kontrolnoj skupini i iznosi oko 33 % S$to bi moglo
ukazivati na ¢injenicu da ovaj tretman bitno ne mijenja reproduktivnu strategiju vijetnamskog
pali¢njaka. Pijnacker (1966) je tretiranjem jaja centrifugalnom silom dobio samo 5 % muzjaka
indijskog pali¢njaka, §to je znatno manje nego u nasem istrazivanju, iako zbog malog uzorka u

naSem istrazivanju rezultati nisu sasvim pouzdani i usporedivi.

Ocekivalo se da ¢e tretmani u nekoj mjeri povecati ucestalost pojave muzjaka, kao sto
je bio slu¢aj u drugim prethodnim istrazivanjima na indijskom pali¢njaku (Wilbert, 1953;
Pijnacker, 1966; Pijnacker, 1971; Bergerard, 1961), no % izlegnutih muZzjaka nije statisticki
znacajno razli¢it izmedu kontrolne i tretiranih skupina. Pretpostavljamo da je to rezultat
relativno malog uzorka, odnosno, malog broja izlegnutih nimfi u svim skupinama. Takoder,
razlog tome moglo bi biti drzanje pali¢njaka u uzgoju 10-tak godina, u uvjetima visoke gustoce
populacije i malog prostora koji sami po sebi predstavljaju stresne uvjete zbog kojih se i u
kontrolnoj skupini pojavilo oko 30 % muzjaka, sli¢no kao i u nekim tretiranim skupinama.
Muzjacima vrste M. extradentata mimikrija je manje izraZzena nego Zenkama. ViSe se krecu,
povrsina tijela im je glatka i nemaju nabore na nogama (Slika 1). Time su uoc€ljiviji predatorima
pa bi u prirodnim uvjetima predatori nakon nekog vremena smanjili njihov broj te bi se
populacija vjerojatno vratila u partenogenetski ciklus. U uzgojnim uvjetima muzjaci nemaju
predatora pa to takoder pogoduje njihovoj vecoj ucestalosti ve¢ u kontrolnoj skupini, a zbog
toga vjerojatno ni tretmani nisu uzrokovali pojavu vecih odstupanja. Podloznost muzjaka
vijetnamskog pali¢njaka predatorima u prirodnim populacijama vjerojatno ne steti populaciji
jer nakon prenosenja gena u stresnim (promjenjivim) uvjetima poveca Se gene pool vrste i time

su obavili svoju zadacu.

Provedenim istrazivanjem po prvi puta je pracen ciklus razmnoZavanja vijetnamskog

pali¢njaka u uzgojnoj kulturi na Zoologijskom zavodu PMF-a u Zagrebu.
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6. Zakljucci
Temeljem provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti:

e Prosjecno vrijeme potrebno za izlijeganje nimfi vijetnamskih pali¢njaka u uzgojnoj
kulturi je 49 dana.

e Udio izlijeganja nimfi vijetnamskih pali¢njaka u kontrolnoj skupini iznosio je 31,2 %.

e Udio izlegnutih nimfi za sve tretirane skupine jaja bio je nizi nego u kontrolnoj skupini,
medutim ta razlika nije bila statisticki znacajna.

e Udio izlegnutih nimfi izmedu razli¢itih starosnih kategorija jaja bio je statisticki
znacajno razli€it jedino za jaja tretirana poviSenom temperaturom.

e Do prvog presvlacenja nimfi bilo je potrebno prosjecno 24 dana.

e Udio muzjaka je u pozitivnoj i statisticki znacajnoj korelaciji s udjelom ukupno
izlegnutih nimfi.

e Razlike u udjelu izlegnutih muzjaka medu razliitim starosnim kategorijama jaja
statisticki su znacajne samo za tretmane temperaturom i UV zracenjem tijekom tri sata.

e Razlika u udjelu izlegnutih muzjaka izmedu tretiranih skupina i kontrole nije statisti¢ki
znacajna iako je udio izlegnutih muZzjaka bio prosjecno najvisi u skupini jaja tretiranih
poviSenom temperaturom, a u svim ostalim tretmanima nije se bitno razlikovao od
kontrolne skupine.

e Radi neocekivano malog broja izlegnutih nimfi istrazivanje je potrebno ponoviti na

znatno veéem uzorku.
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9. Sazetak
Tea Huten, Dora Culjak

POJAVA MUZJAKA U VIJETNAMSKOG PALICNJAKA, Medauroidea extradentata
(Brunner von Wattenwyl, 1907) KOJI SE RAZMNOZAVA PARTENOGENEZOM

Unutar populacije vrste Medauroidea extradentata (Brunner von Wattenwyl, 1907),
vijetnamski pali¢njak, uzgajane na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta
u Zagrebu, primijeéena je poveéana pojava muzjaka iako se jedinke ove vrste uglavnom
razmnozavaju partenogenezom, nespolnim nacinom pri kojem se neoplodena jajna stanica
razvija u novu jedinku, odnosno stvaraju se klonovi majke. Poznato je da u odredenim uvjetima
dolazi do prelaska na spolni na¢in razmnoZavanja pri ¢emu se pojavljuju i muzjaci pa stoga
kazemo da se radi o fakultativnoj partenogenezi. Ovim istrazivanjem zeljeli smo utvrditi koliko
je vremena potrebno od polaganja jaja do izlijeganja nimfi vijetnamskih pali¢njaka u uzgojnoj
populaciji te koliko je vremena potrebno do prvog presvlacenja. Takoder, pokusali smo
ustanoviti koji okoli$ni ¢imbenici mogu uzrokovati promjene u ucestalosti pojave muzjaka
unutar populacije uzgajane na fakultetu. Istrazen je ucinak Ccetiri ¢imbenika: poviSene
temperature, ultraljubiCastog zraCenja, ionizirajueg zraCenja te centrifugalne sile. Jaja
pali¢njaka skupljana tijekom 7 tjedana jednokratno su izloZena djelovanju navedenih
¢imbenika. Nakon §to su se iz jaja izlegle nimfe i jednom presvukle, determiniran je spol
jedinki. Osim pojave muzjaka unutar tretiranih skupina, zabiljezen je i ukupan broj izlegnutih
jedinki. Rezultati istrazivanja pokazuju da u tretiranih skupina, u usporedbi s kontrolnom, nema
statisticki znacajnih razlika u ukupnom broju izlegnutih jedinki, kao ni u broju izlegnutih
muzjaka. Od polijeganja jaja do izlijeganja jaja bilo je potrebno prosjecno 49 dana, a potom je
do prvog presvlacenja nimfi proteklo prosjecno 24 dana. Pretpostavljamo da ve¢ sami uvjeti
uzgoja jedinki vijetnamskog pali¢njaka u zatoCenistvu uzrokuju dovoljan stres koji uvjetuje

spolno razmnoZavanje 1 pojavu muzjaka u populaciji.

Kljucéne rije¢i: Medauroidea extradentata, fakultativna partenogeneza, telitokija
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10. Summary
Tea Huten, Dora Culjak

INCIDENCE OF MALE INDIVIDUALS IN POPULATION OF VIETNAMESE
STICK INSECT, Medauroidea extradentata (Brunner von Wattenwyl, 1907) THAT
REPRODUCE BY PARTHENOGENESIS

Within a population of the species Medauroidea extradentata (Brunner von Wattenwyl,
1907), Vietnamese stick insect, which has been grown at Department of Biology, Faculty of
Science in Zagreb, a higher number of male individuals was noticed despite the fact that this
species usually reproduces by parthenogenesis. Parthenogenesis is an asexual way of producing
egg cells that are not being fertilized and grow into a new individual - a clone of the mother. It
is well known that in certain conditions this species starts reproducing in a sexual way.
Therefore, male individuals appear and that is what we call facultative parthenogenesis. In this
research, the aim was to establish time needed from laying to hatching nymph of Vietnamese
stick insect grown at the Faculty as well as time needed for nymph to moult for the first time.
Moreover, we tried to determine which environmental factors could cause change in the
frequency of male incidence within the population grown at the Faculty. The effects of four
factors were investigated: higher temperature, ultraviolet radiation, ionizing radiation and
centrifugal force. The eggs of the stick insects were collected through a period of 7 weeks and
exposed to previously listed environmental factors. After the nymphs had hatched and moulted,
their sex has been determined. Beside the incidence of the male individuals in particular
treatment, total number of hatched nymphs was also been recorded. The results indicated that
there were no statistically significant differences between the control and treated groups in
number of hatched nymph as well as in the number of male individuals that appeared.
Furthermore, from laying eggs to the hatching it was recorded average duration of 49 days and
from hatching to the first moulting 24 days. We assume that the mere conditions of breeding
this species in captivity was already enough stressful to cause sexual reproduction and

appearance of males.

Key words: Medauroidea extradentata, falcutative parthenogenesis, thelitoky

26



