UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Zvezdana S. Jovanovic¢

ONTOGENETSKA, HISTOLOSKA,
SEMIOHEMIJSKA | ETOLOSKA
ISTRAZIVANJA VRSTE PACHYIULUS
HUNGARICUS (KARSCH, 1881)
(DIPLOPODA, JULIDA, JULIDAE)

doktorska disertacija

Beograd, 2019



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Zvezdana S. Jovanovic¢

ONTOGENETIC, HISTOLOGICAL,
SEMIOCHEMICAL AND ETHOLOGICAL
RESEARCH OF PACHYIULUS
HUNGARICUS (KARSCH, 1881)
(DIPLOPODA, JULIDA, JULIDAE)

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2019



Mentori:

Clanovi komisije:

Datum odbrane:

Prof. dr Slobodan Makarov, redovni profesor,
Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

Prof. dr Luka Luci¢, redovni profesor,

Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

Prof. dr Aleksandra Kora¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

Prof. dr Sofija Pavkovi¢-Luci¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet

Dr Ljubodrag Vujisi¢, docent

Univerzitet u Beogradu - Hemijski fakultet



ZAHVALNICA

Ova doktorska disertacija je uradena na Katedri za dinamiku razviéa Zivotinja
Univerziteta u Beogradu - Bioloskog fakulteta, i predstavlja rezultat saradnje sa Katedrom
za biologiju Ccelija i tkiva i Centrom za elektronsku mikroskopiju, Katedrom za
mikrobiologiju Univerziteta u Beogradu - Bioloskog fakulteta i Katedrom za organsku
hemiju Univerziteta u Beogradu - Hemijskog fakulteta. Finansijska podrska obezbedena je
projektom Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja pod nazivom “Ontogenetska
karakterizacija filogenije bioraznovrsnosti” (OI 173038).

S obzirom da su u ovoj tezi prikazani rezultati istrazivanja razlicitih aspekata
biologije odredenog model organizma, zahvalnost dugujem mnogobrojnim profesorima,
saradnicima i istrazivacima, a pre svega SVOjim mentorima, redovnim profesorima dr
Slobodanu Makarovu i dr Luki Luciéu sa Katedre za dinamiku razvica Zivotinja, Kao i
¢lanovima komisije, prof. dr Aleksandri Kora¢ sa Katedre za biologiju celija i tkiva, prof.
dr Sofiji Pavkovié-Lucic¢ sa Katedre za genetiku i evoluciju i doc. dr Ljubodragu Vujisi¢u sa
Katedre za organsku hemiju Univerziteta u Beogradu - Hemijskog fakulteta.

Zahvaljujem se naucnom saradniku dr Bojanu Ilicu i ostalim ¢lanovima Katedre za
dinamiku razviéa Zivotinja, naucnom saradniku dr Vukici Vuji¢ sa Katedre za genetiku i
evoluciju, zatim clanovima Katedre za biologiju Celija i tkiva i Centra za elektronsku
mikroskopiju, Katedre za mikrobiologiju Univerziteta u Beogradu - Bioloskog fakulteta,
Katedre za organsku hemiju Univerziteta u Beogradu - Hemijskog fakulteta, i prof. dr
Draganu Nikoli¢u pri Laboratoriji za elektronsku mikroskopiju Univerziteta u Beogradu -
Poljoprivrednog fakulteta. Takode, hvala mojim koleginicama sa doktorskih studija Mariji
Aleksié¢ i Ivani Saganovic.

Hvala mojoj mami, ostalim ¢lanovima porodice i Nemanji Jovanovicu.



Fibonacijev niz: Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881) u odbrambenom polozaju



Ontogenetska, histolos§ka, semiohemijska i etolo§ka istrazivanja vrste Pachyiulus

hungaricus (Karsch, 1881) (Diplopoda, Julida, Julidae)
Sazetak

U ovoj tezi predstavljeni su rezultati istrazivanja razliCitih aspekata biologije
diplopode Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881): kasnog perioda postembrionalnog
razvica, histoloske grade odbrambenih Zlezda, sastava 1 antimikrobnog dejstva
odbrambenog sekreta i reproduktivnog ponasanja.

Euanamorfno razvice je proucavano kroz stadijume VII-XII, odnosno, kroz period
kasne postembriogeneze. Definisanje stadijuma izvedeno je na osnovu broja nizova ocela,
dok vrednosti analiziranih morfoloskih osobina imaju dopunski informacioni znacaj.
Adultne jedinke sa funkcionalnim gonopodama i funkcionalnim vulvama uoc¢ene su na
stadijumu XI.

Histoloska grada odbrambenih zlezda je analizirana kod adultnih jedinki.
Komponente odbrambenog sekreta su lokalizovane u sekretornim granulama, koje se, na
osnovu odredenih morfoloSkih o0sobina mogu svrstati u nekoliko tipova. Rezultati
ultrastrukturne analize ukazuju da se sekret kanalima doprema u lumen rezervoara, $to
odgovara merokrinom tipu sekrecije.

Dominantna jedinjenja u sekretu P. hungaricus su hinoni, dok su nehinonska
jedinjenja u vidu pentil i heksil estara zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina dugog niza.
Sekret je ispoljio inhibitorno dejstvo na rast gljiva i bakterija, kao i baktericidno i
fungicidno dejstvo.

S obzirom da u privlac¢enju partnera mogu da deluju i hemijski stimulusi, prouc¢avan
je aspekat reproduktivnog ponaSanja, prekopulatorno ponasanje. Opisano je nekoliko
sekvenci ponasanja U testu nazvanom ,arena za parenje*, a zatim u testovima izbora
muzjaka i izbora zenki. Nekoliko morfoloskih osobina jedinki koje su se parile i onih koje
nisu imale uspeha u parenju, analizirano je metodama tradicionalne i geometrijske
morfometrije. Rezultati su pokazali da je osobina oblika nogu podlozna prekopulatornoj

seksualnoj selekciji.
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Ontogenetic, histological, semiochemical and ethological researchof species Pachyiulus
hungaricus (Karsch, 1881) (Diplopoda, Julida, Julidae)

Abstract

In this thesis, the results of research on various aspects of biology of diplopod
Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881) are presented: late period of postembryonic
development, histological structure of defensive glands, composition and antimicrobial
effect of defensive secretion and reproductive behaviour.

Stadia VII-XII, which belong to the late period of euanamorphic development, were
included in the analysis. Counting rows of ocelli was the primary method for differentiating
between stadia, while the other analysed morphological traits are of supplementary
informational significance. Adults possess functional gonopods and functional vulvae at the
stadium XI.

Histological structure of defensive glands was investigated in adults. Components of
defensive secretion are localized in secretory granules, which could be classified into
several types, based on their morphology. Results of ultrastructural analysis indicate that
ducts transport the secretion into reservoir lumen, which corresponds to the merocrine
secretion mode.

Dominant compounds in the secretion of P. hungaricus are quinones, and non-
quinonic compounds are pentyl and hexyl esters of long-chain fatty acids. The secretion
had inhibitory effect on the growth of tested bacteria and fungi, as well as bactericidal and
fungicidal effect.

Considering that chemical stimuli could be important in the mate attraction, we
studied the aspect of reproductive behaviour, precopulatory behaviour. Several sequences
of the behaviour were described during mating arena test and then in male and female
choice tests. Also, several morphological traits of mated and nonmated individuals were
analysed using traditional and geometric morphometrics. The results indicate that the leg

shape is subjected to precopulatory sexual selection.
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1. uUvOoD

1.1. Opste odlike klase Diplopoda

Podfilum Myriapoda Leach, 1814 obuhvata Cetiri klase: Diplopoda, Chilopoda,
Pauropoda 1 Symphyla. Njihove zajednicke karakteristike su: prisustvo jednog para antena
na glavi, jednog para mandibula, jednog ili dva para maksila i viSe od Cetiri homonomna
segmenta sa nogama za hodanje (Blower, 1985). Obelezja po kojima se Diplopoda
izdvajaju od ostalih klasa su: prisustvo kratkih antena, snaznih mandibula, para maksila
koje su fuzionisane u gnatohilarijum i prisustvo po dva para nogu za hodanje na svakom
segmentu, pocevsi od petog, po ¢emu je ova klasa i dobila ime (Blower, 1985; Hopkin &
Read, 1992; Sierwald & Bond, 2007).

Do sada je opisano oko 12000 vrsta diplopoda, koje su svrstane u 16 redova i 140
porodica, dok se procene broja vrsta kre¢u do oko 80000 (Hoffman et al, 2002; Sierwald &
Bond, 2007; Golovatch & Kime, 2009; Enghoff et al., 2015). Klasu Diplopoda ¢ine dve
potklase (Enghoff et al., 2015). Potklasa Penicillata, sa jednim redom Polyxenida, obuhvata
vrste sa nekalcifikovanom kutikulom i indirektnim transferom sperme. Svi ostali redovi su
svrstani u potklasu Chilognatha i dve infraklase. Infraklasi Pentazonia pripadaju redovi sa
pet odvojenih artikulisanih sklerita, po ¢emu su i dobili ime. Nadred Oniscomorpha ove
infraklase odlikuje se sposobno$¢u sklupcavanja prilikom zauzimanja odbrambenog
poloZaja. Razvi¢e je hemianamorfno, a muZzjaci poseduju telopode, modifikovani zadnji par
nogu, sa funkcijom transfera sperme. Ovde su svrstane i stonoge sa sposobno$cu
stridulacije. Raznovrsna infraklasa Helmithomorpha obuhvata stonoge kod kojih je bar
jedan par nogu na VII segmentu transformisan u gonopode za transfer sperme. Stanje
sklerita varira u opsegu od slobodnog do ¢vrstog spajanja, kad se formiraju prstenovi, kao u
redovima Julida i Polydesmida.

Monofiletsko poreklo Diplopoda, u skladu sa kladistickim prinicipima, dokazano je
nizom autapomorfnih osobina u okviru svih recentnih supraordinalnih taksonomskih
kategorija (Enghoff, 1984). Opseznim istrazivanjem filogenetskih odnosa unutar klase

Diplopoda, u koju su ukljucene 64 osobine, svrstane u pet grupa (glavene, telesne,



seksualne, razvojne i hemijske osobine), potvrdeni su rezultati prethodno izvedenih
kladisti¢kih analiza (Blanke & Wesener, 2014). Ispitivanjem velikog broja nukleusnih
protein-kodiraju¢ih lokusa ukazano je na donekle drugacije odnose unutar redova klase
Diplopoda u poredenju sa kladistickom klasifikacijom (Brewer & Bond, 2013). Na osnovu
dobijenih rezultata, polozaj reda Stemmiulida bi se promenio. Stonoge ovog reda vise ne bi
bile svrstane u nadred Nematophora, sa redovima Callipodida i Chordeumatida, usled
prisustva spinereta na epiproktu, ve¢ bi bile sestrinska grupa nadredu Juliformia i redu
Polydesmida.

Pretpostavlja se da su se diplopode, kao zasebna grupa, pojavile tokom ranog
kambrijuma, sa intenzivnom diverzifikacijom od kasnog ordovicijuma do ranog silura
(Shear & Edgecombe, 2010). Verovatno je u periodu izmedu sredine silura i kasnog devona
nastala vec¢ina visih taksonomskih kategorija diplopoda (Wilson, 2006). Pretpostavlja se da
su diplopode presle na terestri¢ni nacin zivota u ordovicijumu (Wilson, 2006) i da su velike
vrste stonoga bile prisutne na kopnu barem do sredine silura (Shear & Edgecombe, 2010).
Polozaj fosilnih taksona u odnosu na postojece redove nije jasno definisan, te su mnogi od
njih svrstani u zasebne taksonomske kategorije (Edgecombe, 2015). Nadred Archipolypoda
obuhvata prve terestricne diplopode, ¢iji fosili poti¢u iz srednjeg silura (Wilson &
Anderson, 2004). Pneumodesmus newmani Wilson & Anderson, 2004, bila je poznata kao
najstarija vrsta diplopoda i citavog filuma zglavkara, na ¢ijim su fosilima, starim oko 427
miliona godina, Sto je period srednjeg silura, potvrdeni tragovi spirakula, otvora trahejnog
sistema (Wilson & Anderson, 2004). Medutim, uran-olovo (U-Pb) metoda analize zrna
cirkona izolovanih iz slojeva neposredno iznad i ispod samog sloja uzorkovanja fosila P.
newmani ukazuju na kasni devon, period posle silura (Suarez et al., 2017). Ekspanzija
zajednica terestricnih razlagaca, medu njima 1 diplopoda, deSavala se tokom devona i
karbona (Hopkin & Read, 1992).

Diplopode su distribuirane Sirom sveta, osim na Antarktiku (Blower, 1985;
Golovatch & Kime, 2009; Enghoff, 2015). Medutim, to nije rezultat njihovih lokomotornih
1 disperzivnih sposobnosti, ve¢ njihove filogenetske starosti; ova grupa je nastanjivala
superkontinent Pangeu, Cije raspadanje je zapocelo pre oko 180 miliona godina (Sierwald

& Bond, 2007). Takode, Siroka distribucija je odlika klase, a ne pojedinacnih redova, pri



¢emu su mnoge vrste ograni¢enog rasprostranjenja, ¢esto i endemi¢ne (Sierwald & Bond,
2007; Golovatch & Kime, 2009). Njihov dominantni detritivorni nacin ishrane
podrazumeva zivot u vlaznim umerenim, suptropskim ili tropskim Sumama, ali se mnoge
vrste mogu naci i u ekstremnijim uslovima (Golovatch & Kime, 2009). Na primer, visok
diverzitet je zabelezen na ve¢im visinama, a narocito u pe¢inama koje sluze kao refugijumi.
Iako salinitet ¢ini morsku sredinu nepogodnom za prezivljavanje stonoga, nekoliko vrsta se
moze naci u litoralnoj zoni. MorfoloSke i1 fizioloske adaptacije omogucéavaju pojedinim
vrstama da prezive uslove plavljenja slatkom vodom, ali isto tako, diplopode mogu da budu
adaptirane i na su$ne, pustinjske uslove. U zahtevnijim sredinama, ¢este su partenogenetske
vrste kao i periodomorfoza, koja se javlja kod muZzjaka odredenih grupa. Periodomorfoza
podrazumeva postojanje interkalarnog izmedu zrelih stadijuma, tokom kojeg muzjak ne
moze da se reprodukuje. Ovakve vrste su §ire rasprostranjene U odnosu na svoje srodnike
istog roda (Enghoff, 1978; Golovatch & Kime, 2009). Kosmopolitsko rasprostranjenje
mnogih vrsta je rezultat antropohorije. Jedna od najuspe$nih antropohora, vrsta Oxidus
gracilis (C. L. Koch, 1847), ¢esta u staklenim bastama, pronadena je i u Srbiji, u
Botanic¢koj Basti ,,Jevremovac* u Beogradu (Jovanovic et al., 2016).

Diplopode su detritivori koji se hrane biljnim materijalom u procesu raspadanja,
gljivama, plodonosnim telima, pa i eskrementima drugih herbivora (Hoffman & Payne,
1969; Hopkin & Read; David, 2015). Medutim, svaka biljna vrsta nema podjednaku
nutritivnu vrednost. Polidezmide i julide ispoljavaju jasnu preferencu prema lis¢u odredene
vrste drveta i starosti (Kheirallah, 1978, 1979). Pojedine vrste se hrane i Zivim biljnim
materijalom, ukljuuju¢i i neke poljoprivredne biljke. Mnoge vrste su omnivorne, s
obzirom da se hrane i uginulim zivotinjama razli¢itih grupa, larvama i lutkama insekata,
dok redu Callipodida pripadaju karnivorne vrste ¢iji plen su sitni beski¢menjaci, druge
stonoge ili juvenilne jedinke iste vrste (Hoffman & Payne, 1969; Harvey et al., 2000).
Koprofagija se javlja kod mnogih vrsta usled ograni¢ene dostupnosti hranjivih resursa
(Hopkin & Read, 1992; Buch et al., 2018). Diplopode imaju ulogu u fragmentaciji stelje,
¢ime se pospeSuje aktivnost mikroorganizama, a time i procesi kruzenja nutrijenata
(Kaneko, 1999; Smit & Van Aarde, 2001; David, 2015).



Proucavanja funkcione morfologije i naCina Zzivota rezultirala su klasifikacijom
stonoga u pet ekomorfoloskih tipova ili morfotipova (Manton, 1977; Hopkin & Read, 1992;
Golovatch & Kime, 2009; Koch, 2015a). Grupe kratkog tela pripadaju poliksenoidnom i
glomeridnom tipu. Stonoge reda Polyxenida, tzv. ¢ekinjaste diplopode, bez izrazenih riju¢ih
sposobnosti, zaravnjenog su tela i male veli¢ine, §to im omogucéava da Zive U procepima i
ispod kore drveta. Glomeridni tip moze da se nade u redovima Glomerida i
Sphaerotheriida, Sirokog je tela, sa sposobnoséu sklupéavanja. Preostala tri tipa su
izdvojena na osnovu razli€ith specijalizacija na riju¢i nacin zivota. Cilindricne forme,
sposobne za spiralno uvijanje, sa ¢vrstom kutikulom, Sirokom glavom kojom se zemlja
nabija i velikim brojem nogu kojima se zemlja otklanja sa putanje kretanja, predstavljaju
juloidni tip nadreda Juliformia. Polidezmidni tip ¢ine tzv. klinasti tipovi reda Polydesmida,
kraceg tela, duzih nogu, sa lateralnim proSirenjima segmenata sa dorzalne strane,
paranotumima; ovde su svrstane i neke Chordeumatida. Platidezmidni tip, kratkih nogu, bez
mogucénosti  spiralnog uvijanja tela, pripada redovima Polyzoniida, Platydesmida,
Siphonophorida, Chordeumatida i Polydesmida.

Telo diplopoda se sastoji iz glave i trupa, koga ¢ine haplosegmenti i diplosegmenti.
Udvojeni segmenti, zajedno sa aflagelatnim spermatozoidima i prisustvom cetiri ili viSe
velikih, apikalnih senzornih konusa distalnog segmenta antena, su autapomorfne osobine
koje ukazuju na monofiletsko poreklo grupe (Enghoff, 1984; Hopkin & Read, 1992).
Izmedu glavene kapsule i prvog trupnog segmenta sa parom nogu za hodanje je kolum,
region prekriven tergitom, odnosno dorzalnim skleritom. Kolum se ¢esto oznac¢ava kao prvi
trupni segment, mada se pretpostavlja da u njegovom obrazovanju ucestvuju postmaksilarni
segment glave, kao i prvi trupni segment sa nogama (Janssen, 2011; Koch, 2015a). lIza
koluma se nalaze tri haplosegmenta, sa po jednim parom nogu, dok je segment V prvi
diplosegment, sa po dva para nogu. Skleriti koji Cine diplosegmente su medusobno
povezani artrodijalnim membranama u potklasi Penicillata. Kod svih ostalih stonoga
potklase Chilognatha, skleriti podlezu razli¢itom stepenu srastanja, te mogu da budu i bez
artrodijalne membrane, kada se segmenti oznacavaju kao prstenovi sensu stricto. Noge ¢ine
uglavnom Sest podomera (koksa, prefemur, femur, postfemur, tibija, tarzus), ponekad

sedam (sa trohanterom) ili osam (sa tarzusom Il). Broj parova nogu varira od 11 do 375,



odnosno 750 nogu na 192 tergita (dorzalnih sklerita na osnovu kojih se odreduje broj
trupnih segmenata), koliko poseduje zenka vrste Illacme plenipes Cook & Loomis, 1928, iz
porodice Siphonophorida (Marek et al., 2012). Noge cesto nedostaju na poslednjem
trupnom segmentu odmabh ispred telzona (Koch, 2015a). Veli¢ina tela, izuzetno varijabilna
osobina klase, je u opsegu od priblizno 1,5-344 mm, sa predstavnicima reda Polyxenida kao
najmanjim, i juliformnog reda Spirostreptida kao najve¢im diplopodama (Enghoff, 1992;
Koch, 2015a).

Glaveni segment ¢ine glavena kapsula sa jednim parom antena, parom mandibula i
gnatohilarijumom. Sa bocne strane nalaze se grupe ocela, ¢iji je nedostatak kod svih
Polydesmida i nekih pripadnika svih ostalih redova, isklju¢uju¢i Sphaerotheriida, verovatno
adaptacija na subterestri¢ne uslove (Harvey et al., 2000; Blanke & Wesener, 2004). Druge
Culne strukture prisutne na glavi su trihobotrije, mehanosenzorne kutikularne senzile
specifitne za red Polyxenida, i Tomosvary-jev organ, parni receptor koji se nalazi
posteriorno u odnosu na bazu antena. Njegova funkcija je raznolika u razliitim grupama,
poput primanja vibratornih i auditornih signala, percepcije gravitacije i olfakcije (Muller &
Sombke, 2015).

Trup se zavrSava telzonom, koga Cine preanalni sklerit (epiprokt) koji pokriva par
valvi (paraprokti) ispod kojih je sklerit oznacen kao subanalna ploca ili hipoprokt.
Paraprokti zatvaraju analni otvor.

Udvojeno stanje karakterise i raspored spirakuluma na diplosegmentima. Otvori
trahejnog sistema nedostaju na kolumu, dok je njihov raspored na ostalim segmentima
razli¢it kod razliCitih grupa: u potklasi Penicillata i infraklasi Pentazonia jedan par
spirakuluma je prisutan od drugog do ¢etvrtog segmenta, dok kod Helminthomorpha nema
spirakuluma ni na prvom, ni na drugom segmentu, sa jednim parom prisutnim na cetvrtom
segmentu. Kod svih diplopoda, dva para spirakuluma su rasporedena od petog pa sve do
poslednjeg segmenta koji nosi noge (Hilken et al., 2015). Od prvog diplosegmenta,
odnosno petog segmenta, razli¢itog rasporeda duz trupa kod razli¢itih redova, javlja se par
odbrambenih Zlezda (repugnatorijalnih zlezda) ili ozadena. Ove zlezde su prisutne kod
pripadnika reda Glomerida i vecine redova infraklase Helminthomorpha (Shear, 2015;
Makarov, 2015).



Diplopode su odvojenih polova, sa ¢esto izrazenim polnim dimorfizmom u pogledu
veli¢ine, broja segmenata ili broja parova nogu. Zenke su krupnije od muZjaka, dok i
muzjaci 1 zenke mogu da budu pol sa ve¢im brojem parova nogu, u zavisnosti od grupe. lza
drugog para nogu nalaze se gonopore, polni otvori spoljasnjih genitalnih struktura oba pola.
Kod Zenki, te strukture su par vulvi, a kod muzjaka parni ili neparni penis, koji nije prisutan
u svim grupama, ve¢ se gonopore mogu otvarati direktno kroz kokse drugog para nogu
(Minelli & Michalik, 2015).

Kod muzjaka postoje i sekundarne polne strukture koje imaju ulogu u pridrzavanju
zenke i transferu sperme u vulve (Haacker, 1969a; Koch, 2015a; Minelli & Michalik,
2015). Ove funkcije se, kod predstavnika infraklase Pentazonia, vrSe telopodama i
paratelopodama, koje predstavljaju modifikovana poslednja dva ili tri para nogu (Wesener
& Sierwald, 2005). U infraklasi Helminthomorpha, jedan ili oba para nogu, koje mogu
odgovarati VI i IX, IX i X, ili samo VIII paru nogu, modifikovani su u gonopode, koje
mogu biti izuzetno sloZene, sa razli¢itim modifikacijama i izrastajima. U grupama u kojima
postoje anteriorne i posteriorne gonopode, jedan par ima funkciju deponovanja sperme, ili
spermatofora, u vulve Zenki, dok funkcija drugog para nije u potpunosti poznata. Par
gonopoda koji ima zastitnu funkciju oznacava se kao peltogonopode (Koch, 2015a;
Enghoff et al., 2015). Parovi nogu odmah iza ili ispred gonopoda, paragonopode, mogu
imati pomo¢nu ulogu (Koch, 2015a; Minelli & Michalik, 2015).

Diplopode se razvijaju anamorfno, dostizu¢i adultni broj segmenata postepeno kroz
seriju presvlacenja koja se mogu zavrsiti ili nastaviti nakon dostizanja polne zrelosti, sa ili
bez dodavanja novih segmenata, S$to je opisano kroz tri anamorfna modela

postembriogeneze (Enghoff et al., 1993).

1.2. Postembriogeneza Diplopoda

1.2.1 Anamorfno razvi¢e Diplopoda

Kod diplopoda su prisutna tri modela anamorfnog razvi¢a: euanamorfoza,

teloanamorfoza i hemianamorfoza (Enghoff et al., 1993; Minelli, 2015). Euanamorfoza se



javlja u subterklasi Colobognatha, redovima Julida, Stemmiulida, i podredu Cambalidea
reda Spirostreptida. U ovim grupama, presvlacenje i dodavanje novih segmenata odvija se
tokom celog zivota. Teloanamorfoza podrazumeva da se presvlacenje i dodavanje novih
segmenata odvijaju do dostizanja odredenog broja segmenata i sticanja polne zrelosti, i
prisutna je u redovima Chordeumatida i Polydesmida, kao i kod vecine pripadnika reda
Callipodida. Hemianamorfno se razvijaju Polyxenida i Pentazonia, pojedine Callipodida i
predstavnici podreda Spirostreptidea; u ovim grupama, dodavanje novih segmenata prestaje
na odredenom stadijumu, ali je neophodno jo$ nekoliko presvlacenja da bi se dostigla polna
zrelost. Razvi¢e muzjaka nekih semelparnih Julida moze da se okarakterise kao telo- i
euanamorfno. Novi segmenti dodaju se na posteriornom delu tela, u proliferacionoj zoni.
Ovakav tip segmentacije, gde se novi segmenti obrazuju anteroposteriorno u odnosu na
subterminalnu zonu, oznac¢ava se kao sekvencijalna segmentacija (Fusco, 2005).

Filogenetskim analizama nukleusnih protein-kodiraju¢ih gena potvrdeno je da
hemianamorfoza predstavlja predacki vid postembrionalnog razvi¢a potklase Chilognatha
(Miyazawa et al., 2014). Medutim, s obzirom da hemianamorfoza karakterise ne samo
Myriapoda, ve¢ i mnoge Crustacea, Protura, Pycnogonida, neke izumrle Chelicerata i
Trilobita, moze da se smatra predackim stanjem na nivou Citave grupe Euarthropoda
(Fusco, 2005; Miyazawa et al., 2014). Nakon diverzifikacije infraklase Helminthomorpha
od predackih hemianamorfnih Chilognatha evoluirale su grupe sa euanamorfnim razvi¢em.
Teloanamorfoza predstavlja najizvedeniji vid anamorfoze, razvijen kod prvobitno
hemianamorfnih ili euanamorfnih taksona.

Hemianamorfno razvi¢e se smatra sloZenijim vidom postembrionalnog razviéa u
odnosu na euanamorfozu s obzirom da podrazumeva, pored anamorfne, i epimorfnu fazu,
gde se presvlacenja odvijaju bez dodavanja segmenata, rezultuju¢i povecanjem duZine do
dostizanja polne zrelosti. Stepen regionalne diferencijacije tela prati razlike u sloZenosti
razvi¢a. Najnizi stepen regionalne diferencijacije tela poseduju upravo euanamorfne,
cilindricne stonoge, dok hemianamorfne forme poseduju najizrazeniju regionalizaciju
(Minelli, 2003).

Izlegle stonoge i prvih nekoliko postembrionalnih stadijuma, po nekim autorima,

mogu da se oznaCe kao larve usled manjeg broja segmenata i parova nogu u odnosu na



adulte (Minelli, 2009), medutim, s obzirom da nema posebnih larvalnih organa koji se gube
kod adulta, jedinke na postembrionalnim stadijumima oznacavaju se kao juvenilne jedinke
(Enghoff et al.; 1993).

U okviru istih grupa, prisutni su razli¢iti nacini razvi¢a. Unutar nadreda Juliformia,
red Julida je euanamorfan, dok su pripadnici reda Spirobolida uglavnhom hemianamorfni.
Medu spirostreptidama, postoje i euanamorfni i hemianamorfni podredovi. Iz ovoga moze
da se zakljuci da se vid postembrigeneze u okviru Helminthomorpha menjao nekoliko puta
tokom evolucije. Moguéa su dva validna objasnjenja ovakvog rasporeda tipova anamorfoze
(Miyazawa et al., 2014). Prema prvoj pretpostavci, euanamorfoza je vise puta nezavisno
evoluirala od hemianamorfnog stanja. Drugo objasnjenje podrazumeva pojavu
eunanamorfoze samo jednom u predackoj grupi Helminthomorpha. Nakon toga, sledi
pojava teloanamorfoze, a kod nekih grupa, povratak na hemianamorfni nacina razvica.
Evoluciju anamorfoze pratilo je i poveéanje broja segmenata. Danasnje grupe koje se
razvijaju hemianamorfno imaju manje segmenata od grupa koje se razvijaju izvedenim
oblicima anamorfoze, §to je, kako se smatra, bio slu¢aj i sa predackim grupama.

Kod Polydesmida, a kasnije i kod drugih redova koji poseduju segmente u vidu
prstenova, nadreda Juliformia, opisana je pravilnost postembrionalnog razvica koja se
oznacava kao ,,zakon anamorfoze* (Enghoff et al., 1993; Minelli & Fusco, 2014; Minelli,
2015). Naime, svi segmenti bez nogu na odredenom stadijumu postaju segmenti sa nogama
na narednom stadijumu. Ovaj princip se uo€ava i kod vrsta drugih grupa, recimo u redu
Polyzoniida, ali samo na kasnijim stadijumima (Minelli, 2015). Kod grupa koje slede ovu
zakonitost u povecanju broja segmenata sa nogama prisutna su sva tri vida anamorfoze
(Minelli & Fusco, 2014).

Broj stadijuma je izuzetno varijabilan, narocito kod euanamorfnih vrsta. Ne moZe se
sa sigurnoS¢u tvrditi da li je konaCan broj stadijuma unapred odreden i ogranicen, ili
ograni¢en stanjem jedinke. U drugom slucaju, opet postoji moguénost neodredenog
povecanja stadijuma ili do unapred odredenog maksimuma (Minelli, 2015). Do sada
najveci zabelezen broj stadijuma je kod euanamorfne julide Tachypodoiulus niger (Leach,
1814), i iznosi 24 (Sahli, 1969).



Takode, pripadnici klase Diplopoda odlikuju se velikom varijabilno$¢u perioda za
koji se dostize polna zrelost, kao 1 same duzine zivotnog ciklusa. Na primer, medu
vise od osam, u slucaju teloanamorfne vrste Parafontaria armigera Verhoeff, 1936
[=Parafontaria laminata (Attems, 1909)], kojoj je osam godina neophodno za dostizanje
adultnog stadijuma (Fujiyama & Yoshida, 1984; Minelli, 2015). Kod julide Ommatoiulus
sabulosus (Linnaeus, 1758), polna zrelost se dostize u drugoj ili tre¢oj godini, u zavisnosti
od stadijuma (David & Coulis, 2015). Blower (1974) je zabelezZio starost od 10-11 godina
kod vrste Glomeris marginata (Villers, 1789).

Proces presvlacenja podrazumeva cetiri faze (Blower, 1985; Hopkin & Read, 1992).
Stonoge su pre presvlacenja aktivne, povec¢avaju unos hrane i akumuliraju viSak vode da bi
se postigao pritisak hemolimfe na kutikulu (Ambarish & Sridhar, 2014). U pripremnoj fazi,
stonoga gradi komoru za presvlacenje. Tokom naredne faze, stonoga je nepokretna, u
polukruznom poloZaju. Proliferaciona zona se izduzuje, usni delovi su istureni, dolazi i do
izvlaenja vulvi, gonopoda, ili njihovih rudimenata. Trecu fazu karakteriSe egdizis,
odnosno pucanje kutikule, prvo sa dorzalne strane, izmedu glave i koluma, a zatim i
uzduzZno, duZ ventralne i lateralnih strana. Jedinka napusta egzuviju, koja je kod Julida,
usled teleskopskih osobina prstenova, znatno kraca od tela, Sto se moze videti i na slici 1,
koja prikazuje juvenilnu jedinku Pachyiulus hungaricus. Tokom poslednje faze, oznacene
kao faza oporavka, dolazi do postepenog povratka aktivnosti. Nova kutikula je bleda i
meka, a antene i noge su usmerene posteriorno. Jedinke ¢e pojesti egzuviju pre nego §to,
nakon nekoliko dana od zavrSenog presvlacenja, ne napuste komore. Iako je trajanje samog
procesa presvlacenja nekoliko dana, do ponovnog uspostavljanja prvobitne obojenosti proci
¢e nekoliko nedelja, kao Sto je sluc¢aj kod nekoliko vrsta roda Arthrosphaera Pocock, 1895
reda Glomerida, kojima je za to potrebno 3-9 nedelja (Ambarish & Sridhar, 2014).
Presvlacenje je, kao kod svih artropoda, pod kontrolom egdisteroidnih hormona (Cheong et
al., 2015). Pocetak presvlacenja moze da bude odreden spoljasnjim faktorima, prevashodno
temperaturom i vlazno$¢u (Hopkin & Read, 1992). Kod pustinjske vrste Orthoporus
ornatus (Girard, 1853) presvlacenje nastupa nakon $to se akumulira odgovarajuc¢a koli¢ina

toplote u tlu, uz pogodne nivoe vlaznosti (Crawford, 1974). Severnoamericka vrsta koja



nastanjuje listopadne Sume, Narceus americanus (Palisot de Beauvois, 1817), zapocinje
presvlacenje kao odgovor na produzeno trajanje susnih uslova (O’Neill, 1969). Komora
moze da bude izgradena na razli¢ite naCine, od zemljiSnih Cestica koje su prosle kroz
digestivni trakt ili trulih Cestica drveta, ili da bude u vidu plitkih udubljenja u zemljistu i
semenih kapsula. Analne Zlezde, koje se otvaraju u distalni deo zadnjeg creva, luce sekret

kojim se naslage Cestica oblikuju u komoru.

Slika 1. Juvenilna jedinka P. hungaricus (Karsch, 1881) nakon presvlacenja, u komori sa

egzuvijom. Slika: B. Ili¢

Stonoge nadreda Nematophora, u koji spadaju redovi Chordeumatida, Callipodida i
Stemmiulida, prave poseban tip komore, u vidu kokona, odnosno ¢aure (Enghoff & Akkari,
2011). Ove grupe poseduju, kao $to njihov zajednicki naziv upucuje, dve ili viSe spinereta
koje se pruzaju sa epiprokta telzona. Spinerete predstavljaju filamentozne izrastaje u koje
se ulivaju kanali zlezda koje luce vlakna za izgradnju komora (Koch, 2015a). Pripadnici

reda Callipodida i Chordeumatida karakteriSu se prisustvom jednog para, a reda
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Stemmiulida jednim do tri para spinereta. Polydesmide poseduju uglavnom dva para
spinereta (Shear, 2008), a strukture koje nalikuju spineretama zapazene su i u redu
Siphoniulida (Sierwald et al., 2003). Upotreba spinereta za izgradnju i oblaganje kokona
opisana je kod Chordeumatida, Callipodida i Polydesmida, a smatra se, na osnovu prisustva
spinereta, da ovu sposobnost poseduju i Siphoniulida i Stemmiulida (Shear, 2008).

Polno zreli muzjaci nekoliko vrsta porodica Julidaec i Blaniulidae mogu da se
presvuku u interkalarni stadijum, koji podrazumeva regresiju sekundarnih seksualnih
karaktera 1 nemoguénost reprodukcije, Sto se oznacava kao periodomorfoza (Akkari &
Enghoff, 2011b). Narednim presvlacenjem, jedinka se vraca u stanje sa svim morfoloskim
osobinama koje karakteriSu polno zrelog muzjaka. Kod nekih vrsta, postoji viSe
interkalarnih  stadijuma (Minelli, 2015). Dato je nekoliko objasnjenja uzroka
periodomorfoze (Enghoff et al., 1993; Akkari & Enghoff, 2011b). Proces zamene stare
kutikule novom usloZznjava se uz strukture kao S§to su gonopode, tako da se njihovim
redukovanjem mogu izbe¢i eventualne komplikacije tokom presvlacenja. Interkalarni
stadijum omoguéava mirovanje, tokom Cega se odvija spermatogeneza izmedu sezona
parenja, jer, iako se gonopode redukuju, sa gonadama to nije slucaj. Periodomorfoza
podrazumeva i produZenje Zivotnog veka muzjaka, ¢ime se postiZze pogodan odnos polova,
a time 1 povecana verovatnoca za uspeSnu sezonu parenja u podrucjima koja mobilne vrste
jos$ uvek nisu uspesno kolonizovale. Jedna od vaznih prednosti koja se sti¢e prolaskom kroz
interkalarne stadijume je smanjeno optereCenje creva usled redukovanih gonopoda
(Minelli; 2015).

Kod diplopoda su registrovane partenogenetske populacije (Hopkin & Read, 1992;
Pinheiro et al., 2009). Broj muzjaka moze biti veoma mali u odnosu na broj zenki, ili
muzjaci nedostaju, Sto se oznacava kao spanandrija i deSava se u odredenim periodima
godine, ili na odredenim stanistima. Obligatna partenogeneza je retka i uglavnom je u vidu
telitokije, gde se samo Zenke legu iz neoplodenih jaja. Partenogenetske vrste se nalaze u

okviru redova Polyxenida, Polydesmida i Julida (Minelli & Michalik, 2015).
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1.2.2 Definisanje postembrionalnih stadijuma Diplopoda

Moze da se izdvoji nekoliko metoda za odredivanje postembrionalnih stadijuma:
brojanje parova nogu ili segmenata, brojanje nizova ocela, razlikovanje ozadena po boji i
veli¢ini, i analiza diskontinuteta dimenzija (Enghoff et al., 1993). Svaka od ovih metoda
podrazumeva odredena ogranic¢enja, mada su se neke pokazale preciznijim od drugih.

Brojanje parova nogu i segmenata sa nogama i bez nogu je pouzdano ukoliko se
postembrionalno razviée odvija po zakonu anamorfoze, i moze se primeniti kod
Polydesmida, Chordeumatida, i ranih stadijuma mnogih grupa, ukljucujuéi i Julida, jer se
kasniji stadijumi odlikuju velikom varijabilnos¢u u ovim osobinama(Enghoff et al., 1993).

Upotreba nizova ocela za odredivanje postembrionalnih stadijuma ima narocito
znacajnu primenu kod euanamorfnih stonoga (Hornung & Vajda, 1988; Peitsalmi &
Pajunen, 1991, 1992; Minelli, 2015). Brojanje nizova ocela ne moze da se primeni kod
mnogih grupa koje nemaju razvijene ocele ili kod kojih dolazi do razliitog stepena
redukcije ili izostanka Citavih nizova. Takode, ocele nisu 0sobina pouzdana za odredivanje
stadijuma u kasnom periodu postembriogeneze. Pretpostavlja se da jedinka vrste T. niger,
sa 64 prstena sa nogama za hodanje i jednim apodnim prstenom, pripada XVI1I stadijumu,
§to se ne moze utvrditi na osnovu ocelarnog polja (Enghoff et al., 1993).

Broj ozadena takode moZe da se koristi u svrhu odredivanja broja parova nogu, po
formuli L = 2g + 5, gde je g broj ozadena, a L broj parova nogu. Ovaj metod, u kombinaciji
sa brojem prstenova sa nogama i bez nogu, i brojem ocela, primenjen je za utvrdivanje
stadijuma kod blanijulide Nopoiulus kochii (Gervais, 1847) (Kheirallah et al., 2000). U
svrhu odredivanja stadijuma mogu da se koriste boja i veli¢ina 0zadena, ali je neophodno
da se jedinke analiziraju ubrzo po uzorkovanju (Enghoff et al., 1993).

Kod nekoliko vrsta kod kojih je nemoguée precizno odrediti broj redova ocela,
moze se koristiti analiza diskontinuiteta dimenzija, zasnovana na postepenom povecanju
veli¢ine tela kroz stadijume (Enghoff et al., 1993). UspeSnost ove metode, do sada
primenjivane na julidne vrste, varira. Stadijumi vrste Cylindroiulus nitidus [=Allajulus
nitidus (Verhoeft, 1819)] definisani su ovom metodom, jer nije bilo moguce da se ocelarni

nizovi odrede, s obzirom na preklapanje i gubitak ocela (Blower & Miller, 1977).
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Brojanje segmenata i parova nogu ne moze da bude pouzdan kao samostalan metod
odredivanja stadijuma, s obzirom na veliku varijabilnost u broju segmenata sa nogama i bez

nogu koji se dodaju nakon presvlacenja posle 1V stadijuma (Enghoff et al., 1993).

1.3. Anatomske i fizioloSke odlike odbrambenih Zlezda Diplopoda

Egzokrine zlezde zglavkara, ektodermalnog porekla, izuzetno su varijabilne
morfologije, anatomije, polozaja, funkcije, nacina sekrecije (Noirot & Quennedey, 1974;
Gnaspini & Hara, 2007; Giglio et al., 2011). Mnoge Zlezde u kojima se proizvodi sekret
odbrambene funkcije predstavljaju invaginacije epidermisa. U cilju $to efikasnijeg
dopremanja sekreta do potencijalnog predatora, odbrambene Zlezde mogu da se izmeste iz
svog leziSta usled pritiska hemolimfe, povecaju zapreminu usvajanjem vazduha ili velikom
brzinom rasprse sekret. Kod Zlezda koje ne menjaju svoj polozaj, Zlezdane ¢elije mogu da
budu deo rezervoara, §to je slucaj kod julidnog tipa Zlezda diplopoda, ili su sekretorni
region i rezervoar zasebni odeljci spojeni kanalom, kao kod pigidijalnih zlezda koleoptera
(Chapman, 1998; McNeil & Millar, 2013).

Zlezdane ¢éelije epidermalnih Zlezda mogu da se svrstaju u tri klase u zavisnosti od
tipa sekrecije i na¢ina na koji sekret prevazilazi kutikularnu barijeru (Noirot & Quennedey,
1974). Celije 1 klase prekrivene su kutikulom koja nastaje aktivno$¢u samih éelija.
Zlezdana éelija, okruzena epidermalnim éelijama razli¢itog stepena diferenciranosti, u
kojima sekret sakuplja pre nego sto prede kutikulu, oznacava se kao ¢elija II klase. Ukoliko
se sekret doprema kanalom, koji prodire kroz zlezdanu c¢eliju, zatim prolazi kroz kanalnu
éeliju i u kontinuitetu je sa kutikulom, Zlezdana éelija pripada IIT klasi. Zlezde mogu biti
izgradene od jedne ili vise klasa ¢elija. Celije III klase Gesto su prisutne u zlezdama u
kojima se produkuje odbrambeni sekret ili feromoni insekata (Chapman, 1998; McNeil &
Millar, 2013). Mnoge Zzlezde navedenih funkcija Cine iskljucivo celije III klase, poput
otrovnih Zlezda opnokrilaca reda Hymenoptera (Billen, 2011), Zlezdanog tkiva sekretornih
reznjeva pigidijalnog odbrambenog sistema tvrdokrilaca potporodice Brachininae (Di
Giulio et al., 2015), kristalnih zlezda termita roda Neocapritermes Holmgren, 1912

(Sobotnik et al., 2014), Ri¢ardove Zlezde osa tribusa Epiponini, u kojoj se proizvode

13



feromoni traga za obelezavanje puta izmedu starog i novog gnezda (Billen, 2011; Da Silva
etal., 2014).

Osnovne morfoloske odlike tri tipa repugnatorijalnih zlezda: glomeridnog, julidnog i
polidezmidnog, prisutnih kod diplopoda, opisane su u potpoglavlju 1.4.1. Histoloska
istrazivanja do sada nisu vrSena na glomeridnom tipu zlezda, dok su anatomija i fiziologija
zlezda polidezmidnog i1 julidnog tipa, metodama svetlosne mikroskopije, opisane
proucavanjem polidezmide Pachydesmus crassicutus (Wood, 1864) (Woodring & Blum,
1963), a zatim i spirobolide Anadenobolus arboreus (De Saussure, 1859) [=Orthocricus
arboreus (De Saussure, 1859)] (Woodring & Blum, 1965) i julide Uroblaniulus canadensis
(Newpoet, 1844) (Weatherston & Percy, 1969). Transmisiona elektronska mikroskopija
primenjena je u studiji odbrambenih zlezda neidentifikovane vrste Pachyiulus sp. Berlese,
1883 (Tichy, 1974).

Zlezdani aparat reda Polydesmida, sastavljen od rezervoara, reakcione komore
(vestibule) i kanala koji se otvara ozoporom, okruzen je kutikularnim slojem, intimom, koji
je u kontinuitetu sa egzoskeletom. Kod vrste P. crassicutus, suzenje rezervoara ka komori,
oznaceno kao ,,vrat” je sa ventralne strane sklerotizovano i invaginisano, ¢ime nastaje uska,
izduzena struktura oznacena kao ,,jezik”. Dobro razvijena intima oko kanala, komore i
»jezika”, u odnosu na intimu rezervoara i ,vrata”, ¢ini komoru i kanal rigidnim
komponentama aparata. Protok izmedu rezervoara i komore kontrolisan je ,,jezikom” 1
misi¢em koji na njemu inserira, a koji polazi sa lateralnog telesnog zida. Uz kanal, sa
spoljasne strane, kao i uz ,,jezik”, ,,vrat” i deo rezervoara koji nije Zlezdane prirode, nalaze
se epidermalne ¢elije. Zlezdane éelije rezervoara, koji sadrzi prekursorska jedinjenja,
poseduju ovalne citoplazmatske inkluzije sa centralnim kanalom, od koga poticu mnoge
ekstenzije kroz intimu rezervoara. Od celija koje okruZzuju komoru polaze kanali koji
prozimaju intimu komore. Enzimi, koji razlazu prekursore do vodonik cijanida i
benzaldehida, dopremaju se kanalima u lumen komore. Granule su detektovane u lumenu
komore i kanala, ali ne 1 u oblasti ,,vrata” 1 Zlezdanog dela rezervoara. Pretpostavlja se da se
u citoplazmi Celija komore nalaze granule glikogena ili drugih ugljenih hidrata (Woodring

& Blum, 1963).
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Ozadene proucavane spirobolide A. arboreus sastoje se od rezervoara i ejakulatornog
aparata (Woodring & Blum, 1965). Rezervoar se postepeno suzava u ,vrat”, Cijom
invaginacijom nastaje izvodni kanal. Kutikularni navoji “vrata” omoguéavaju snazno
izbacivanje sekreta. Deo kanala, opisan kao ,,jezik”, ima funkciju kupastog cepa koji,
nezavisno od aktivnosti navoja kanala, moze da omoguéi prolaz sekreta kroz ozoporu.
Sekret se izluCuje na dva nacina: isticanjem kroz ozoporu ili izbacivanjem u vidu spreja,
dometa i veceg od 30 cm kod ove vrste (Woodring & Blum, 1965). Sekret dospeva u lumen
kanala kontrakcijama miSi¢a retraktora koji polaze od kanala ka telesnom zidu. Kada se
lumen kanala napuni sekretom, miS$i¢i retraktori blizu rezervoara se opustaju, nakon cega
kutikularni navoji zatvaraju kanal ka rezervoaru. Time se sprecava protok sekreta nazad u
rezervoar, kao i dalje lucenje sekreta iz rezervoara u kanal. Nakon toga sledi postepeno
opustanje miSi¢a ka ozopori, $to rezultuje visokim pritiskom te¢nosti u lumenu kanala.
Kontrakcijama miSica ,,jezika”, ozopora se otvara, i usled visokog pritiska tecnosti, sekret
se izluCuje u vidu spreja. Kada je stonoga blago stimulisana, simultanim kontrakcijama
misi¢a kanala 1 ,,jezika” sekret isti¢e kroz ozoporu.

Kod proucavane spirobolide, zlezdane celije su sincicijalne, sa mnogobrojnim
grupacijama granula u citoplazmi. U regionu ,,vrata®, granice izmedu celija su jasnije
uocljive. U ¢elijama ozadena nisu detektovane citoplazmatske, kutikularne inkluzije.

Rezultati studije julidnog tipa Zlezda U. canadensis ukazuju na znacajne razlike u
odnosu na isti tip zlezda A. arboreus (Weatherston & Percy, 1969). Dok se kod ozadena
spirobolide sve komponente Zlezdanog aparata smatraju sekretornim, ozadene julidne vrste
poseduju sekretorne jedinice u distalnom delu intime rezervoara. U ovom regionu nalazi se
struktura oznacena kao srpasta ploca sa kojom su povezane mnogobrojne tubule. Izmedu
hipodermalnih ¢elija rasporedeno je manje od 20 sekretornih jedinica od koji polaze tubule
ka srpastoj ploci. Sekretornu jedinicu Cine dve Celije od kojih prozirna vezikula celije A
sadrzi ,,glavu” tubule, dok drugi, nabrani deo tubule, prolazi kroz vezikulu delije B.
Nukleus prve celije je krupan, a citoplazma poseduje mnogobrojne vakuole. Ovakva
organizacija sekretorne jedinice upucuje na zlezdane cCelije III klase, prema klasifikaciji
koju su dali Noirot & Quennedey (1974), gde bi ¢elija B mogla da ima funkciju kanalne

¢elije (slika 2). Tubula moze da se grana nakon prolaska kroz ¢eliju B, ali nece prolaziti
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kroz druge celije dok ne dosegne srpastu plocu. Od srpaste ploce, tubule mogu dalje da
prolaze kroz ¢elije, verovatno one nalik ¢elijama B, ili da se direktno ulivaju u lumen
rezervoara. Za razliku od ozadena spirobolide, specijalizovane kutikularne inkluzije, koje
povezuju sekretorne celije sa rezervoarom, postoje u sekretornom regionu odbrambene

zlezde julidne vrste.

celijaB

vezikula B
celija A

vezikula A

N

tubula . / e
‘0 2 . 2 .

“glava” tubule

grananje tubule ——f_>

do srpaste ploce

Slika 2. Sematski prikaz sekretorne jedinice U. canadensis. Prema Weatherston & Percy
(1969).

1.4. Odbrambeni mehanizmi klase Diplopoda

U klasi Diplopoda, prisutno je nekoliko vidova odbrane. Primarna, pasivna odbrana,
poput kripti¢ne obojenosti i mimikrije ¢ija je funkcija da spreci predatora da primeti plen,
ili da prepozna jedinku kao svoj plen, prisutna je kod mnogih vrsta. Nakon $to predator
detektuje stonogu nastupaju aktivni, sekundarni mehanizmi odbrane: ponasajni, mehanicki i

hemijski (Dettner, 2015).
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Predstavnici klase Diplopoda poseduju razlicite lokomotorne sposobnosti (Manton,
1977; Koch, 2015b), koje ¢esto ne omogucavaju uspesno izbegavanje predatora. Vrste roda
Stemmiulus Gervais, 1844, iz Afrike, odlikuju se skokovitom reakcijom na pretnju (Evans i
Blower, 1973; Hopkin & Read, 1992, Koch, 2015b). Kretanje vrste Stemmiulus regressus
(Silvestri, 1916), sastoji se od nekoliko etapa: skok na razdaljini od 2-3 cm, prizemljenje,
proklizavanje, brzo kretanje ka napred, naredno odbacivanje od podloge (Evans & Blower,
1973). Pomenuti rod pripada nadredu Nematophora, stonogama koje su poznate po
najbrzem kretanju u odnosu na ostale grupe (Manton, 1958; Blower, 1985, Koch, 2015b).
Stonoge mogu na potencijalnu pretnju da reaguju i energi¢nim, ¢esto zmijolikim, pokretima
tela (Blower, 1985; Shear, 2015). Kada su izloZene opasnosti, stonoge mogu i da se saviju u
spiralu, u jednoj ravni ili u vidu heliksa, ili da se sklupc¢aju, time smanjujuc¢i povrSinu
izloZenu potencijalnoj opasnosti (Blower, 1985; Hopkin & Read, 1992). Spiralno uvijanje
tela je sposobnost mnogih stonoga infraklase Helminthomorpha, dok se volvacijom,
odnosno sposobnoscu sklupcavanja odlikuju redovi Sphaerotheriida i Glomerida, nadreda
Oniscomorpha, ali i predstavnici nekoliko familija Polydesmida i jedan rod Polyzoniida
(Golovatch, 2003). Potklasu Penicillata ¢ine ,,meke* ili ,,cekinjaste” diplopode koje nemaju
mineralizovanu kutikulu, kao ni hemijsku odbranu. Pored toga Sto poseduju glavene,
tergalne i pleuralne nizove trihoma, na kaudalnom delu tela nalaze se snopovi trihoma koji
imaju zaStitnu funkciju. Kada ih napadnu mravi, ove stonoge izloze kaudalne trihome, koji
se odvajaju od svog leziSta 1 vrSnim kukicama kafe o sete mrava. PokuSaji mrava da se
oslobode dovode do jos ¢vriceg povezivanja trihoma (Eisner et al., 1996).

Sklerotizovana kutikula, sa deponovanim karbonatima kalcijuma i magnezijuma,
odlikuje se mehanickim svojstvima koja predstavljaju adaptacije na zahteve riju¢eg nacina
zivota, poput ¢vrstine i otpornosti na savijanje i pucanje (Borrell, 2004). Kutikula zajedno
sa epidermisom ¢ini integument, koji spreava prodor patogena, gubitak vode, pruza zastitu
od predatora i ucestvuje u razmeni informacija sa spoljasnjom sredinom. Osnovni model
kutikule je predstavljen viSeslojnom epikutikulom, koja prepokriva prokutikulu. PovrSinski
slojevi epikutikule su: cementni, (sacinjen od proteina impregniranih voskom), vostani (0od
uglavnom nezasi¢enih lipidnih jedinjenja) i kutikulinski sloj (od proteina sklerotina i lipida)

(Wigglesworth, 1990; Compére et al., 1996). Ovi slojevi omogucavaju kutikularnu
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permeabilnost, dok su unutrasnja epikutikula sa prokutikulom, u kojima se nalaze hitinska
mikrovlakna, prevashodno odgovorni za mehani¢ka svojstva kutikule (Makarov, 2015).
Razli¢ite adaptacije kutikule su efikasan odgovor na specificne uslove Zzivota, poput
prisustva cerotegumenta sa mikrotuberkulima koji zadrzava tanak sloj vazduha kod stonoga
koje zive u Cesto plavljenim podrucjima (Golovatch & Kime, 2009) ili sloj voska na samoj
povrsini epikutikule, koji znacajno smanjuje odavanje vode u suSnim uslovima (Hopkin &
Read, 1992). Mnoge vrste se odlikuju makro- i mikroskulpturama kutikule kao i razli¢itim
izrastajima, Sto je naroCito izrazeno u redu Polydesmida (Mesibov, 2008; Akkari &
Enghoff, 2011a). Paranotumi, odlika veéine Polydesmida i nekih Choreumatida, su
raznolika lateralna ili dorzolateralna proSirenja metazonita, posteriornog dela segmenta.
Kod nekoliko vrsta, paranotumi mogu biti izoStreni ili posedovati ostrolike izraStaje koji
odbijaju potencijalne predatore, jer ¢ine zivotinju ve¢om i ,,nezgodnog™ oblika za uspesno
hvatanje (Shear, 2015). Upadljivo obojeni pripadnici roda Desmoxytes Chamberlin, 1923
poseduju spiniformne paranotume sa izrazenim rogolikim izraStajima (Golovatch et al.,
2012; Liu et al., 2014).

Mnoge diplopode su kripticno obojene sa razliCitim adaptacijama koje im
omogucavaju da ostanu neopazene od strane predatora (Vane Wright, 1980; Shear, 2015).
Stonoge nekoliko redova poseduju istaknute obrasce boja koji se sastoje od ponovljenih
elemenata duz nekoliko nizova segmenata, i koji otezavaju opazanje obrisa tela stonoge
(Enghoff, 2011). Kutikularni izrastaji nekih Polydesmida omogucavaju zadrzavanje Cestica
zemlje, pri ¢emu se moze formirati i sloj u vidu ,kore* preko njihovog tela (Akkari &
Enghoff, 2011a). Neuocljivost se moze postici i formiranjem ispar¢anog ,,tepiha“ mahovina
koje su na ¢vrstoj kutikuli polidezmide Psammodesmus bryophorus Hoffman, Martinez &
Florez, 2011, nasle pogodnu, stabilnu podlogu (Martinez-Torres et al., 2011).

Aposematska obojenost javlja se kod stonoga koje su relativnho velike, dnevno
aktivne 1 izlozene vizuelnim predatorima (Shear, 2015). Diplopode koje su stanovnici
pecina i dubljih slojeva zemljista uglavnom nemaju pigmente (Makarov, 2015). Razli¢itim
bojama i1 obrascima Sara, u vidu traka ili taaka, Cesto na paranotumima, postize se
uocljivost u odnosu na sredinu. Upadljiva obojenost je uglavnom karakteristika tropskih

vrsta Spirobolida i Spirostreptida, kao i nekoliko porodica Polydesmida (Enghoff et al.,
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2007; Wesener et al., 2009; Shear, 2015). Primera Bejtsove mimikrije, kada bezopasna
vrsta izgledom podseca na aposematski obojenu vrstu, odbojnu za potencijalne predatore,
nema mnogo medu stonogama. Milerova mimikrija, odnosno slicna obojenost odbojnih
vrsta koje u razli¢itom stepenu dele staniste, temeljno je proucena u studiji 0 tribusu
Apheloriini reda Polydesmida sa Apalackih planina (Marek & Bond, 2009). U oblastima
gde se staniSte ispitivanih vrsta poklapa, primecena je velika sli¢nost u boji i obrascima
Sara. Kao aposematski upozoravajuéi signal koji odbija no¢ne sisare, predatore stonoga,
opisana je i bioluminiscencija u rodu polidezmida Motyxia Chamberlin, 1941 (Marek et al.,
2011). Svetlost nastaje u egzoskeletu zahvaljuju¢i fotoproteinu koji sadrzi hromoforu sa
porfirin-funkcionalnom grupom.

Pripadnike reda Chordeumatida ne karakteriSe prisustvo repugnatorijalnih zlezda,
ali one ipak poseduju vid hemijske odbrane (Youngsteadt, 2008; Shear & Krejca, 2011;
Shear, 2015). Lepljive Kapljice se javljaju u bazi makroheta, koje su rasporedene u grupama
od po 3 makrohete na obe strane pleurotergalnog luka, Sto predstavlja dijagnosticku
osobenost reda (Enghoff et al., 2015). Krecuci se od baze ka vrhu, ove kapljice skupljaju u
sebi strana tela koja se mogu naci na zivotinji, a koja ¢e dalje biti eliminasana ¢im se zalepe
za neki drugi objekat. Tacan sastav ovog sekreta za sada nije utvrden.

lIako poseduju razli¢ite mehanizme zastite, diplopode su plen mnogim predatorima,
ki¢menjacima i beski¢cmenjacima, medu kojima ima i generalista i specijalista (Hopkin &
Read, 1992; Shear, 2015). Jaja 1 raniji stadijumi ne poseduju hemijsku zastitu, a nakon
izleganja, juvenilne jedinke su Cesto ograniCene pokretljivosti, $to ih ¢ini ugroZenijim u
odnosu na adultne jedinke. Stonoge reda Glomerida su vazan deo ishrane jezeva Erinaceus
europaeus Linnaeus, 1758 (David, 2015). Prugasti mungosi, Mungos mungo Gmelin, 1788
razbijaju kutikulu stonoga roda Sphaerotherium Brandt, 1833 o ¢vrstu podlogu (Eisner &
Davis, 1967). Drugi ki¢menjaci koji se hrane stonogama su razliite zabe, gusteri, neke
ptice, rovcice, kornjace (Blower, 1985). Africki karnivorni puzevi endemicne porodice
Chlamydephoridae se takode hrane pripadnicima roda Sphaerotherium sp., imobilisu¢i ih,
nakon ¢ega im mekani delovi tela stonoge postaju lako dostupni (Herbert, 2000). Neki
predatori koriste upravo najefikasniji vid zastite, sekret odbrambenih Zlezda, da bi locirali

stonogu, poput parazita iz roda Myriophora Brown, 1992 reda Diptera, koji polazu jaja u

19



telo stonoge, i hrane se njenim tkivima i kao adulti i kao larve (Hash et al., 2017).
Specijalisti koji se hrane samo stonogama, i to ¢esto samo odredene grupe, zivim ili ve¢
uginulim, nalaze se medu larvama tvrdokrilaca porodice Phengodidae, bar jedne vrste roda
Promecognathus Chaudoir, 1846, porodice Carabidae, pripadnicima potporodice
Etrichodiinae i Scarabeidae (Shear, 2015).

Stonoge su domacini ne samo larvama dvokrilaca, ve¢ 1 mnogim bakterijama,
gljivama, protozoama, nematodama, grinjama (Hopkin & Read, 1992; David, 2015).
Nematode roda Mermis Dujardin, 1842 su Cesti endoparaziti (Blower, 1985). Nematomorfe
onemogucavaju sazrevanje jaja, razvoj sekundarnih seksualnih karakteristika, kao i
gonopoda i vulvi (David, 2015). Na anteriornom delu tela &este su gljivice reda
Laboulbeniales (Santamaria et al., 2014). Neke vrste ovog reda mogu da se smatraju
ektoparazitima, ali postoje i vrste kojima nedostaju strukture za prodiranje u telo stonoge,
pa se u tom sluc¢aju odnos izmedu gljivica 1 stonoge moze oznaciti kao komensalski
(Santamaria et al., 2018). Parazitska vrsta Rickia pachyiuli Bechet & Bechet, 1986 nadena
je na prvim parovima nogu vrste Pachyiulus hungaricus Karch, 1881, sa talusima koji se
prostiru i sa dorzalne strane prvih nekoliko segmenata (De Kesel et al., 2013; Santamaria et
al., 2016).

1.4.1. Hemijska odbrana

Egzokrine repugnatorijalne zlezde prisutne su kod svih redova, osim
Chordeumatida, Sphaerotheriida, Glomeridesmida, Polyxenida i Siphoniulida (Makarov,
2015; Shear et al., 2015; Rodriguez et al., 2018). Prvi fosilni nalazi koji su ukazali na
prisustvo ozopora pripadaju devonskoj nadporodici Xyloiuloidea, nadreda Juliformia.
Takode, ovaj nalaz je i prvi dokaz prisustva ozopora ne samo kod diplopoda, ve¢ i kod svih
zivotinja koje poseduju hemijsku odbranu (Wilson, 2006; Shear & Edgecombe, 2010).
Analizama odbrambenog sekreta kod vise od 150 vrsta izdvojene su cetiru grupe
dominantnih jedinjenja: alkaloidi, hinoni, fenoli i cijanogena jedinjenja. Pored njih,
prisutno je i nekoliko grupa manje zastupljenih jedinjenja, razlicitih, Cesto jo§ uvek
nedovoljno poznatih funkcija (Eisner et al., 1978; Makarov, 2015; Shear, 2015).
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U odnosu na specificnu morfologiju Zlezda i hemijski sastav sekreta, mogu se

razlikovati tri tipa ozadena: glomeridni, polidezmidni i julidni.

1.4.1.1. Glomeridni tip zlezda

Dva tima naucnika su, nezavisno jedan od drugog, sredinom 60-tih godina proslog
veka, analizirali hemijski sastav sekreta vrste Glomeris marginata (Villers, 1789) i
detektovali prisustvo dva hinazolinonska alkaloida, nazvana glomerin i homoglomerin
(odnosno 1,2-dimetil-4(H)-hinazolinon i 1-etil-2-metil-4(3H)-hinazolinon (Schildknecht et
al., 1966; Meinwald et al., 1966; Schildknecht et al., 1967; Schildknecht & Wenneis, 1967;
Shear et al., 2011).

Prvobitno se smatralo da su ozopore reda Glomerida rasporedene od IV do XI
segmenta (Eisner et al., 1978), ali su Shear i saradnici (2011) ustanovili da su otvori
ozadena smesteni odmah iza segmenata I1I-X. Kasnije, utvrdeno je da se pore ne otvaraju u
okviru segmenta, ve¢ anteriorno u odnosu na segmente IV-XI, dok su same zlezde
smestene u okviru segmenata II1-X (Shear, 2015). Otvori odbrambenih zlezda mogu da
budu jednodelni, kao kod G. marginata, suzeni po sredini, kod Onomeris sinuata (Loomis,
1943) ili bilateralno udvojeni, Sto je verovatno slucaj kod vrste Glomeroides primus
(Silvestri, 1929). Tanak miSi¢ni sloj koji obavija zlezde dovodi do kompresije rezervoara,
pri ¢emu se izlucuje sekret u vidu lepljivih kapljica. IzduZeni, ovalni rezervoar Zlezde
nastavlja se u eferentni kanal koji se spaja sa kanalom druge zlezde istog segmenta i otvara
na sredini dorzalne strane tela, ¢ime je omoguéena hemijska zastita dok je Zivotinja
sklupc¢ana. Obnova sekreta u zlezdama je proces koji u slucaju adulta G. marginata moze
da traje i vise od Cetiri meseca ukoliko su one potpuno ispraznjene (Carrel, 1984).

Glomerin 1 homoglomerin izazivaju letargiju, paralizu 1 smrt kod miSeva,
povracanje kod zaba, usporene alarmne reakcije ptica (Eisner et al., 1978). Ova dva
alkaloida su strukturno sli¢na jedinjenjima sa sedativnim dejstvom na ki¢menjake, biljnom
arborinu, kao i metakvalonu, sintetickom leku. Dejstvo sekreta vrste G. marginata testirano
je na nekoliko vrsta paukova iz porodice Lycosidae (Carrel & Eisner, 1984). Kontakti

glomeride i paukova u laboratorijskim uslovima rezultirali su sedativnim efektom sekreta
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na paukove koji su, u vecini slu¢ajeva, napali stonogu i time se izlozili dejstvu alkaloida.
Delotvornost hinazolinona kao supstanci koje predatora odbijaju od plena, jer ga Cine
nejestivim i neukusnim, nije bila efikasna, jer su doze neophodne da bi se postigao ovaj
efekat odgovarale letalnim vrednostima, tako da su glomeride Cesto bile ubijene pre nego
Sto bi sedativno dejstvo nastupilo. Medutim, bitno ograni¢enje ove studije je to Sto vrste
testiranih paukova ne mogu da budu prirodni neprijatelji evropske G. marginata, jer zive u
juznom delu SAD-a. Pored alkaloida, pretpostavljalo se i prisustvo proteinske komponente
u sekretu (Schildknecht et al., 1967) sto je i dokazano analizama sekreta G. klugii Brandt,
1833 i Onychoglomeris herzegowinensis (Verhoeff, 1898) (Vujisi¢, 2013). Adhezivno
svojstvo kapljica sekreta pruza fizi¢ku zastitu od mrava, brzo ih imobilisuci (Carrel, 1984;
Shear et al., 2011).

1.4.1.2. Polidezmidni tip zlezda

Dok je odbrambeni sekret glomerida do sada ispitivan kod pet vrsta, odbrambeni
sekret u redu Polydesmida proucavan je kod vise od 50 vrsta (Makarov, 2015). Raspored
segmentima V, VII, IX, X, XII, Xl i XV-XIX, kod vrsta koje imaju 20 segmenata; kod
vrsta koje imaju 19 segmenata, XVIII je poslednji segment sa zlezdama (Golovatch et al.,
2014; Koch, 2015a). Zlezdani aparat je sloZeniji u odnosu na ostala dva tipa; ¢ine ga
rezervoar, nalik istome kod julidnog tipa Zlezda, reakciona komora (vestibulum) i eferentni
kanal koji se otvara ozoporama razli¢itog polozaja na segmentu, ¢esto na ivici paranotuma,
ali 1 na kratkim stubastim izraStajima, porostelama (Eisner et al., 1978; Golovatch, 2013;
Shear, 2015; Liu et al., 2016). Jedinjenja koja dominiraju u odbrambenom sekretu ovog
reda su vodonik cijanid (HCN) i benzaldehid (Makarov et al., 2010). Terminalni deo kanala
je ¢vrsto okruzen invaginacijom sopstvenog zida koja funkcioniSe kao zalistak, i koja je
mesto insercije miSi¢a za regulisanje otvaranja i zatvaranja zaliska (Eisner et al., 1963).
Prekursori sekreta, uglavnom mandelonitril ili benzoil cijanid se preko kanala, iz rezervoara
dopremaju u vestibulu, okruzenu debljim kutikularnim slojem nego Sto je to slucaj sa

rezervoarom. Celije koje okruzuju vestibulu proizvode enzime koji katalizuju reakciju
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nastajanja vodonik cijanida i benzaldehida. Kada je stonoga u opasnosti, kontrakcijama
miSica se otvara zalistak, prekursori iz rezervoara prelaze u komoru, odakle se zajedno sa
enzimima koji katalizuju cijanogenezu, izluuju kroz ozoporu (Eisner et al., 1978).
Hidrostati¢ki pritisak hemolimfe takode moze imati funkciju stimulisanja protoka
prekursora kroz vestibulu, a zatim i gotovog cijanogenog produkta do spoljasnosti (Duffey,
1981). U sekretu nekoliko vrsta detektovani su, pored vodonik cijanida i mandelonitril
benzoat, produkt reakcije mandelonitrila i benzoil cijanida u alkalnim uslovima izlu¢enih
sekretornih te¢nosti (Kuwahara et al., 2011). Mandelonitril-benzoat u sekretu vrste
Chamberlinius hualienensis Wang, 1956 nastaje u reakciji katalizovanoj hidroksinitril
liazom (Dadashipour et al., 2015). Kada je stonoga uznemirena, (R)-mandelonitril, koji se
nalazi u rezervoaru, stupa u reakciju sa liazom pri ¢emu nastaju benzaldehid i vodonik
cijanid, koji se izluéuju kroz ozoporu. Mandelonitril oksidaza, enzim hemolimfe, katalizuje
konverziju (R)-mandelonitrila u benzoil cijanid, koji, u spontanoj kondenzaciji sa
prekursorom mandelonitrilom proizvodi mandelonitril  benzoat. Biosinteza (R)-
-mandelonitrila pocinje I-fenilalaninom, od koga nastaje prekursor, (E/Z)-fenilacetaldoksim
¢ija dehidracija vodi ka fenilacetonitrilu. Konacno, stereoselektivna hidroksilacija
fenilacetonitrila rezultira nastankom (R)-mandelonitrila (Yamaguchi et al., 2017). L-
-fenilalanin je i prekursor jedinjenja u sekretu polidezmidnih stonoga koje ne proizvode
cijanogena jedinjenja (Kuwahara et al., 2002). Dve vrste porodice Haplodesmidae luce
sekret koji je smeSa tri azotna jedinjenja: (2-nitroetil) benzena i (2)- i (E)-(2-nitroetenil
benzena). Jedinjenja (Z)- i (E)-fenilacetaldoksim su biosintetski prekursori (2-nitroetil)
benzena, koji u reakciji desaturacije, rezultira (Z2)- i (E)-(2-nitroetenil) benzenom
(Kuwahara et al., 2018).

Detoksifikacija toksi¢nih cijanogenih jedinjenja se odvija procesom koji se odvija i
u biljkama (Duffey and Towers, 1978). Do sada identifikovani enzimi, koji su ukljuceni u
procese transformacije ovih jedinjenja u neskodljive su f-cijanoalanin sintaza i rodaneza,
dok aktivnoscu tirozin fenol liaze od fenola nastaje tirozin (Makarov, 2015).

Pored fenola, medu jedinjenjima koja uz cijanogene c¢ine odbrambeni sekret

polidezmida su gvajakol, ketoni, estri, organske kiseline, poput formi¢ne, miristinske,
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benzoeve, acetatne, izovaleri¢ne, stearinske (Eisner et al., 1978; Makarov et al., 2010;
Makarov, 2015).

Vodonik cijanid deluje prevashodno toksi¢no na beski¢menjake i ki¢menjake.
Benzaldehid je repelent mrava. Fenoli, gvajakol, benzoeva kiselina i benzoil cijanid
inhibiraju germinaciju spora i ispoljavaju bakteriostati¢no i fungistati¢no dejstvo, §to moze
spreciti rast bakterija i gljiva na kutikularnoj povrsSini i u enzimskom rastvoru reakcione
komore koja se otvara ozoporom ka spoljasnoj sredini. Isparljiva fenolna jedinjenja mogu
spreciti 1 da male spore ili fragmenti kontaminirane organske materije prodru kroz ozoporu
do zlezde stvaranjem efuzionog pritiska (Duffey et al., 1977). Benzoil cijanid deluje
uznemiravajue na mrave 1 ometa agresivho ponaSanje tokom napada, a nakon
viSeminutnog izlaganja mravi podlezu anesteziraju¢em dejstvu ovog jedinjenja. Estri mogu
da imaju razli¢ite funkcije, kao prekursori odbrambenih jedinjenja, toksini ili repelenti, kao
i supstance koje pospesuju rasprostiranje sekreta po povrsini ili olakSavaju prodor sekreta
kroz kutikulu (Eisner et al., 1978; Blum, 1981; Shear, 2015; Makarov, 2015).

Nekoliko vrsta polidezmida, koje su vec¢inom stanovnici zemlji$ta, ne proizvode
cijanogena jedinjenja (Omura et al., 2002; Kuwahara et al., 2002; Shear et al., 2007).
Jedinjenja detektovana kod ovih vrsta imaju razli¢ite funkcije: 1-okten-3-ol i geosmin nisu
repelenti za mrave, ali deluju antimikrobno i fungistati¢no, a pretpostavlja se i kao alarmni
feromoni, dok 2-nitroetilbenzeni ispoljavaju jako repelentno dejstvo prema mravima. U
sekretu vrste Leonardesmus injucundus Shelley & Shear, 2006 utvrdeno je prisustvo p-
-krezola, ali ne i mandelonitrila, benzaldehida i vodonik cijanida (Shear et al., 2007). Za
razliku od mnogih ,,cijanogenih” stonoga, ova vrsta, naseljava dublje slojeve stelje i tla i
nije aposematski obojena, te se pretpostavlja da njena odbrana nije usmerena ka vizuelno
orijentisanim predatorima, ve¢ ka mravima ili predatorskim tvrdokrilcima. S obzirom da
cijanogena jedinjenja nisu efikasna odbrana protiv svih vrsta mrava (Eisner et al., 1978), a
da fenoli deluju odbojno na mrave (Duffey et al., 1977), p-krezol u sekretu ove vrste
potencijalno obezbeduje optimalnu zastitu protiv predatora koji ne reaguju na cijanogena

jedinjenja.
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1.4.1.3. Julidni tip Zlezda

Najrasprostranjeniji tip zlezda, julidni tip, postoji kod nekoliko grupa: nadreda
Juliformia, redova Callipodida, Polyzoniida, Platydesmida, a pretpostavlja se i kod redova
Stemmiulida, Siphonophorida i Siphonocryptida (Makarov, 2015; Shear, 2015). Od
polusferi¢nog rezervoara, izduzenog kod Polyzoniida i cevastog kod Platydesmida, pruza se
eferentni kanal, koji se zavrSava ozoporom sa lateralne strane tela. U zidu terminalnog dela
kanala nalazi se zalistak, navoj u vidu opruge, na kome je mesto insercije misi¢a koji ga
otvara. Kontrakcijom ovog miSi¢a i1 istovremenom kompresijom rezervoara dolazi do
izluCivanja sekreta. Kompresija rezervoara se postize povecanim pritiskom hemocela ili
kontrakcijom miSi¢a integumenta oko zlezde, ili delovanjem oba procesa. Sekret se kod
nekih vecih vrsta, uglavnom Spirobolida i Spirostreptida, izlu¢uje u vidu spreja, sa
maksimalno zabelezenom razdaljinom od 84 c¢cm kod spirobolide Haitobolus haitensis
(Gervais, 1847) (Buden et al., 2004).

Po nekim autorima (Gruner et al., 1993), tip Zlezda prisutan u redovima Polyzoniida
i Platydesmida iz subterklase Colobognatha, moze se da se izdvoji u zaseban tip,
kolobognatni. Specifi¢nost oblika zlezda smatra se jednom od autapomorfnih o0sobina
Colobognatha (Enghoff, 1984; Rodriguez et al., 2018). Polyzoniida sadrze alkaloide u
svom odbrambenom sekretu, kao §to su polizonimin i nitropolizonamin (Meinwald et al.,
1975), p-pinen, limonen i buzonamin koji deluju repelentno na mrave (Wood et al., 2000), i
spiropirolizidin O-metiloksim (Saporito et al., 2003; Kuwahara et al., 2007).

Pripadnici nadreda Juliformia nazivaju se ,,hinonskim diplopodama®, s obzirom na
dominantnost razli¢itih hinona u odbrambenom sekretu (Eisner et al., 1978; Shear, 2015;
Bodner et al., 2016). Hinoni su bili prva dokumentovana klasa odbrambenih jedinjenja
stonoga, kada su Béhal i Phisalix (1900), nedugo nakon $to je Cook (1900) objavio pregled
hemijske odbrane kod diplopoda, identifikovali benzohinone iz sekreta vrste Julus
terrestris Linnaeus, 1758 (Makarov, 2015; Shear, 2015). Pored dominantnih metil- i/ili
metoksi-benzohinona, etil-benzohinoni preovladuju u sekretu nekih vrsta rodova
Typhloiulus Latzel, 1884, Serboilus Strasser, 1962 i Lamellotyphlus Tabacaru, 1976

(Makarov et al., 2017). Nehinonske komponente sekreta julida su uglavnom estri, ali i
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alkoholi, alkenoli, aldehidi, fenoli, ketoni (Bodner & Raspotnig, 2012; Shimizu et al., 2012;
Sekuli¢ et al., 2014; Stankovi¢ et al., 2016; Rodriguez et al., 2018; Ili¢ et al., 2018).

Benzohinoni su kristalnog ¢vrstog stanja, dok je odbrambeni sekret tecnost, iako u
njemu nisu prisutna i jedinjenja koje bi mogla da sluze kao njihovi rastvaraci.
Ugljovodonici su prisutni u rezervoaru odbrambenih Zlezda buba bombardera, kao zasebna
lipoidna faza, funkcioniSu¢i kao rastvara¢i hinona, ali 1 kao surfaktanti koji olakSavaju
rasprostiranje sekreta po telu insekta (Eisner et al, 2000, Shimizu et al., 2012). Do danas su
alifati¢ni ugljovodonici detektovani jedino u sekretu spirobolide Rhinocricus padbergi
Verhoeff, 1938 (Arab et al., 2003). Medutim, postoji moguénost da je njihovo prisustvo
posledica kontaminacije kutikularnim ugljovodonicima tokom analize. Te¢no stanje sekreta
moze da se objasni principom optimizacije koji se ogleda u prisustvu odgovarajucih
izomera hinona, u odgovaraju¢im razmerama u sekretu, sa znatno nizom tackom topljenja u
odnosu na druge poznate izomere, §to rezultira snizenom tatkom topljenja smese (Attygalle
et al., 1993). Medutim, prouc¢avanjem nekoliko julidnih vrsta, nisu utvrdeni neophodni
odnosi udela jedinjenja u sekretu kojima moze da se postigne snizenje tacke topljenja i
prelazak u te¢no stanje (Huth, 2000). Ipak, snizenje tacke topljenja moglo bi da rezultira iz
same smese benzohinona i drugih komponenti, ¢ime bi se pospesila potentnost sekreta, koji
je, kod velikih juliformnih stonoga prevashodno usmeren protiv sisara i na njihove osetljive
mukozne membrane, pre nego na insekte (Wu et al., 2007). Funkciju rastvarac¢a mogu imati
I estri, komponente sekreta i kod insekata i kod stonoga (Shimizu et al., 2012).

Do sada je pokazano da hinoni deluju iritiraju¢e na mrave, paukove, ki¢menjake,
dovode do oéne iritacije miSeva i ptica, i izazivaju ¢eSanje kod zaba (Eisner et al., 1978).
Isparenja sekreta pruzaju zastitu od ponovnog napada mrava, §to je pokazano i1 u slucaju
hinonskog sekreta juliformnih stonoga, fenolnog kod kalipodida i cijanogenog kod
polidezmida (Eisner et al., 1978). ,,Hemijski $tit“ koji nastaje nakon izluc¢ivanja sekreta,
detektovan i kod jedne vrste opiliona sa benzohinonskim sekretom, onemoguéava ponovni
napad mrava, bar tokom onoliko vremena koliko je dovoljno Zivotinji da pobegne
(Machado et al., 2005). Predator moze napasti stonogu, medutim, ukoliko je odmah ne
proguta, moze da se izlozi dejstvu hinona i odbaci plen. To je pokazano testovima u kojima

su koriS¢ene zabe Anaxyrus cognatus (Say, 1823) koje se, ukoliko stonogu premestaju u
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ustima, izlazu dejstvu sekreta plena i odbacuju ga (Eisner et al., 1978). Toksi¢nost
hinonskog sekreta je utvrdena potkoznim injektiranjem u trbus$nu Supljinu pacova, morskih
prasadi i miSeva (Eisner et al., 1978). Medutim, oralna primena benzohinona ili ishrana
stonogama kod pacova i miSeva ne dovodi ni do kakvih efekata, dok kod pasa moze
izazvati povracanje (Eisner et al., 1978). S obzirom da su benzohinoni veoma reaktivna
jedinjenja, verovatno je da podlezu promeni u crevima (Eisner et al., 1978; Shear, 2015).
Alkilovani 1,4-benzohinoni, koji dominiraju u sekretu artropoda, su efektniji iritanti od
nesupstituisanih 1,4-benzohinona (Eisner et al., 2004).

1.5. Poliginandrija, seksualna selekcija i reproduktivno ponasanje Diplopoda

Poliginandrija kao sistem parenja podrazumeva da se muzjaci i Zenke pare vise puta
tokom sezone; pri tom, uocCena je veca varijabilnost u uspeSnosti u parenju medu
muZjacima nego medu zenkama (Shuster & Wade, 2003; Kokko et al., 2014). Parenje sa
veéim brojem partnera podrazumeva odredene koristi (benefite), ali i odgovarajuce rizike
za oba pola. ViSestruka parenja imaju uticaj na komponente adaptivne vrednosti (duzinu
zivota, fertilitet, fekunditet), 1 podrazumevaju znafajan utroSak energije 1 vremena,
povecavaju izloZenost predatorima, rizik od fizicke povrede i infekcije, a mogu da dovedu
i do redukovane efikasnosti imunog odgovora (Siva-Jothy et al., 1998; Arnqvist &
Nilsson, 2000; Jennions & Petrie, 2000). Povecanom ucestaloS¢u parenja po
reproduktivnom periodu (Maklakov et al., 2005), muzjaci pospeSuju reproduktivni uspeh
(Arngvist & Nilsson, 2000) odreden brojem Zenki sa kojima se muzjaci pare, fekunditetom
tih zenki, i koli¢inom oplodenih jaja (Kokko et al., 2006). Reproduktivni uspeh zenki
odreden je, izmedu ostalog, ulaganjem u proizvodnju vijabilnih jaja (Arnqvist & Nilsson,
2000). Takode, reproduktivni uspeh moZze da zavisi od osobina zZivotne istorije (npr. starost
prilikom prve reprodukcije, broj reproduktivnih pokusaja, stope prezivljavanja) (King et
al., 1991; Blums & Clark, 2004; Spong et al., 2008), morfoloskih osobina (Jensen et al.,
2004; Ward et al., 2014; Fricke et al., 2015), osobina ponasSanja (Bensch et al., 1998;
Fricke et al., 2015), kao i eventualne srodnosti roditelja (Amos et al., 2001; Charpentier et
al., 2005).
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S druge strane, benefiti koje jedinke imaju od viSestrukih parenja mogu da se
grupiSu u direktne, ,,materijalne* i indirektne, tzv. ,,genetiCke* (Archer & Elgar, 1999).
Neki od benefita podrazumevaju davanje ,,hranljivog poklona” prilikom udvaranja, podelu
brige o potomstvu, kao i zastitu od uznemiravanja od strane drugih muzjaka (Bateman,
1998; Archer & Elgar, 1999; Jennions & Petrie, 2000). Sam ¢in parenja i prisustvo sperme
u reproduktivnom traktu Zenke, kao i dodatnih hemijskih materija koje se unose sa
spermom, uz nutritivne vrednosti ejakulata mogu da stimuliSu produkciju jaja i pospese
fertilitet (Arngvist & Nilsson, 2000). Ipak, akcesorne hemijske materije, koje poseduju
razlicite funkcije (inhibicija receptivnosti Zenki, repelentno dejstvo prema drugim
muzjacima), utiu na smanjenje stope ponovnog parenja zenki, a hemijska jedinjenja koja
imaju negativno dejstvo na spermu prethodnih muzjaka, mogu da ispolje toksi¢ne
nuspojave za zenke (Andersson et al., 2000).

Pored ,,materijalnih“, parenjem sa veéim brojem partnera zenke sti¢u i indirektne
benefite tako Sto ostavljaju geneticki varijabilno potomstvo (Archer & Elgar, 1999;
Puurtinen et al., 2009; Tuni & Bilde, 2010).

Poliandrija omogucava zenkama da vrSe i tzv. postkopulatorni izbor, kao i da
smanje rizik od ukr§tanja u srodstvu ili sa geneticki nekompatibilnim partnerima
(Newcomer et al., 1999; Firman & Simmons, 2008). Da bi se umanjili rizici usled parenja
sa razli¢itim partnerima, prekopulatorni 1 kripti€éni mehanizmi izbora razvili su se kod oba
pola i ostvaruju se razli¢itim strategijama (Hunt & Sakaluk, 2014).

Mehanizmi seksualne selekcije su: kompeticija unutar polova (intraseksualna
selekcija) 1 izbor partnera (interseksualna selekcija) (Darwin, 1871; Tuci¢, 2003).
Fizickom borbom kojom se obezbeduje pristup Zenkama ili ¢uvanjem resursa koji su
Zzenkama neophodni za preZivljavanje 1 reprodukciju, muzjaci sticu selektivnu prednost.
Medutim, i zenke nekih vrsta mogu da stupe u kompetitivne interakcije, Sto je praceno i
razvojem morfoloskih osobina koje takvo ponasanje podrzavaju (Young & Bennett, 2013).
Interseksualna selekcija podrazumeva izbor partnera, na osnovu uocljivih morfoloskih,
fizioloSkih ili ponaSajnih osobina, kakvo je, recimo, upadljivo oglaSavanje ili ponuda
,materijalnih“ resursa (Miller, 2013). Izbor partnera zavisi i od faktora kao $to su:

fiziolosko stanje jedinke koja bira, sredinski faktori koji uti€u na vreme i energiju koji se
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ulazu u potragu 1 izbor partnera, gustina populacije i operacionalni odnos polova (Widemo
& Sather, 1999).

U velikom broju eksperimenata posvecenih izufavanju seksualne selekcije na
razli¢itim model-sistemima, u prirodnim 1 laboratorijskim uslovima, utvrdena je
povezanost izmedu razli¢itih morfoloskih osobina i uspeha u parenju. Kod razlicitih grupa
artropoda, morfoloSka varijabilnost veliCine tela korelisana je sa uspehom u parenju oba
pola (Harari et al., 1999; Danielsson, 2001; Serrano-Meneses et al., 2006; Pavkovié¢-Luci¢
et al., 2009; Helinski & Harrington, 2011; Cator & Zanti, 2016). Kod Drosophila
melanogaster Meigen, 1830, pored veli¢ine, i oblik krila uti¢e na uspe$nost parenja
muZjaka (Menezes et al., 2013). Kod pauka Schizocosa stridulans Stratton, 1984 na
uspesnost parenja muzjaka uti¢e ornamentacija prednjih nogu i trajanje udvaranja, koje
ukljucuje tapkanje nogama (Hebets et al., 2011). Reproduktivna uspesnost muzjaka moze
da zavisi i od trajanja kopulacije (Arnqvist & Danielsson, 1999; Andrés & Rivera, 2000;
Barbosa, 2011). Muzjaci vodene device Ceriagrion tenellum (De Villers, 1789) mogu da
produze trajanje parenja i tako obezbede oplodenje veée koli¢ine jaja (Andrés & Rivera,
2000). Pre parenja, muzjaci nekih vrsta mogu da izmeste i uklone ejakulate prethodnih
muzjaka iz reproduktivnog trakta zenke (Edward et al., 2015). Pri tom, izuzetna
varijabilnost 1 sloZenost intromitentnih organa, koja upucuje na funkcije koje se odnose na
transfer sperme, kao 1 na manipulaciju ejakulatom moze da bude oblikovana
postkopulatornom, pre nego prekopulatornom selekcijom (Eberhard, 1985; Wenninger &
Averill, 2006). Tako su, recimo, kod heteroptera roda Gerris Fabricius 1794, intromitentne
genitalne strukture podvrgnute postkopulatornoj, a neintromitentne prekopulatornoj
selekciji (Rowe & Arngvist, 2011). Preduslovi za delovanje postkopulatorne selekcije su:
unutrasnje oplodenje, parenje sa velim brojem partnera, skladiStenje sperme u
reproduktivnom traktu Zenke i izostanak prednosti sperme prvog muzjaka prilikom
oplodenja (Archer & Elgar, 1999; Wojcieszek & Simmons, 2011). Prednost poslednjeg
muzjaka prilikom oplodenja uslovljena je blizinom njegovog ejakulata u odnosu na bazu
kanala spermateke kao mesta gde se odvija fertilizacija (Parker, 1970). Unos 1 skladiStenje
sperme mogu da se stimuliSu akcesornim supstancama koje muZzjaci dopremaju sa

spermom u reproduktivni trakt Zenke (Arnqvist & Nilsson, 2000). Takode, zenke mogu da
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luce sekret spermicidnog dejstva iz svojih akcesornih polnih zlezda, kao Sto je slucaj kod
balegarske muve Scathophaga stercoraria (Linnaeus, 1758) (Hosken et al., 2001).
Mehanizmi kripticnog izbora, evolucija genitalnih i1 drugih morfoloskih struktura
obezbeduje 1 muzjacima i zenkama odrzavanje seksualnog konflikta, odnosno, ,,borbu‘ za
razliCite reproduktivne interese i kontrolu nad procesom fertilizacije (Arnqvist & Rowe,
1995; Simmons, 2014).

Kod diplopoda, oba pola se pare vise puta sa istim i/ili razli¢itim partnerima tokom
sezone (Carey & Bull, 1986; Rowe, 2010; Wojcieszek & Simmons, 2011). Muzjaci
infraklase Helminthomorpha poseduju gonopode kao intromitentne strukture, cesto
slozene 1 specificne grade, Sto ih Cini najpouzdanijim morfoloSkim karakterom za
identifikaciju vrsta (Sierwald & Bond, 2007; Koch, 2015a). Razli¢iti izraStaji na
gonopodama mogu imati funkciju u spermalnoj kompeticiji, Sto je do sada najbolje
prouceno kod pripadnika reda Spirostreptida nadreda Juliformia (Barnett et al., 1993;
Barnett & Telford, 1996; Frederiksen & Enghoff, 2015). Zenke cuvaju spermu u
seminalnom receptakulumu (spermateki), koga Cine komore razli¢itog oblika i broja,
smestene u udubljenju izmedu valvularnih nabora burze (tela vulve) (Koch, 2015a). S
obzirom na postojanje visestrukih parenja i skladiStenja sperme u genitalnom traktu Zenki,
pretpostavlja se da postkopulatorna seksualna selekcija utice na morfolosku varijabilnost
gonopoda stonoga (Telford & Dangerfield, 1993a; Tadler, 1996).

Prekopulatorno ponaSanje do sada opisanih vrsta diplopoda odvija se po slede¢em
obrascu: muZzjak provodi odredeno vreme na dorzalnoj strani tela zenke, dodirujuci
antenama njen glaveni region, a zatim okre¢e svoju ventralnu stranu tela ka njenoj
ventralnoj strani, da bi doSlo do transfera sperme u vulve Zenki (Cooper & Telford, 2000;
Jovanovi¢ et al., 2017; Vuji¢ et al., 2018). Pre kopulacije muzjaci i Zenke mogu da
primaju informacije o kvalitetu potencijalnog partnera na osnovu odredenih morfoloskih

osobina koje bi bile pod uticajem prekopulatorne seksualne selekcije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Prema raspolozivim literaturnim podacima pretpostavlja se da su Diplopode prve
artropode koje su naselile terestri¢na staniSta. Nova sredina je zahtevala i odgovarajuce
adaptacije. Stoga je analiza razli¢itih aspekata biologije diplopoda, kao §to su nacin
postembrionalnog razvica, nafin razmnozavanja ili mehanizmi zastite, od velikog znacaja u
tumacenju evolucije zivog sveta generalno. Pored toga, prisustvo specificnih sekundarnih
metabolita ili prirodnih proizvoda pruza moguénost da se analizira ne samo njihov
fizioloski 1ili filogenetski znacaj, ve¢ 1 njihova bioloska aktivnost i potencijalna
aplikativnost. Stoga, kao model sistem u ovoj doktorskoj disertaciji odabrana je diplopoda
Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881). Navedena vrsta je jedna od najvecih evropskih
stonoga i predstavlja pogodan model organizam za proucavanje razli¢itih aspekata biologije
diplopoda, kao $to su nacin postembrionalnog razvica, analiza odbrambenog sistema i

reproduktivnog ponaSanja.

Ciljevi istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji su sledeci:

- Utvrdivanje tipa anamorfoze;

- Distinkcija anamorfnih  stadijuma tokom kasne postembriogeneze
koriS¢enjem relevantnih morfoloSkih osobina;

- Odredivanje tipa odbrambenih zlezda P. hungaricus na osnovu morfoloskih,
anatomskih i ultrastrukturnih odlika ozadena;

- Utvrdivanje tipa sekrecije;

- Analiza sastava odbrambenog sekreta i identifikacija komponenti
odbrambenog sekreta kod oba pola;

- Ispitivanje antibakterijskog i antifungalnog dejstva sekreta i poredenje sa
dejstvom komercijalnih antibiotika i antimikotika;

- Analiza reproduktivnog ponasanja vrste P. hungaricus u laboratorijskim
uslovima;

- Utvrdivanje povezanosti morfoloske varijabilnosti odabranih karakteristika

i uspeha u parenju jedinki oba pola.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Pachyiulus hungaricus — rasprostranjenje i osnovne morfoloske odlike

Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881), karpato-balkanskog rasprostranjenja, je
jedna od najvecih evropskih diplopoda c¢ije zenke dostizu veliCinu i preko 10 cm
(Frederiksen et al., 2012). Ova vrsta pripada redu Julida, koji, zajedno sa redovima
Spirostreptida 1 Spirobolida ¢ini nadred Juliformia, stonoge cilindri¢nog oblika, izduzenog
tela.

Distribucija vrste je poglavito na Balkanskom poluostrvu (Albaniji, Bosni i
Hercegovini, Bugarskoj, Crnoj Gori, Grckoj, Hrvatskoj, Makedoniji, Rumuniji i Srbiji)
(Kime & Enghoff, 2017). Zivi u listopadnim $umama bukve, hrasta i graba, kao i u
mesSovitim 1 Cetinarskim Sumama bora, smrce 1 jele, na razli¢itim nadmorskim visinama, ali
se moze naci i na otvorenim zbunastim i travnatim staniStima (Kime & Enghoff, 2017).
Ovo je detritivorna vrsta, koja svoju aktivnost reguliSe u odnosu na vlaznost tla i vazduha,
pri ¢emu se uglavnom nalazi u stelji, ispod ili unutar trulih, oborenih stabala, panjeva,
pored potoka, a kad su uslovi pogodni, srece se i van svojih skrovista, pa i nekoliko metara
uz koru drveca (Jovanovic et al., 2017).

Jedinke su upadljivo, aposematski obojene, dominantne crveno-braon boje, na
metazonitima i tamno zelene na prozonitima. Adultne zenke su ¢esto znatno krupnije u
odnosu na adultne muzjake. MuZjaci poseduju gonopode na VII segmentu na mestu VIII i
IX para nogu. Gonopore se otvaraju kroz strukture iza Il para nogu, kroz paran penis kod
muzjaka, 1 sklerotizovane vulve kod Zenki. Prvi par nogu kod muzjaka je modifikovan u
¢vrste strukture sa kukastim vrhom koje sluze za pridrzavanje Zenke tokom parenja (Slika
3). Muzjaci poseduju i adhezivne jastucic¢e na tibiji 1 postfemuru. Noge se sastoje od Sest
podomera, sa kandzicom na vrhu tarzusa. Epiprokt telzona nije izraZzen i ne prelazi

paraprokte; epiprokt, paraprokti i hipoprokt su gusto setozni.
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Slika 3. Modifikovani prvi par nogu muzjaka P. hungaricus. Slika: Z. Jovanovi¢.
3.2. Prikupljanje i ¢uvanje jedinki u laboratorijskim uslovima

Jedinke koriS¢ene u istraZivanjima predstavljenim u ovoj tezi prikupljane su na
Avali kod Beograda (lokaliteti: Sakinac N 44°42°23*; E 20°31°12"" i Carapiéev Brest N
44°41°32’; E 20°31°06”") u periodu od 2013. do 2018. godine, tokom proleéne i jesenje
sezone. Uzorak za istrazivanja postembrionalnog razvica, pored lokaliteta na Avali,
sakupljen je 1 na Gocu, lokalitet Gvozdac (N 43°33°49°’; E 20°50°29°"). U laboratorijskim
uslovima, stonoge su cuvane u plasticnim kutijama sa steljom sa lokaliteta prikupljanja.
Posebni uslovi ¢uvanja jedinki naznaceni su za svako istrazivanje. Vlaznost je odrzavana

svakodnevnim prskanjem stelje u kutijama sveZom vodom.
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3.3 Metode istrazivanja postembrionalnog razviéa

3.3.1. Prikupljanje i merenje jedinki

Ukupno je prikupljena 71 jedinka, od ¢ega 56 na lokalitetima na Avali, Sakincu 1
Carapi¢evom Brestu i 15 na Gocu, lokalitet Gvozdac. Jedinke su fotografisane
fotoaparatom Canon PowerShot 230HS, sa iste visine, uz lenjir sa najmanjim podeokom od
1 mm. Binokularna lupa Nikon SMZ 745T je kori$¢ena za disekciju i analizu jedinki. Za
odredivanje Sirine i visine trupa fotografisani su segmenti sa sredine tela Nikon DS-Fi2
kamerom sa Nikon DS-L3 kontrolorom kamere prika¢enim za Nikon SMZ 1270
binokularni stereomikroskop. Za merenje duzine tela, visine i Sirine trupa koriscen je

program ImageJ v. 1.51j8 (Abramoff et al., 2004).

3.3.2. Analizirane morfoloSke osobine

Prilikom opisivanja postembrionalnih stadijuma analizirano je osam morfoloskih
osobina, koji podrazumevaju linearne mere (duZina tela, visina 1 Sirina trupa), broj
segmenata sa nogama za hodanje, broj segmenata bez nogu za hodanje, broj parova nogu za
hodanje, broj redova ocela, i ukupan broj ocela. Kod pripadnika reda Julida, segmenti mogu
da se oznacavaju i1 kao prstenovi, s obzirom da po jedan dorzalni tergit srasta sa sternitima
dva ventralna segmenta da bi formirao diplosegment ili diploprsten. Opisi linearnih mera i

skraéenice svih analiziranih osobina dati su u Tabeli 1.

Tabela 1. Analizirane osobine postembrionalnih stadijuma kod P. hungaricus.

Osobina Opis analiziranih osobina
BL Duzina tela (merena od proksimalne ivice glavene kapsule do kraja telzona)
TH Visina trupa (izrazena kao maksimalno rastojanje izmedu dorzalne i

ventralne strane srediSnjeg prstena)

Sirina trupa (izrazena kao maksimalno rastojanje izmedu leve i desne strane
srediSnjeg prstena)

pR Broj prstenova sa nogama za hodanje

™™
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apR Broj prstenova bez nogu za hodanje

LP Broj parova nogu za hodanje
RO Broj redova ocela
@) Broj ocela

3.3.3. Metode odredivanja postembrionalnih stadijuma P. hungaricus

U ovoj disertaciji primenjeno je nekoliko metoda za odredivanje postembrionalnih
stadijuma: brojanje nizova ocela i ukupnog broja ocela u ocelarnom polju, brojanje parova
nogu i segmenata, i analiza diskontinuteta dimenzija.

Nizovi ocela, kao i pojedinacne ocele, broje se od posteriornog dela polja ka
anteriornom, pri ¢emu je posteriorni deo odredenom blizinom koluma, a anteriorni
blizinom antena. Usled blizine baze antena, ocele su male i nepravilnog oblika, sto ne

ometa brojanje (slika 4).

ol
Slika 4. Ocelarno polje jedinke na XI stadijumu, sa deset nizova ocela. Tri modifikovane

ocele se uo¢avaju u anteriornom redu uz bazu antene (strelice). Slika: Z. Jovanovic.

Kod Julida, s obzirom da se broj segmenata izrazava formulom pR+apR+T, gde pR

oznacava broj prstenova sa hogama, apR broj prstenova bez nogu, a T telzon, broj parova
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nogu se izvodi iz formule L=2pR-5 (Enghoff et al., 1993). Kolum se oznafava kao prvi
segment sa nogama za hodanje. Kod muzjaka je neophodno, prilikom racunanja uzeti u
obzir gubitak VIII i IX para nogu, na ¢ijem mestu se razvijaju gonopode, i oznaciti VII
segment kao apR. Takode, kod polno zrelih muzjaka, dolazi do modifikacije prvog para
nogu, koji gubi ulogu u kretanju, tako da se izuzima iz brojanja (Enghoff et al., 1993).

Analizom diskontinuiteta dimenzija stadijumi su predstavljeni kao razli¢ite uzrasne
klase odredene varijacijom visine trupa u odnosu na broj prstenova sa nogama za hodanje.
Za ovu analizu neophodno je uzeti u obzir vrednosti linearnih mera za svaku jedinku.

Sirina i visina trupa merene su na prstenovima na sredini tela, kao maksimalno

rastojanje izmedu leve i desne strane, odnosno dorzalne i ventralne strane prstena.

3.4. Metode histoloskih istrazivanja

3.4.1. Priprema odbrambenih Zlezda za elektronsku mikroskopiju

Odbrambene Zlezde izolovane su iz tela zenki, S obzirom da su zenke krupnije u
odnosu na muzjake. Disekcije su izvedene u maloj koli¢ini 2% glutaraldehida. Nakon
fiksacije u smesi 2% paraformaldehida 1 2% glutaraldehida u 0.1 M fosfatnom puferu,
tokom 1 h na 4°C, sledi serija ispiranja u istom puferu. Zatim, zlezde su postfiksirane u 1%
OsO,4 u 0.1 M fosfathom puferu tokom 1 h na sobnoj temperaturi, ponovo podvrgnute
ispiranju, a nakon toga i dehidrataciji kroz seriju etanola rastuce koncentracije. Zlezde, koje
¢e biti podvrgnute DAB metodi citohemijske detekcije aktivnosti katalaze, nakon fiksacije i
serije ispiranja u 0.1 M Sgrensen fosfathom puferu, preinkubirane su u 0.1% 3,3'-
diaminobenzidinu (DAB, Sigma-Aldrich, Nemacka) u 0.1M fosfatnom puferu tokom 30
min, na sobnoj temperaturi, u mraku. Nakon toga, u preinkubacioni medijum dodat je
0.01% vodonik peroksid, nakon ¢ega su zlezde inkubirane tokom 1h, na 37°C, u mraku.
Inkubacija zlezda pracena je ispiranjem, postfiksacijom u 1% 0OsO, tokom 1h, na sobnoj
temperaturi, jo§ jednom serijom ispiranja i, na kraju, dehidratacijom u etanolu rastuce

koncentracije.
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Zlezde iz obe grupe tretmana su potom rutinski ukalupljene u Araldit. Ultratanki
preseci Zlezda (80-100 nm), dobijeni koriS¢enjem Leica UC6 ultramikrotoma (Leica
Microsystems, Nemacka), montirani su na bakarne mrezice, a zatim analizirani i snimljeni
na Philips CM12 transmisionom elektronskom mikroskopu (Philips/FEI, Holandija), u
Centru za elektronsku mikroskopiju Univerziteta u Beogradu - BioloSkog fakulteta.

Za analizu skeniraju¢im elektronskim mikroskopom, proces pripreme zlezda
podrazumevao je istovetan postupak kao i u slu¢aju analize transmisionom mikroskopijom,
pri ¢emu, nakon prve serije ispiranja, zlezde nisu bile postfiksirane, ve¢ odmah podvrgnute
dehidrataciji u etanolu. Uzorci, montirani na aluminijumski nosa¢ pre¢nika 1 cm, preko
koga je zalepljena dvostruko lepljiva traka, prekriveni su zlatom u uredaju za naparivanje
provodnim slojem BAL-TEC SCD 005 (Capovani Brothers Inc., SAD), a zatim posmatrani
pod skeniraju¢im elektronskim mikroskopom JSM—-6390LV (JEOL, Japan). Pomenuta
analiza je izvedena u Laboratoriji za elektronsku mikroskopiju Univerziteta u Beogradu-

-Poljoprivrednog fakulteta.

3.4.2. Bojenje toluidinom

Polutanki preseci Zlezda (2 pm), seCeni na Leica UC6 ultramikrotomu (Leica
Microsystems), bojeni su rastvorom 1% toluidin plavog u 1% natrijum tetraboratu, tokom
30 s na sobnoj temperaturi, a potom isprani ¢esmenskom vodom. Nakon suSenja i
dehidratacije u alkoholima rastu¢e koncentracije, preparati su montirani u DPX medijumu
(DPX mountant for histology, Sigma-Aldrich, Nemacka). Fotografije su snimljene na
svetlosnom mikroskopu Leica DMLB, opremljenom DFC295 kamerom (Leica

Microsystems, Nemacka).
3.4.3. Imerzija ozadena u mle¢nu kiselinu
Izolovane Zlezde tretirane su mle¢nom kiselinom po postojecem protokolu (Ruan et

al., 2018). Trahejni sistem uz zlezde je postepeno postajao vidljiv u periodu 30-60 min

nakon imerzije ozadena u 90% mle¢nu kiselinu. Fotografije su napravljene Nikon DS-Fi2
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kamerom sa Nikon DS-L3 kontrolorom kamere povezanim sa Nikon SMZ 1270
binokularnim stereomikroskopom (Nikon Inc., Japan), u periodu od 30-120 min od imerzije

Zlezda.

3.4.4. Merenje morfoloskih celina, histoloskih 1 citoloSkih komponenti

Merenja su izvrSena u programu Image] Version 1.520 23 April 2019 na osnovu

fotomikrografija, kao i na osnovu skenirajuéih i transmisionih elektronskih mikrografija.

3.5. Metode semiohemijskih istrazivanja

3.5.1. Prikupljanje i priprema odbrambenog sekreta

Da bi se dobila dovoljna koli¢ina sekreta za analize, adultni muZzjaci i1 Zenke, nakon
cuvanja na 10°C, u mraku, izloZeni su mehaniCkom stresu, u zatvorenoj test-cevcici
dimenzija 20 x 150 mm. Dobijeni sekret je odmah nakon rastvaranja u odgovaraju¢im
rastvara¢ima podvrgnut analizama gasne hromatografije/masene spektrometrije (GC-MS) i
antimikrobnom testiranju, da ne bi doslo do degradacije jedinjenja ili promene sastava
tokom oksidacije.

Cetiri zenke su stresirane u zatvorenom flakonu dok nije izazvano lugenje sekreta iz
odbrambenih Zlezda. Sekret je rastvoren u 10 mL metanola, a zatim podvrgnut evaporaciji
do suvog ekstrakta u evaporatoru (Rotavapor R-215, Buchi, Svajcarska). Suvi ekstrakt je

rastvoren u 50% metanolu 1 u daljim testovima koriS¢en u koncentraciji od 10 mg/mL.
3.5.2. Hemijske analize
Za GC i GC-MS analize kori$éen je gasni hromatograf Agilent 7890A povezan na
5975C maseno-selektivni detektor (MSD) i plameno-jonizacioni detektor (FID), sa HP-

-5MSI kapilarnom kolonom (Agilent Technologies, 0.25 mm x 30 m L.D., 0.25 pm debljina

filma). Uzorci su ubrizgani splitles injektorom. Injektirana zapremina je iznosila 1 pL, a
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temperatura injektora 250°C. Protok helijuma (He), kao noseceg gasa, je iznosio 1.0
mL/min na 210°C (pod stalnim pritiskom). Temperatura kolone je linearno povecavana u
opsegu od 60-315°C stopom od 3°C/min da bi na finalnoj vrednosti ostala 15 minuta.
Transferna linija je zagrevana do 315°C. Temperatura FID detektora je iznosila 300°C.
Maseni spektri, snimani tehnikom elektronske jonizacije (El) (70 eV), dobijeni su u m/z
opsegu od 35-550, pri ¢emu je temperatura izvora za jonizaciju bila 230°C, a kvadrupola
150°C. Maseni spektri, snimani tehnikom hemijske jonizacije (CI), dobijeni su koris¢enjem
izobutana (sa energijom od 235 eV) u m/z opsegu od 60-550, pri ¢emu je temperatura
jonskog izvora bila 300°C, a kvadrupola 150°C (Vujisi¢ et al., 2011; Bodner et al., 2016).

MSD ChemStation softver za analizu podataka, verzija E.02.02, integrisan sa DRS
(Deconvolution Reported Software), i NIST AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System) softverom, verzija 2.70, koriS¢eni su za pretragu
biblioteka i masenu spektralnu dekonvoluciju i ekstrakciju. Za pretragu masenih spektara
dobijenih elektronskom jonizacijom (EI MS), kori$c¢ena je biblioteka Hemijskog fakulteta -
- Univerziteta u Beogradu, koja sadrzi 4,951 spektar, kao i komercijalno dostupne NIST11 i
Wiley07 biblioteke, koja sadrze vise od 500 000 EI masenih spektara. Na osnovu podataka
iz spektara dobijenih hemijskom jonizacijom (CI MS), vrSena je identifikacija i/ili
potvrdivanje molekulske formule jedinjenja, kao i determinacija alkoholnih i Kiselinskih
delova estara. Relativni procenti identifikovanih jedinjenja su izracunati na osnovu
odgovaraju¢ih GC-FID povrSina pikova. Za identifikaciju vecine hinonskih jedinjenja
kori§¢eni su podaci iz do sada objavljene literature (Vujisi¢ et al., 2011; Bodner &
Raspotnig, 2012; Bodner et al., 2016).

3.5.3. Patogeni sojevi i uslovi gajenja kultura

Antibakterijska aktivnost odbrambenog sekreta vrste P. hungaricus je testirana na
sledece bakterijske sojeve: Aeromonas hydrophila ATCC 49140, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, Echerichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
meticilin-rezistentni ~ Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 33591, Listeria
monocytogenes 1/2a ATCC 19111, Bacillus subtilis ATCC 6633 i Xanthomonas
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arboricola; i na vrste gljiva: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium subglutinans,
Fusarium semitectum, Fusarium equiseti, Penicillium sp., Gliocladium roseum i
Chaetomium sp. Koris¢eni referentni sojevi bakterija pripadaju Ameri¢koj kolekeiji
¢elijskih  kultura (American Type Culture Collection-ATCC), kao 1 postojeéim
laboratorijskim kolekcijama, osim soja Xanthomonas arboricola, koji je prethodno
izolovan iz ploda le$nika (Dimki¢ et al., 2013). Bakterijski sojevi su gajeni u kulturama na
MHB i MHA medijumima (Mdller-Hinton bujon i agar, HiMedia, Mumbaj, Indija), izuzev
L. monocytogenes koji je gajen u kulturi na BHI (brain-heart infusion) bujonu (Biomedics,
Madrid, Spanija). Temperatura rasta je bila 37°C za sve ATCC sojeve i 30°C za X.
arboricola. Testirane gljive su bile izolovane i identifikovane (Stevi¢ et al., 2012; Dimki¢
et al., 2015) iz susenih medicinskih biljnih vrsta koje se uglavnom koriste za proizvodnju
razlicitih proizvoda, narocito ¢ajeva. Uzorci su uzeti iz skladiSta Instituta za proucavanje
lekovitog bilja “Dr Josif Pan¢i¢” u Beogradu. Fungalni izolati su gajeni u kulturi na PDA
medijumu (Potato Dextrose Agar) i na MEA medijumu (Malt Extract Agar) na temperaturi
rasta od 25°C.

3.5.4. Antibakterijska aktivnost odbrambenog sekreta P. hungaricus

Antibakterijska aktivnost odbrambenih jedinjenja protiv patogenih bakterija
testirana je difuzionom metodom u bunari¢ima i mikrodilucionom metodom. Bakterijske
suspenzije su bile prilagodene McFarland standardu zamucenosti (0.5) (BioMérieux,
Marcy-I’Etoile, Francuska), koji odgovara vrednosti od 1x10® CFU/mL. Inokulumi su
pripremljeni i ¢uvani na 4°C do upotrebe. Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta.

Difuzioni test u bunari¢ima. Difuzioni test u bunari¢ima (Harris et al., 1989) je
koris¢en kao preliminarni metod u utvrdivanju antimikrobnog potencijala odbrambenog
ekstrakta. Sterilni kalupi za bunari¢e (nacinjeni od donjih delova vrhova 200 pL pipeta,
pre¢nika 5 mm) su postavljeni na ¢vrsti medijum MHA/BHI, i na MHB/BHI soft agar, koji
je prethodno inokulisan sa 50 pL odgovarajuceg soja uniformno nanesenog na MHA/BHA.
Nakon §to se soft agar ucvrstio, kalupi su uklonjeni i dodato je 10 pL testiranog

odbrambenog ekstrakta u bunarie. Kao negativna kontrola pripremljeno je 20 pL 50%
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metanola. Petri posude su inkubirane tokom 24 h na optimalnoj temperaturi za indikatorske
sojeve. Nivo bakterijske podloznosti je bio odreden u odnosu na precnik zone. Zone
inhibicije su izrazene u mm.

Mikrodilucioni test. Bujon mikrodilucioni metod je koriséen za odredivanje
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) i minimalne baktericidne koncentracije (MBC)
ekstrakta protiv testiranih bakterijskih sojeva. Modifikovani metod koriS¢en je za
utvrdivanje MIC i MBC vrednosti (Sarker et al., 2007). Ukupno je izvedeno dvanaest
dvostrukih serijskih razblazenja MHB medijumom u mikrotitracionim plo¢ama sa 96
mesta, osim u slucaju L. monocytogenes, za koji je koriS¢en BHI medijum. Koncentracija
testiranog ekstrakta je bila u opsegu 2-0.05 mg/mL. Kona¢na koncentracija rastvaraca, 50%
metanola, bila je 10%. Pored negativne kontrole, kontrole sterilnosti i kontrole rastvaraca,
antibiotik rifampicin (Sigma-Aldrich, Carlsbad, SAD) je takode testiran kao pozitivna
kontrola. Svaki bunari¢, osim u slucaju kontrole sterilnosti, je inokulisan sa 20 pL
bakterijske kulture (priblizno 1x10® CFU/mL), dostizué¢i kona¢nu zapreminu od 200 pL.
Vecéa zapremina inokuluma bakterijskih kultura je primenjena kada je ekstrakt bio
intenzivnije boje. U poslednjem koraku, dodato je 22 pL resazurina (0.675 mg/mL) u svaki
bunari¢. Ploc¢e su bile inkubirane tokom 24 h na optimalnoj temperaturi za indikatorske
sojeve. Svi testovi su izvedeni u osvetljenoj sredini, ali su ploce bile inkubirane u mraku.
Resazurin je oksido-redukcioni indikator koji se koristi za procenu c¢elijskog rasta. To je
plava, nefluorescentna i netoksi¢na boja, koja postaje ruzicasta i fluorescentna kada se, u
zivim ¢elijama, redukuje do rezorufina oksido-reduktazama (Sarker et al., 2007). Najniza
koncentracija koja nije dovela do promene u boji je definisana kao MIC. MBC je odredena
pripremom subkultura (transferom mikroorganizama u svezi hranljivi medijum) testiranih
razblaZenja iz svakog bunari¢a u kome nije doSlo do promene boje na agar plo¢ama, a
zatim inkubiranjem tokom 18-24 h. MBC je definisana kao koncentracija na kojoj je

unisteno 99.9%. pocetnog inokuluma. Rezultati su predstavljeni u mg/mL.
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3.5.5. Antifungalna aktivnost odbrambenog sekreta P. hungaricus

Za ispitivanje antifungalne aktivnosti odbrambenog sekreta vrste P. hungaricus,
kori$¢ena je modifikovana verzija mikrodilucione tehnike (Daouk et al., 1995). Gljivi¢ne
spore su isprane sa povrSine malt agar plo¢a (MA) (malt ekstrakt, 50 g/L; agar, 15 g/L)
sterilnim 0.85% 113 fiziolo§kim rastvorom koji sadrzi 0.1% Tween 80 (v/v). Da bi se
napravile koncentracije suspenzije spora od priblizno 1.0 x 10° u kona&noj zapremini od
100 pL po bunariéu, koris¢en je sterilni fizioloski rastvor. Inokulumi su ¢uvani na 4°C za
dalju upotrebu. Razblazenja inokuluma su gajena u kulturi na ¢vrstom MA da bi se
potvrdilo odsustvo kontaminacije 1 da bi se proverilo stanje inokuluma. Odredivanje MIC
vrednosti je izvedeno mikrodilucionom tehnikom koriséenjem mikrotitracionih ploca sa 96
mesta. TBS (Tryptic bile soy broth) (u g/L: kazein, 20; zu¢ne soli, 1.5; X-B-D glukuronska
kiselina, 0.075; dimetil sulfoksid, 3) je koriS¢en kao baza bunari¢a, u koji su dodati 0.01%
Tween 80, razliCite zapremine ispitivanog ekstrakta i gljiviéni inokulum. Koncentracija
testiranog ekstrakta je bila u opsegu 0.35-0.05 mg/mL. Mikroplo¢e su inkubirane tokom 72
h na 28°C. Najniza koncentracija na kojoj nije zabelezen vidljivi rast je definisana kao
minimalna koncentracija koja u potpunosti inhibira rast gljiva (MIC). Minimalne
fungicidne koncentracije (MFC) su utvrdene serijskom subkultivacijom 2 pL zapremine na
mikrotitracionim plo¢ama, koje sadrze 100 pL bujona po bunaricu, i daljom inkubacijom
tokom 72 h na 28°C. Najniza koncentracija na kojoj nije zabeleZen vidljiv rast je definisana
kao MFC, i ukazuje da je unisteno 99.5% pocetnog inokuluma, u poredenju sa fungicidnom

vredno$c¢u flukonazola, koji je sluZio kao pozitivna kontrola.
3.6. Metode etoloskih istraZivanja
3.6.1. Uzorkovanje i pripremanje jedinki za testove parenja
Za analizu reproduktivnog ponasanja vrste P. hungaricus u laboratorijskim

uslovima, sakupljen je uzorak od 95 jedinki (44 muzjaka i 51 Zenka) na Avali (lokalitet

Carapicev Brest, selo Beli Potok), tokom maja 2016. godine. Jedinke su razdvojene po
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polovima na samom terenu, s obzirom da su gonopode adultnih muzjaka lako uocljive.
Muzjaci 1 zenke su potom stavljani u zasebne kutije napunjene steljom sa mesta njihovog
nalazenja. S obzirom da je ova vrsta detritivor, stelja sa lokaliteta prikupljanja je
zadovoljavala nutritivne potrebe jedinki u laboratorijskim uslovima. Pre izvodenja
eksperimenata, stonoge su cuvane sedam dana u laboratorijskim uslovima, svaka jedinka u
posebnoj kutiji, na sobnoj temperaturi, relativnoj vlaznosti od priblizno 60%, pri 12-

-¢asovnoj smeni svetlosti i mraka.

3.6.2. Testovi parenja

Kako bi se testiralo ponasanje prilikom parenja, jedinke su testirane u tri tipa testa:
,areni za parenje* (engl. mating arena), testu izbora muzjaka (engl. male choice) i testu
izbora zenki (engl. female choice). Svi ponasajni testovi su sprovedeni u periodu od 8:00-
-20:00 h. Arena za parenje je predstavljena plasticnom kutijom dimenzija 38 cm x 25 cm,
ispunjena steljom, zemljom i komadima kore drveta sa nalazista. Jedinke su se tokom 30
minuta slobodno kretale po areni, pri ¢emu su stupale u kontakte i parile se. Svaki par je
premeStan u posebnu plasticnu kutiju sa steljom. Po zavrSetku parenja, Zivotinje su
razdvajane i Cuvane pojedina¢no u odvojenim kutijama tokom 48 h, da bi zatim bile
podvrgnute testovima izbora.

Testovi izbora izvedeni su u manjim plasticnim kutijama, dimenzija 20 cm x 13 cm,
¢ije je dno bilo pokriveno steljom, korom i zemljom. U testu izbora zenki, u svaku plasticnu
kutiju stavljani su jedna Zenka i1 dva muZjaka, pri ¢emu je jedan od ponudenih muZjaka onaj
koji se prethodno pario sa datom zenkom u areni. U testovima izbora muzjaka, jedan
muzjak je imao izbor izmedu dve Zenke, od kojih je jedna bila njegov prethodni partner u
testu ,,arena za parenje“.U testu ,,arena za parenje i u testu izbora muzjaka, ukupno su se
sparila 22 muzjaka, dok se u testu ,,arena za parenje” i u testu izbora zenki ukupno sparilo
27 zenki. Kako bi se razlikovale jedinke koje su se prethodno parile u areni od onih koje su
novouvedene u testovima izbora, koriS¢en je UV prah koji se koristi prilikom markiranja
insekata (Hagler & Jackson, 2001) i koji ne utie na ponaSanje prilikom parenja (Terzi¢ et

al., 1994; Pavkovi¢-Luci¢ & Keki¢, 2013). Pri tom, prvobitni partner je obelezen crvenim,
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a novi partner zelenim prahom. Mala koli¢ina UV praha je nanesena na telzon svake

stonoge, a boja je, nakon parenja, identifikovana koris¢enjem UV lampe.

U eksperimentima su definisane i kvantifikovane sledece sekvence ponaSanja:

1.

latenca (engl. mating latency, ML, definisana kao vreme proteklo od stavljanja
jedinki u arenu do pocetka kopulacije);

duzina kopulacije (engl. duration of copulation, DC, definisana kao vreme koje
protekne od momenta kada su jedinke pocele da se pare do momenta kada su se
razdvojile);

vreme koje protekne od uspostavljanja kontakta izmedu jedinki do pocetka
kopulacije (engl. contact to copulation time, CC);

vreme od stavljanja jedinki u kutije do uspostavljanja kontakta koji ¢e rezultirati
kopulacijom (engl. entry to contact with copulation time, ECC);

vreme od stavljanja jedinki u kutiju do uspostavljanja kontakta koji nije
rezultirao kopulacijom (engl. entry to contact without copulation time, ECWC);
trajanje kontakta izmedu jedinki razli¢itog pola koji nije rezultirao kopulacijom
(engl. contact without copulation, CWC).

Razlike u prosecnim vrednostima DC, ECC 1 CC izmedu prvog parenja (koje se

odvijalo u ,,areni za parenje”) i drugog parenja (koje se odvijalo u testovima izbora)

testirane su t-testom. PonaSanje prilikom parenja je takode opisano deskriptivnom

statistikom. x* test je koriséen kako bi se, u testovima izbora, utvrdilo da li postoje razlike u

uspehu u parenju izmedu ,,prethodnog™ 1 ,,novog* partnera. Sve statisticke analize su

uradene u programu Statistica 7 (StatSoft, Tulsa, SAD).

3.6.3. Analiza odabranih morfoloskih osobina kod P. hungaricus

U morfoloske analize ukljuene su sparene (28 parova) i nesparene jedinke (21

jedinka, od toga 11 zenki i 10 muzjaka). Kako bi se utvrdilo da li postoji znacajna

morfoloska razlika izmedu sparenih 1 nesparenih jedinki, analizirane su sledec¢e morfoloske

osobine: duzina tela (eng. body length, BL), masa tela (eng. body mass, M), duzina antena

(eng. antennae length, AL), visina trupa (eng. trunk height, TH), Sirina trupa (eng. trunk
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width, TW) i duzina nogu (eng. leg length, LL). Za mere trupa kori$¢en je 30. trupni
segment, a za merenje duzine nogu anteriorni par 31. segmenta. Sva merenja su izvrSena u
programu ImageJ (Abramoff et al.,, 2004). Numericki podaci su logaritamski
transformisani, kako bi bili podvrgnuti parametarskim statistickim testovima.

Veli¢ina 1 oblik nogu i1 promerita gonopoda analizirani su geometrijskom
morfometrijom, metodom za ispitivanje morfoloske varijabilnosti (Drake & Klingenberg,
2008; Joji¢ et al., 2012; Sherratt et al., 2014; Lazi¢ et al., 2015). Za procenu morfoloske
varijabilnosti u odnosu na status parenja (sparene vs. nesparene jedinke) korisc¢eni su:
anteriorni par nogu sa 31. segmenta (kod 28 parova i 21 nesparene jedinke, 11 Zenki i 10
muzjaka) i promerit gonopoda (kod 26 sparenih i 8 nesparenih muzjaka). Obe strukture su
fotografisane sa referentnom skalom binokularnim stereomikroskopom Nikon SMZ 1270
sa Nikon DS-Fi2 kamerom povezanom sa Nikon DS-L3 kontrolorom kamere. Postavljeno
je 26 tacaka na fotografijama nogu i 9 tacaka na fotografijama promerita u TpsDig softveru
(Rolf, 2008) (slika 5A, B). Pozicije tacaka na nogama su sledece: 1. proksimalno
najistaknutija tacka na koksi (dorzalna strana); 2. distalno najistaknutija tacka na koksi
(dorzalna strana); 3. distalno najistaknutija tacka trohantera (dorzalna strana); 4.
proksimalno najistaknutija tacka prefemura; 5. distalno najistaknutija tacka prefemura
(dorzalna strana); 6. proksimalno najistaknutija tacka femura (dorzalna strana); 7. distalno
najistaknutija tacka femura (dorzalna strana); 8. proksimalno najistaknutija tacka
postfemura (dorzalna strana); 9. distalno najistaknutija tatka postefmura (dorzalna strana);
10. proksimalno najistaknutija tacka tibije (dorzalna strana); 11. distalno najistaknutija
tacka tibije (dorzalna strana); 12. proksimalno najistaknutija tacka tarzusa (dorzalna strana);
13. distalno najistaknutija tacka tarzusa (dorzalna strana); 14. vrh kandze tarzusa; 15.
distalno najistaknutija tacka tarzusa (ventralna strana); 16. proksimalno najistaknutija tacka
tarzusa (ventralna strana); 17. distalno najistaknutija tacka tibije (ventralna strana); 18.
proksimalno najistaknutija tacka tibije (ventralna strana ); 19. distalno najistaknutija tacka
postfemura (ventralna strana); 20. proksimalno najistaknutija tatka postfemura (ventralna
strana); 21. distalno najistaknutija tacka femura (ventralna strana); 22. proksimalno
najistaknutija tatka femura (ventralna strana); 23. distalno najistaknutija tacka prefemura

(ventralna strana); 24. proksimalno najistaknutija tacka prefemura (ventralna strana); 25.
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distalno najistaknutija tacka trohantera (ventralna strana); 26. distalno najistaknutija tacka
na koksi (ventralna strana); 27. i 28. tacke na skali. Pozicije tataka na gonopodama su
sledece: 1. spoljasna strana baze mezalnog ispupCenja; 2. mezalni zuboliki izrastaj; 3.
apikalni vrh promerita; 4. apikalni vrh srediSnjeg grebena;5. spoljasnja strana baze
srediSnjeg grebena; 6. unutraSnja strana baze srediSnjeg grebena; 7. lateralni zuboliki
izraStaj; 8. izraStaj mezalnog ispupcenja; 9. unutrasnja strana baze mezalnog ispupcenja; 10.

i 11. — tacke na skali.

A

Tor

wu |

(18}

Slika 5. A — pozicije tataka na nogama P. hungaricus; B — pozicije tacaka na promeritu

gonopode, mezokaudalni izgled. Slika: V. Vuji¢ (Jovanovic¢ et al., 2017).

Vrednosti veli¢ine centroida (engl. centroid size, CS) ispitivanih osobina izracunate
su u CoordGen6 programu (Sheets, 2003). Analizom glavnih komponenti (engl. Principal
Component Analysis, PCA) analizirana je varijabilnost veli¢ine 1 oblika analiziranih
morfoloskih osobina. Kanonijskom varijantnom analizom (engl. Canonical Variate
Analysis, CVA) analizirano je postojanje razlika u obliku nogu i promerita izmedu a priori
definisanih grupa. Obe analize, PCA 1 CVA, su uradene u programu Morphol
(Klingenberg, 2011). Razlike u velicini centroida ovih strukura u odnosu na status parenja
Su testirane analizom varijanse (ANOVA). StatistiCke analize linearnih mera 1 variranja
veli¢ine centroida posmatranih morfoloskih osobina su uradene u programu Statistica 7

(StatSoft, Tulsa, SAD).

46



4. REZULTATI

4.1. Rezultati istraZivanja postembrionalnog razvica
4.1.2. Postembrionalni stadijumi P. hungaricus

U prikupljenom uzorku registrovano je ukupno Sest stadijuma kasne
postembriogeneze. Zenke pripadaju VII, VIIIL, IX, i XI, a muZjaci VIIL IX, X, XI i XII
stadijumu (slika 6), tako da su jedinke u ovom uzorku u kasnom periodu postembrionalnog
razvoja. Jedinke prikupljene na lokalitetima na Avali pripadaju svim navedenim
stadijumima, dok su medu muzjacima sa Goca zabelezeni stadijumi VIII, X i XI, a medu
zenkama VII, VIII i IX. Neke od segmentnih formula karakteriSu samo jedinke odredenog
pola prikupljene na Gocu: 33+6 (VII @), 37+6 (VIII Q), 37+7 (VI Q), 43+6 (IX ?), 38+5
(VI 3) i 54+2 (XI &) (tabela 3).

30 +
25 -
20 -
15 A
10 A

| J_Jl_J. I
IX X Xl

VIl il Xl

Slika 6. Broj jedinki P. hungaricus po polovima i stadijumima u prikupljenom uzorku.

Ljubicasti stubovi predstavljaju Zenke, dok se zeleni stubovi odnose na muzjake.
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Kod jedinki na stadijumu VII prisutan je polni dimorfizam. U naSem uzorku, na
ovom stadijumu su nadene samo tri zenke, nediferenciranih vulvi. DuZina tela iznosi 18.61-
20.20 mm, visina 1.93-2.20 mm, a $irina 1.90-2.12 mm (tabela 2). Ocelarno polje ¢ini Sest
redova ocela, dok sam broj ocela moze biti 20, 21 1 22, s tim $to kod jedne zenke polje sa
desne i leve strane glavene kapsule ima razli¢it broj ocela, 21 i1 22. Broj segmenata sa
nogama za hodanje iznosi 33 i 34, a broj segmenata bez nogu iznosi Sest, $to znaci da su na
ovom stadijumu zabelezene dve segmentne formule (tabela 3). Broj pari nogu je 61 ili 63.
Telo je bledo braon-zute boje.

Na narednom, VIII stadijumu, duzina tela kod muzjaka iznosi 22.75-24.8 mm, dok
je visina u opsegu 2.30-2.86 mm, a Sirina 2.30-2.63mm. Kod Zenki, linearne mere su
slicnog opsega, duzina se krece izmedu 20.49-25.88 mm, visina 2.30-2.65, a Sirina tela
2.35-2.57mm (tabela 2). Ocelarno polje sada ima jedan red vise u odnosu na prethodni
stadijum VII, i sastoji se od sedam nizova u okviru kojih se nalazi 24-27 ocela kod Zenki, i
26-28 kod muzjaka. Leva i1 desna strana glavene kapsule i ovde mogu imati razlicit broj
ocela. Od ukupno pet muzjaka, kod dve jedinke postoji razlika u jednoj oceli, a kod jedne u
dve ocele. Od ukupno sedam Zenki, razlika u jednoj, odnosno dve ocele prisutna je kod dve
jedinke. Broj segmenata sa nogama za hodanje kod muzjaka je 37 i 38, bez nogu pet i Sest,
a kod Zenki 37-40, dok je apodnih pet, Sest 1 sedam. Broj parova nogu za hodanje je 65 1 67
kod muzjaka, a 69, 71, 73 i 75 kod Zenki. Kod Zenki moze da se razlikuje Sest segmentnih
formula, a kod muZzjaka tri (tabela 3). Obojenost tela je slicna stadijumu VII. Kod muZzjaka
su prisutni rudimenti gonopoda.

Na stadijumu IX, kod muzjaka, zabeleZena je duzina tela u opsegu od 27.99-31.30
mm, visina 3.01-3.4, a $irina 2.82-3.22 mm. Zenke su duZine 25.07-33.71 mm, visine 2.79-
3.53 mm, a Sirine 2.77-3.41 mm (tabela 2). Ocele su rasporedene u osam nizova, i kod
muzjaka njihov ukupan broj moze biti 30, 31, 32 ili 33, a kod zenki 30, 32, 33. Od ukupno
pet muzjaka, leva i desna strana se razlikuju u jednoj oceli blizu baze antena kod dve
jedinke, a od ukupno devet Zenki, kod tri jedinke razlika je u jednoj oceli, kod jedne Zenke
u tri ocele, 1 kod jedne Zenke u dve ocele. Broj segmenata sa nogama kod muzjaka iznosi
44, a segmenata bez nogu iznosi pet. Kod zenki, zabelezeni opseg segmenata sa nogama je

Siri, 43-46, a apodnih segmenata moze biti pet ili Sest. Broj parova nogu za hodanje je 79 1
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84 kod muzjaka, a 81, 84, 85 1 87 kod Zenki. Broj segmentnih formula iznosi Cetiri 1 kod
muzjaka i kod Zenki (tabela 3). Telo je tamnije braon boje, sa crveno-braon metazonitima.
Rudimentno stanje gonopoda prisutno je i na ovom stadijumu.

Sve prikupljene jedinke X stadijuma su muzjaci. Duzina tela iznosi 38.92-47.14
mm, visina 3.63-4.59 mm, a $irina trupa 3.51-4.55 mm (tabela 2). Devet nizova ocela moze
Ciniti 34, 36, 37, 38 ili 39 ocela. Od ukupno sedam muzjaka, kod jednog je zabelezena
razlika izmedu leve i desne strane od tri ocele. Broj segmenata sa nogama za hodanje iznosi
48, 49 ili 50, a bez nogu Ccetiri 1 pet. Broj parova nogu za hodanje moze biti 87, 89, 91 ili
93. Cetiri segmentne formule opisuju brojeve segmenata sa nogama i bez nogu (tabela 3).
Gonopode na ovom stadijumu su razvijenije u odnosu na gonopode muzjaka prethodnih
stadijuma.

Adulti se javljaju na XI stadijumu. DuZzina tela muzjaka je u opsegu 52.06-61.24,
visina trupa 3.87-4.89, a §irina 3.77-4.70 mm. Zenke su duZine opsega 50.38-59.34 mm,
visine 4.89-5.24 mm, a Sirine 4.84-5.08 mm (tabela 2). Ocele, rasporedene u deset nizova,
Su u opsegu 40-47 kod muzjaka, dok kod Zenki njihov broj iznosi 40, 43, 44, 45 i 46. Od
ukupno 26 muzjaka, ocelarno polje sa leve i desne strane glavene kapsule razlikuje se kod
10 jedinki u jednoj oceli, kod cetiri jedinke u dve i kod jedne jedinke tri ocele. Od ukupno
11 Zenki, po jedna jedinka se razlikuje u jednoj, dve i Cetiri ocele u broju ocela sa leve i
desne strane ocelarnog polja. Broj segmenata sa nogama za hodanje je 52-55 kod zenki, a
52-54 kod muzjaka, dok je broj apodnih segmenata dva ili tri kod muzjaka, a dva, tri ili
Cetiri kod Zenki. Sedam segmentnih formula opisuje broj segmenata sa nogama i bez nogu
kod zenki, a Cetiri segmentne formule kod muzjaka (tabela 3). Broj parova za hodanje je 95,
97, 99 i 100, kod muzjaka, a kod Zenki 99, 100, 103, 104 i 105. Na ovom stadijumu
zabelezen je 1 jedan muzjak sa potpuno razvijenim gonopodama i modifikovanim prvim
parom nogu, tako da je broj parova nogu za hodanje ove jedinke 98. Preostale jedinke
poseduju gonopode slicnog stanja, kao i muzjaci na prethodnom stadijumu. Vulve su na
ovom stadijumu diferencirane.

Stadijum XII zastupljen je u uzorku sa dva muzjaka duzine 62,93 i 67,05 mm,
visine trupa 4.93 1 4.97 mm i Sirine 4.91 1 4.97 mm (tabela 2). Broj segmenata sa nogama za

hodanje je 551 57, a prisutan je jedan segment bez nogu, $to znaci da su na ovom stadijumu
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zabeleZzene dve segmentne formule (tabela 3). Broj pari nogu za hodanje je 101 i 105.
Ocelarno polje ¢ini 11 redova sa ukupno 46, 48 ili 49 ocela. Kod jedne od dve jedinke na
ovom stadijumu prisutna je razlika izmedu leve i desne strane glavene kapsule od jedne
ocele. Nema znacajnije razlike u diferenciranosti gonopoda u odnosu na stadijum XI.
Stadijumi, definisani na osnovu nizova ocela, mogu se razdvojiti na osnovu odnosa
broja prstenova sa nogama i visine trupa (slika 7). Visina trupa jedinog polno zrelog
muzjaka, na stadijumu XIl, sa 10 redova ocela, u opsegu je visine trupa muzjaka na
stadijumu X, sa devet redova ocela. Jedan muzjak na stadijumu XI, sa 10 redova ocela

poseduje isti broj segmenata sa nogama kao i muzjak na stadijumu XII, sa 11 redova ocela.
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Broj prstenova sa nogama
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Slika 7. Veli¢ina jedinki po stadijumima prikazana kroz varijaciju visine trupa u odnosu na
broj prstenova sa nogama za hodanje. Jedinka oznacena zvezdicom predstavlja polno zrelog
muzjaka. Krugovi razliite obojenosti predstavljaju Zenke na stadijumima VII-XI
(ljubicasti: VII stadijum, crveni: VIII, narandzasti: IX, zuti: XI). Trouglovi predstavljaju
muzjake na stadijumima VIII-XI1 (zeleni: VIII stadijum, svetlo plavi: 1X, beli: X, sivi: XI,

plavi: XII). Skracenice: RO - redovi (nizovi) ocela.
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Tabela 2. Vrednosti analiziranih morfoloSkih osobina tokom kasne postembriogeneze muzjaka i zenki P. hungaricus
(izraZzene u milimetrima). Skracenice: BL - duzina tela, TH - visina trupa, TW - §irina trupa, pR - broj prstenova sa nogama

za hodanje, apR - broj prstenova bez nogu za hodanje, LP - broj parova nogu, RO - broj redova ocela, O - broj ocela.

Stadijum (%) BL TH TW PR apR LP RO 0
VII 18.61-2020 1.93-220  1.90-2.12 33,34 6 61,63 6 20-22
VI 20.49-25.88  2.30-265  2.35-2.57 37-40 5-7 69,71,73,75 7 24-27

IX 25.07-33.71 2.79-353  2.77-341 43-46 5,6 81,84,85,87 8 30,32,33
XI 50.38-59.34  4.89-524  4.84-5.08 52-55 2-4  99,100,103-105 10  40,43-46

Stadijum (3) BL TH TW PR apR LP RO 0

VI 2275248  2.30-2.86  2.30-2.63 37,38 5,6 65,67 7 26-28
IX 27.99-31.30  3.01-34  2.82-3.22 44 5 79 8 30-33
X 38.92-47.14  3.63-459  351-455 48-50 45 87,89-91,93 9  3436-39
XI 52.06-61.24  3.87-4.89  3.77-4.70 52-54 23  9597,9899,100 10 40-47
XII 62.93-67.05 4.93-497  4.91-4.97 55,57 1 101,105 11 46,48,49
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Tabela 3. Segmentne formule muzjaka i Zenki koje karakteri$u kasnu postembriogenezu P. hungaricus.

Stadijum Segmentne formule (%)

VI 33+6+T  34+6+T

VI 37+5+T  37+6+T 37+7+T 38+6T 39+6+T  40+6+T
IX 43+6+T  44+5+T 45+5+T 46+5+T

XI 52+3+T  53+2+T 54+3+T  55+3+T
Stadijum Segmentne formule (3)

VIII 37+6+T  38+5+T  38+6+T

IX 4A4+5+T  44+5+T 45+5+T 46+5+T

X 48+4+T  49+4+T 50+4+T 50+45+T

Xl 52+2+T  B52+3+T 53+2+T 53+3+T 54+2+T 54+3+T 55+2+T
Xl 55+1+T  57+1+T
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4.2. Rezultati histoloskih istrazivanja
4.2.1. Morfoloske i histoloske odlike odbrambenih zlezda P. hungaricus
Odbrambene Zlezde, okruzene misi¢nim vlaknima i parijetalnim masnim tkivom,

otvaraju se ozoporama na metazonitima segmenta, uz suturu, ka spoljasnjoj sredini
(slika 8).

Slika 8. Segment sa parom odbrambenih zlezda dorzolateralnog polozaja (A); uzduzni
presek kroz segmente (B); odbrambena Zlezda rezervoara punog sekreta (C); niz
segmenata sa vidljivim ozoporama. Crvena strelica oznacava suturu, izmedu prozonita

(p) i metazonita (m), a crna strelica ozoporu. Skale: A-C =1 mm, D =10 mm.

Kod ozadena se mogu razlikovati tri morfoloske celine: rezervoar (duzine ~920

pm), subkanalni region kutikularnih navoja (~316 um u opustenom stanju) i izvodni
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kanal (~388 um) (slika 9). Posebna struktura koja zatvara kanal ka spoljasnjoj sredini,
oznacena kao Cep (Makarov et al., 2014), vidljiva je skeniraju¢om elektronskom

mikroskopijom, nakon tretmana zlezde mle¢nom kiselinom (slika 10). Horizontalni

precnik ¢epa iznosi~33 um.

X70

Slika 9. SEM ozadene sa naznaCenim kanalom, subkanalnim regionom kutikularnih

navoja, rezervoarom i miSi¢nim vlaknima koji inseriraju sa ventralne strane kanala.
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15kV  X1,000 10pm

X70

Slika 10. SEM odbrambene zlezde nakon imerzije u mle¢nu kiselinu. Detalj: ¢ep koji

Zatvara ozoporu.

Zid zlezde ¢ine bazalna lamina, koja prekriva viSecelijski sekretorni sloj, ispod
koga je unutra$nji, kutikularni sloj, intima. Kutikularni sloj je najrazvijeniji uz kanal (~5
pm), zatim uz region navoja (~1.3-3.5 pm), dok se debljina intime od navoja duz
rezervoara postepeno smanjuje (~1.1-0.7 pm) (slika 11A, B). U zidu rezervoara
najistaknutiji je sekretorni sloj, u ¢ijim ¢elijama se nalaze mnogobrojne granule razlicite
elektronske gustine (slika 11C). Sekretorne ¢elije formiraju tanji sloj u regionu navoja u
odnosu na rezervoar, a u zidu kanala ih nema. Uz bazalnu laminu nalaze se traheje, koje

su na odredenim mestima okruzene membranom (slika 11D).
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Slika 11. Bojenje toluidinom polutankih isecaka tkiva zlezde: uzduzni presek.
Rezervoar koji se postepeno suzava u deo regiona kutikularnih navoja, x10 (A); region
kutikularnih navoja od koga polazi kanal, x40 (B); deo zlezdanog sloja sa granulama
razli¢ite elektronske gustine i1 trahejom uz bazalnu laminu, x100 (C); region

kutikularnih navoja sa granulama i trahejom okruZenom membranom, x100 (D).

Vizuelizacijom traheja imerzijom Zlezda u mle¢nu kiselinu omoguceno je jasno
razlikovanje regiona koji sadrze sekretorne i pigmentne granule, odnosno regiona
navoja i rezervoara od hijalinske prirode izvodnog kanala (slika 12A, B, C, D).
Metodom je pokazano da je trahejni sistem dominantno razvijen upravo uz region
Zlezde sa sekretornom aktivno$¢u. Raspored traheja se moZe okarakterisati kao
lestvicast (slika 13). Sekret je u vidu krupne, guste kapi koja zauzima distalnu polovinu
rezervoara.
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Slika 12. Imerzija Zlezda u mle¢nu kiselinu. Zlezda iz koje je izluen sekret sa mrezom
traheja uz rezervoar (A); zlezda sa sekretom u vidu kapi i trahejama uz rezervoar (B);

zlezda sa sekretom i trahejama uz izdvojeni spoljasnji sloj zida rezervoara (C); zlezda sa

sekretom, bez traheja (D).

w, W N

&

15KV ¥oo 50pMe

Slika 13. SEM ozadene sa lestvicastim rasporedom traheja i traheola uz rezervoar.
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4.2.2. Ultrastrukturna analiza odbrambenih Zlezda P. hungaricus

Kutikulu izvodnog kanala ¢ine povrSinska epikutikula, ispod koje se nalazi
egzokutikula, kao najrazvijeniji sloj, dok se endokutikula nalazi uz bazalnu laminu
(slika 14A, B). Duz intime rezervoara mogu se primetiti osmiofilne citoplazmatske

inkuzije koje se postupno sjedinjuju sa lamelama kutikule (slika 14C, D). Egzokutikula

i tanak epikutikulinski sloj ¢ini zid sabirnih kanala (slika 19D).

Slika 14. Ultratanki preseci ozadene. Izvodni kanal, na kome se razlikuju slojevi
epikutikule (epi), egzokutikule (ex), endokutikule (en) i bazalne lamine (bl), x10000
(A); zlezdani region, sa mnogobrojnim granulama unutar celija, prekriven
egzokutikulom (ex) i epikutikula (epi) sa unutrasnje strane, ka lumenu, x3000 (B);
detalj: ugradivanje vlakana, koja poti¢u od osmiofilnih citoplazmatskih inkluzija, u

kutikulu rezervoara, x17000 (C, D). Skale: A=2 um,B=5pum,C,D =1 pm.
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Slika 15. Celija sekretornog sloja rezervoara sa jasno vidljivim nukleusom (n),
sintetskim i nesintetskim granulisanim endoplazminim retikulumom (sgrER, nsgrER),
iznad koga se nalazi grupacija granula, i mitohondrijama (m), x7100 (A, B). Skale: A, B
=2 um.

U citoplazmi celija sekretornog sloja uocava se nukleus sa heterohromatinom i
euhromatinom, sintetski i nesintetski granulisani endoplazmin retikulum, mitohondrije
koje mogu biti okruglastog oblika ili izduzene, veliki broj pigmentnih i sekretornih
granula (slika 15A, B) 1 lipidna tela (slika 16). Morfoloski, granule se medusobno
razlikuju na osnovu elektronske gustine, vise ili manje pravilnog okruglastog oblika,

prisustva jedne ili dve membrane, prisustva ili odsustva centralnog jezgra (slika 17A,
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B). Pretpostavlja se da zapaZeni tipovi granula predstavljaju stupnjeve kroz koje sekret
postepeno sazreva (tabela 4).

Slika 16. Lipidna tela (It) i mnogobrojne granule Celija sekretornog sloja rezervoara,

x6300 (C). Skala = 2 um.

60



Slika 17. Sekretorne celije zlezdanog sloja rezervoara sa mnogobrojnim sekretornim i
pigmentnim granulama. Membrana sekretorne ¢elije istaknuta crnom bojom, x3800 (A).

Detalj: nukleus okruzen granulama razli¢itog tipa, X17000 (B). Skale: A=5um, B =1
fm.
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Tabela 4. Tipovi granula sekretornih ¢elija 0zadena vrste P. hungaricus.

Tip granule

Procentualna

zastupljenost u ~1.20 ~2.41 ~1.20 ~2.41 ~1.20 ~10.84 ~6.02 ~7.23 ~8.43
¢eliji (%)
Povrsina
, 0.244 0.209-0.335 0.334 0.249-0.303 0.442 0.156-0.344 | 0.146-0.233 | 0.127-0.216 | 0.106-0.321
granule (um°)
Prec¢nik granule
0.563 0.517-0.662 0.662 0.585-0.653 0.763 0.449-0.653 | 0.436-0.535 | 0.360-0.544 | 0.399-0.690

(um)

Tip granule

Procentualna

zastupljenost u ~2.41 ~14.46 ~3.61 ~1.20 ~7.23 ~21.69 ~4.82 ~3.61
¢eliji
Povrsina
) 0.168 0.101-0.299 | 0.212-0.310 0.220 0.071-0.225 | 0.074-0.151 | 0.201-0.380 | 0.316-0.396
granule (um°?)
Prec¢nik granule
0.436-0.481 | 0.354-0.635 | 0.418-0.662 0.535 0.318-0.572 | 0.236-0.436 | 0.508-0.714 | 0.662-0.735

(um)
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Slika 18. Sekretorne c¢elije, sa spoljasnje strane okruzene bazalnom laminom (bl) uz
koju se nalazi traheja (t), ispunjene granulama i tubulama (strelica), x7100 (A, B).
Skale: A, B =2 um.
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Prevashodno u bazalnom delu sekretornih celija, izmedu granula, primecuju se sitni
kanali, tubule (slika 18A, B). Od jedne sekretorne ¢éelije moze polaziti mnogo tubula
kojima se sekret doprema u vece, sabirne kanale (slika 19 A, B, C, D). Sekret dospeva u

lumen Zlezde izlu€ivanjem iz sabirnih kanala, a zatim kroz izvodni kanal u spoljasnju

sredinu.

Slika 19. Sekretorni sloj, sa trahejama (t) sa spoljasnje strane i tamnim globulama koje
predstavljaju izlucen sekret ka lumenu Zlezde (A, B, C). Sabirni kanal oznacen je
strelicom, x2650 (B, C, D); Detalj: sabirni kanal ispunjen sekretom (strelica), x7100
(D). Skale: A, B,C=5um, D =2 pm.
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4.3. Rezultati semiohemijskih istrazivanja

4.3.1. ldentifikacija jedinjenja odbrambenog sekreta

Na osnovu GC-FID profila ekstrakta odbrambenog sekreta vrste P. hungaricus
(slika 20), ukupno je detektovano 44 jedinjenja (tabela 5), koja mogu da se grupisu u:
hinone (jedinjenja 1-12) (slika 21) i pentil i heksil estre zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina dugog niza (jedinjenja Ci4-Cig) (13-44) (slika 22). Neidentifikovano je pet
hinonskih jedinjenja (7, 24, 28, 42 i 44), koja ¢ine 2% sekreta muzjaka i 1.1% sekreta
zenki. Relativni udeo hinona kod muzjaka iznosi 94.7%, a estara 5.3%, dok, kod Zenki,
hinoni ¢ine 87.3%, a estri 12.7% sekreta. Dominantna jedinjenja su 2-metil-1,4-benzohinon
(toluhinon) (2), sa relativnim udelom od 30.2% kod muzjaka, i 36.8% kod Zenki; i 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), sa 36.3% kod muzjaka i 43.1% kod zenki. Preostala
jedinjenja hinonske grupe, sem 2-metil-3,4-metilen-dioksifenola (11), ¢iji je udeo 13.4%
kod muzjaka, prisutna su u znacajno manjem procentu. Upravo relativna zastupljenost
jedinjenja 11 predstavlja najistaknutiju kvantitativnu razliku u sastavu sekreta na nivou pola
kod P. hungaricus, s obzirom da kod zenki ¢ini samo 1.2%, naspram 13.4% kod muzjaka.
Druge kvantitativne razlike odnose se na vecu zastupljenost p-benzohinona (1) kod zenki u
odnosu na muzjake (4% naspram 0.1%), dok su kod muzjaka u odnosu na Zenke
zastupljeniji  2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (3) (6.5% naspram 0.9%) i 2-metil-
hidrohinon (9) (4.6% naspram 0.4%). Razlike u sastavu sekreta na nivou polova ogledaju se
u prisustvu neidentifikovanog jedinjenja 7 samo kod muzjaka, dok je 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinon (8), prisutan samo kod Zenki. Jedinjenje 2,3-dimetoksi-1,4-hidrohinon (10),
prekursor hinona 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinona (8), zastupljen je sa <0.1%, S§to se
oznacava kao trag. Pored jedinjenja 12 i 6, prisutni su i 1,4-benzohinon (1), 2-metil-

hidrohinon (9), prekursor 2-metil-1,4-benzohinona (2), i 2-metoksi-1,4-benzohinon (5).
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Slika 20. GC-FID profili odbrambenog sekreta muzjaka (A) i zenki (B) P. hungaricus
(Karsch, 1881) (Stankovi¢ et al., 2016).

Tabela 5. Hemijski profil odbrambenog sekreta vrste P. hungaricus (Karsch,1881)
(Stankovi¢ et al., 2016).

Redl’_li Jedinjenja Re\t‘igrﬂgno Re:tencioni Muzjaci Zenke

broj (min) indeks (%) (%)
1 1,4-benzohinon (p-benzohinon) 5.47 920 0.1 4.0
2 2-metil-1,4-benzohinon 8.58 1025 30.2 36.8
3 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 12.28 1123 6.5 0.9
4 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 15.31 1193 36.3 43.1
5 2-metoksi-1,4-benzohinon 17.41 1240 0.1 0.1
6 1,4-dihidroksi-benzen (hidrohinon) 18.87 1273 0.3 0.5
7 Neidentifikovano jedinjenje 19.12 1280 0.9 -
8 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon 20.84 1318 - 0.1
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

2-metil-hidrohinon

2,3- dimetoksi-hidrohinon

2-metil-3,4-metilen-dioksifenol

2-metoksi-3-metil-hidrohinon

Pentil tetradekanoat
Heksil tetradekanoat®
Pentil pentadekanoat”
Pentil pentadekanoat”
Heksil pentadekanoat
Heksil tetradekanoat®
Pentil pentadekanoat”
Heksil pentadekanoat®
Heksil pentadekanoat®
Heksil pentadekanoat®
Heksil pentadekanoat®
Neidentifikovano jedinjenje
Heksil pentadekanoat®
Heksil heksadekanoat®
Heksil heksadecenoat®
Neidentifikovano jedinjenje
Heksil heksadekanoat®
Heksil heksadekanoat®
Heksil heksadecenoat®
Heksil heksadecenoat®
Heksil heksadekanoat®
Heksil heptadekanoat’
Heksil heptadekanoat’
Heksil heptadecenoat®
Heksil heptadecenoat®
Heksil heptadekanoat’
Heksil heptadekanoat’
Heksil heptadekanoat’

22.00
23.00
24.01
25.31
49.75
51.59
51.70
51.96
52.07
52.75
52.83
53.82
54.65
54.90
55.09
55.21
55.78
55.95
56.71
57.18
57.54
57.78
58.01
58.32
58.69
59.52
59.59
59.79
60.02
60.31
60.60
61.01

1345
1368
1389
1420
2087
2149
2153
2162
2165
2187
2191
2223
2251
2260
2266
2270
2289
2294
2320
2336
2348
2356
2363
2374
2386
2418
2418
2426
2434
2445
2456
2472

4.6
trag
134
2.3
trag
trag
trag
trag
trag
0.1
trag
0.1
0.6
0.2
trag
0.2
0.6
0.1
0.1
0.3
0.5
0.1
trag
0.2
1.0
trag
trag
trag
trag
0.1
0.4
trag

0.4
trag
1.2
0.2
trag
trag
0.1
trag
trag
0.6
0.1
0.1
1.2
0.3
0.1
0.8
2.1
0.1
0.1
0.1
0.8
0.2
0.3
0.4
3.9
trag
0.1
trag
0.1
0.1
0.7
trag
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41  Heksil heptadekanoat' 61.32 2482 trag 0.1

42  Neidentifikovano jedinjenje 62.77 2534 0.5 0.2

43  Heksil oktadekanoat jedinjenje 63.96 2582 trag trag

44 Neidentifikovano 66.85 2685 0.1 trag
X 98 98.9

®1zomer heksil tetradekanoata, ° Izomer pentil pentadekanoata, © 1zomer heksil pentadekanoata, ® 1zomer

heksil heksadekanoata, ¢ Izomer heksil heksadecenoata, f I1zomer heksil heptadekanoata, 9 Izomer heksil

heptadecenoata.
1,4-benzohinon (p-benzohinon) 2-metil-1,4-benzohinon 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 2-metil-hidrohinon
(@] O O OH
CHj OH CH,
CHj
(e} (e} O OH
2-metoksi-1,4-benzohinon 1,4-dihidroksi-benzen (hidrohinon)  2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon  2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon
O OH (@] (o]
OCH, © @[OCHs OCH,
OCH;,3 CH;
(@] OH (e} (@]
2,3-dimetoksi-hidrohinon 2-metil-3,4-metilen-dioksifenol 2-metoksi-3-metil-hidrohinon
OH OH
OCH,4 CHj OCH;

OCH,4 CHs

OQO
o I
OQ
I

o)

L4

Slika 21. Strukturne formule identifikovanih hinonskih jedinjenja u odbrambenom sekretu

vrste P. hungaricus (Karsch, 1881).

Pored hinona, detektovan je i veliki broj estara, koji ¢ine 5,3% sekreta kod muzjaka
1 12,7% kod Zenki. Mnogi od njih su prisutni samo u tragovima (tabela 1). Da bi se utvrdilo
da li ova jedinjenja zaista ulaze u sastav sekreta ili su kutikularnog porekla, analiziran je
metilen hloridni ekstrakt, dobijen ispiranjem disekovanog prednjeg deo tela sa segmentima
u kojima se ne nalaze Zlezde, pri ¢emu nisu detektovani estri. Identifikacija estara je

izvedena do nivoa izomera. Sva jedinjenja su izomeri 10 razli¢itih estara (slika 22).
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pentil tetradekanoat

A CH,
H3C \n/\/\/\/\/\/\/
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heksil tetradekanoat

HSC\/\/\/O\H/\/\/\/\/\/\/CHS

(0]

pentil-pentadekanoat

/\/\/O
HaC \[]/\/\/\/\/\/\/\C;H3
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heksil-pentadekanoat

H3C\/\/\/O
\n/\/\/\/\/\/\/\CH3
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heksil-heptadekanoat

N e T W
\[]/\/\/\/\/\/\/\/\CH:’,
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(o]
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(o]
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(0]
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H3C\/\/\/O\“/\/\/\/\/ /\/\/\CH3
(0]

Slika 22. Strukturne formule identifikovanih estara u odbrambenom sekretu vrste P.
hungaricus (Karsch, 1881).
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4.3.2. Odredivanje antimikrobne aktivnosti difuzionim testom u bunari¢ima

Antimikrobni potencijal ekstrakta sekreta vrste P. hungaricus procenjen je na
osnovu inhibitorne zone formirane dejstvom na odredene humane oportunisticke patogene,
Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, zatim na biljni patogen, Xanthomonas
arboricola, i na Bacillus subtilis, tradicionalni model sistem Gram-pozitivnih bakterija
(Borriss et al., 2018). Ekstrakt se pokazao kao potentni antimikrobni agens u odnosu na sve
testirane mikroogranizme (tabela 8). Najvecéa inhibitorna zona, pre¢nika 25 mm, nastala je
delovanjem ekstrakta na Gram-pozitivne bakterije S. aureus i B. subtilis. Nesto manja zona,
pre¢nika 19 mm, formirana je dejstvom na MRSA i E. coli. Najotporniji soj je bio

Pseudomonas aeruginosa, sa najmanjom zonom inhibicije od 10 mm.

4.3.3. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC) i minimalnih baktericidnih
koncentracija (MBC)

Da bi se utvrdile minimalna inhibitorna (MIC) i minimalna baktericidna
koncentracija (MBC) odbrambenog sekreta, primenjen je bujon mikrodilucioni metod.
Najniza koncentracija, odnosno najvece razblazenje ekstrakta, koja je dovela do vidljivog
bakterijskog rasta na ¢vrstom medijumu, ali nije dovela do promene boje u odabranim
bunari¢ima, definisana je kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). Minimalna
baktericidna koncentracija je koncentracija ekstrakta koja je dovela do smrti ispitivanih
bakterijskih sojeva (MBC). Metanol, rastvara¢ koriS¢en kao negativna kontrola, nije imao
inhibitorno dejstvo na testirane sojeve. lako spektrometrijsko oc€itavanje na specifi¢nim
talasnim duzinama predstavlja objektivniji metod koji je jednostavnije kvantifikovati, ovde
je koriS¢ena resazurinska reakcija, s obzirom na intenzivnu obojenost ekstrakta i
nemogucnost da se dobiju tacna ocitavanja. Resazurinska reakcija predstavlja stopu
redukcije resazurina 1 vidljive konverzije ljubiCaste u ruzicastu boju, Sto je direktno

proporcionalno koncentraciji zivih ¢elija u suspenziji (Vega-Avila & Pugsley, 2011)
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Tabela 6. Antibakterijska aktivnost ekstrakta odbrambenog sekreta vrste P. hungaricus
(Karsch, 1881) (Stankovi¢ et al., 2016).

Zona MIC
ATTC ) o MIC MBC ) o
Vrsta . Tip inhibicije rifampicina
broj . (mg/ml)  (mg/ml)

(mm) (mg/ml)
Aeromonas hydrophila 49140 G- 16 0,20 0.40 0.10
Pseudomonas aeruginosa’ 15442 G- 10 - - -
Escherichia coli 25922 G- 19 0.60 1.00 0.20
Xanthomonas arboricola 1ZB301° G- 14 0.40 0.60 0.20
Listeria monocytogenes 1/2a 19111 G+ 16 0.20 0.40 0.40
Staphylococcus aureus 25923 G+ 25 0.40 0.60 0.20
Meticillin rezistentni
Staphylococcus aureus 33591 G+ 19 0.25 0.50 0.12
(MRSA)
Bacillus subtilis 6633 G+ 25 0.60 1.00 0.08

#S0j X. arboricola izolovan iz ploda oraha.
®Srednje vrednosti tri eksperimenta, izraZene kroz pre¢nik inhibicione zone u mm, ukljuéujuéi i pre¢nik

bunarica (5 mm).

Rezultati ukazuju da se testirane bakterije razlikuju u svojoj osetljivosti na dejstvo
ekstrakta (tabela 6). Najniza delotvorna inhibitorna koncentracija je 0,20 mg/mL protiv
Aeromonas hydrophila i Listeria monocytogenes. Podloznost MRSA je zabelezena na nesto
viSim koncentracijama od 0,25 mg/mL. NajviSa baktericidna koncentracija iznosi 1
mg/ML. Ekstrakt testirane vrste nije bio efikasniji u inhibiranju rasta patogenih bakterija u
poredenju sa komercijalnim antibiotikom rifampicinom. Da bi se postiglo dejstvo
antibiotika, upotrebljene su koncentracije ekstrakta jedan do dva puta viSe u odnosu na
koncentracije antibiotika. Za inhibiciju rasta Bacillus subtilis bila je neophodna vise od
sedam puta visa koncentracija ekstrakta u odnosu na koncentraciju antibiotika. Jedino su
MIC vrednosti ekstrakta za inhibiciju soja L. monocytogenes bile dva puta niZze u odnosu na
MIC vrednosti antibiotika. MIC vrednosti za Gram-negativne bakterije su bile nesto vise u

poredenju sa istim vrednostima za Gram-pozitivne bakterije, osim u sluc¢aju A. hydrophila.
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4.3.4. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncetracija (MIC) i minimalnih fungicidnih

koncentracija (MFC)

Dobijenim rezultatima je pokazano da odbrambeni sekret vrste P. hungaricus
ispoljava jak antifungalni potencijal. Rast fitopatogenih gljiva je inhibiran niskim
koncentracijama, u slihom opsegu za sve testirane gljive. Vrednosti minimalnih
inhibitornih koncentracija (MIC) su u opsegu od 0.10 do iznad 0.35 mg/mL, mada je bila
dovoljna koncentracija od priblizno 0.2 mg/mL da bi se inhibirao rast gljiva (tabela 7).

Tabela 7. Antifungalna aktivnost odbrambenog sekreta vrste P. hungaricus (Karsch, 1881)
(Stankovic¢ et al., 2016).

Vrsta MIC MFC MIC flukonazola
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Aspergillus flavus >0.35 >0.35 1.00
Aspergillus niger 0.20 0.25 1.80
Fusarium subglutinans 0.23 0.25 1.60
Fusarium semitectum 0.20 0.23 1.60
Fusarium equiseti 0.10 0.13 1.00
Penicillium sp. 0.28 0.28 1.80
Gliocladium roseum 0.13 0.13 2.00

Inhibicija rasta soja Fusarium equiseti je zahtevala najniZzu koncentraciju, od 0.10
mg/mL, dok koncentracija od 0.35 mg/mL nije bila dovoljna za potpunu inhibiciju rasta
soja Aspergillus flavus.Toleranciju prema ekstraktu ispoljio je i Penicillium sp., na koga je
morala biti primenjena koncentracija od 0.28 mg/mL da bi doSlo do inhibicije rasta.
Vrednosti minimalnih fungicidnih koncentracija (MFC) su bile ili iste ili blago poviSene u
odnosu na dobijene MIC vrednosti. Opseg MFC koncentracija je bio izmedu 0.13 mg/mL
za F. equiseti do iznad 0.35 mg/mL za A. flavus. Moze da se zakljuci, na osnovu dobijenih
rezultata, da su gljive bile osetljivije na ispitivani ekstrakt u odnosu na bakterije, na koje bi
trebalo primeniti vise koncentracije (0.20-0.60 mg/mL) da bi se postigla inhibicija rasta. U

poredenju sa flukonazolom, testirani ekstrakt je bio delotvorniji u inhibiranju rasta
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patogenih gljiva, jer su koncentracije kojim se inhibitorni efekat postigao bile oko 10 puta

niZe, u odnosu na inhibitorne koncentracije leka.

4.4. Rezultati etoloskih istrazivanja

4.4.1. Ponasanje tokom parenja vrste P. hungaricus

4.4.1.1. Arena za parenje

U testu oznacenom kao ,arena za parenje”, 47% kontakata ostvarenih izmedu
muzjaka i zenki je rezultiralo kopulacijom, dok 53% kontakata nije dovelo do kopulacije.
Deskriptivna statistika posmatranih ponasajnih sekvenci (ML, DC, CC, ECC, ECWC i
CWC) je prikazana u tabeli 8. Sekvenca ponasanja koja je najduze trajala je duzina
kopulacije (DC), sa minimalnom vredno$¢u od 3 minuta i maksimalnom od priblizno 220
minuta. Kontakti koji su rezultirali kopulacijom (CC) su trajali nesto duze u odnosu na
kontakte koji se nisu zavrSili kopulacijom (CWC). Prose¢no vreme od stavljanja jedinki u
kutiju sa steljom do kontakta koji je rezultirao kopulacijom (ECC) nije se znacajno
razlikovalo od prose¢nog vremena od stavljanja jedinki u kutiju sa steljom do kontakta koji
nije doveo do kopulacije (ECWC). Od ulaska u ,,arenu za parenje* do pocetka kopulacije
(ML) u proseku je proteklo 10 minuta. Najveci broj parenja je registrovan u periodu izmedu
10:00 1 12:00 h (21 kopulacija) i izmedu 14:00 1 16:00 h (10 kopulacija). Pri tom, muZjaci
su bili aktivniji pol u potrazi za partnerom za parenje, dok su zenke bile ,,izbirljiviji* pol.

Na slikama 23A-G prikazane su sekvence reproduktivnog ponasanja P. hungaricus
zabelezene tokom testiranja. Muzjak uporno dodiruje antenama dorzalnu stranu Zenke, dok
se kre¢e od zadnjeg dela njenog tela ka glavenom regionu. Nakon Sto dode do glave,
muzjak savija prednji deo svog tela i postavlja se ispod zenke tako da su ventralne strane
njihovih tela jedna uz drugu, Sto se postize samo ukoliko je Zenka receptivna i ukoliko ne
savije prednji deo svog tela tako da muzjaku onemoguci pristup vulvama. Kada se postigne

odgovaraju¢i polozaj, muzjak izvla¢i gonopode, a Zenka vulve, i dolazi do njihovog
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spajanja. Par u kopulaciji moze da zauzme razli¢ite pozicije, paralelnu (slika 24A, B), ili se

muzjak u razli¢itom stepenu obavija oko zenke (slika 24C).

Tabela 8. Deskriptivna statistika ponasajnih sekvenci (merenih u sekundama). Skracéenice:
ML - latenca , DC - trajanje kopulacije, CC- vreme od uspostavljanja kontakta izmedu
jedinki do pocetka kopulacije, ECC - vreme od stavljanja jedinki u kutije do uspostavljanja
kontakta koji ¢e rezultirati kopulacijom, ECWC - vreme od stavljanja jedinki u kutiju do
uspostavljanja kontakta koji nije rezultirao kopulacijom, CWC - trajanje kontakta izmedu
jedinki razli¢itog pola koji nije rezultirao kopulacijom, Std. dev. - standardna devijacija
(Jovanovic¢ et al., 2017).

Osobine Std
ponasanja N  Min. Max. Medijana Varijansa g '
ev.
(s)
ML 42 180.0 2640.0 600.0 296649 544.6

DC 42 180.0 13270.0 3215.0 5296711 23014

CcC 42 30.0 14400 180.0 68702 262.1

ECC 42 60.0 2520.0 360.0 276715 526.0

ECWC 47 27.0 4260.0 350.0 477057.7  690.7

CWC 47 5.0 1200.0 120.0 75748.7 275.2
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Slika 23. Sekvence reproduktivnog ponasanjaP. hungaricus. A — muzjak; B — Zenka; C, D
— kontakt; E, F — izvucene gonopode (oznaceno strelicom); G — kopulacija (strelica). Slika:
B. Ili¢ (Jovanovi¢ et al., 2017).
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Slika 24. Polozaj jedinki P. hungaricus tokom parenja.A — muzjak i zenka u paralelnom

polozaju; B, C — muzjak obmotan oko zenke. Slika: B. Ili¢ (Jovanovi¢ et al., 2017).
4.4.1.2. Testovi izbora muZjaka i izbora zenki

U testovima izbora zenki, 66% svih kontakata je rezultiralo kopulacijom, od ¢ega je
78% parenja ostvareno sa prethodnim partnerom, a 22% sa novim partnerom. U testovima
izbora muZzjaka, 54% svih kontakata je rezultiralo parenjem, od cega 64% sa prethodnim
partnerom i 36% sa novim partnerom. Rezultati x> testa su pokazali da su prethodni partneri
bili znacajno uspesniji u parenju u poredenju sa novim partnerom u oba tipa testa (test
izbora muZjaka: ¥ = 7.44, df = 1, P < 0.01; test izbora Zenki: y* = 30.86, df = 1, P < 0.01).
U testu izbora Zenki, 68% svih uocenih kontakata, bez obzira da li su se zavrsili parenjem

ili ne, ostvareno je sa prethodnim partnerom, a 32% sa novim partnerom. U testu izbora
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muZzjaka, 53% svih ostvarenih kontakata, bez obzira na njihov ishod, ostvareno je sa
prethodnim, a 47% sa novim partnerom. U odnosu na ukupan broj kontakata, vec¢i procenat
kontakata je rezultirao kopulacijom i u testu izbora Zenki (71% nasuprot 29%) i izbora

muzjaka (69% nasuprot 31%) (tabela 9).

Tabela 9. Procenat ostvarenih kontakata izmedu muzjaka i Zenki P. hungaricus u testovima

izbora (Jovanovic et al., 2017).

Tip pona$ajnog testa Svi kontakti (sa ili bez ostvarene kopulacije) (%)

Kontakti

) _ Kontakti zavrSeni  koji nisu
Prethodni partner ~ Novi partner

kopulacijom zavrSeni
kopulacijom
Test izbora zenki 68 32 71 29
Test izbora muzjaka 53 47 69 31

Parenja su se, u najve¢em procentu (63% u testu izbora Zenki i1 77% u testu izbora
muzjaka) ostvarivala nakon jednog kontakta, a u znatno manjem (19% u testu izbora Zenki i
9% u testu izbora muZzjaka) nakon dva ili tri kontakta. U testu izbora muZjaka, parenja su se
realizovala nakon pet kontakata u svega 5% slucajeva. Broj svih kontakata (onih koji su se
zavrsili parenjem 1 onih koji nisu) u testovima izbora je bio znacajno razli€it samo u testu
izbora Zenki (X2= 13.58, df =1, P < 0.01).

Znacajnost razlika u ponasajnim sekvencama izmedu jedinki koje su se parile u oba
tipa testa (u testu ozna¢enom kao,,arena za parenje” i u testovima izbora) je testirana t-
-testom. Razlike u DC (trajanju kopulacije) i ECC (vremenu od stavljanja jedinki u kutije
do uspostavljanja kontakta koji ¢e rezultirati kopulacijom) nisu bile statisticki znacajne
izmedu testa sprovedenog u ,,areni za parenje” i testova izbora, dok je CC (vreme koje
protekne od uspostavljanja kontakta izmedu jedinki do pocetka kopulacije) bilo znacajno
razli¢ito izmedu testa sprovedenog u areni za parenje sa jedne strane i testova izbora sa

druge strane (tabela 10).
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Tabela 10. Poredenje sekvenci parenja u areni i parenja u testovima izbora (vrednosti su
izrazene u sekundama). Skracenice: DC - trajanje kopulacije, ECC - vreme od stavljanja
jedinki u kutije do uspostavljanja kontakta koji ¢e rezultirati kopulacijom, CC- vreme od

uspostavljanja kontakta izmedu jedinki do pocetka kopulacije (Jovanovi¢ et al., 2017).

muzjaci zenke
Arena za Test izbora p N Arena za Test izbora P
parenje muzjaka vrednost parenje zenki vrednost
3122.54 + 3509.23 + 3670.93 + 3623.00 +
DC 22 0.452 27 0.932
442.90 250.61 498.67 261.05
480.04 + 835.64 + 535.41 + 438.07 +
ECC 22 0.083 27 0.461
97.53 174.88 106.43 76.63
221.32 + 502.68 + 185.11 + 492.70 +
CcCc 22 0.017 27 0.002
47.36 102.74 19.46 93.06

4.4.2. Varijabilnost odabranih morfoloskih osobina kod P. hungaricus

4.4.2.1. Analiza linearnih mera

Rezultati analize nisu pokazali znacajne razlike u srednjoj vrednosti nijedne od Sest
morfoloskih osobina izmedu sparenih i nesparenih zenki, kao ni izmedu sparenih i

nesparenih muzjaka (tabela 11).

Tabela 11. Deskriptivna statistika morfoloskih osobina i rezultati t-testova. Podaci su
predstavljeni kao srednje vrednosti (£ SE); minimalne i maksimalne vrednosti date su u
zagradama. Skracenice: BL - duzina tela, M - masa, AL - duzina antena, TH - visina trupa, TW -
Sirina trupa, LL - duzina nogu, FP - sparene Zenke, FN - nesparene Zenke, MP - spareni muzjaci,

MN - nespareni muzjaci (Jovanovic et al., 2017).
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Zenke muZjaci
Morfoloske
] FP FN MP MN
osobine
(N = 28) (N =11) (N = 28) (N = 10)
1.966 + 1.833 £
1.968 + 0.005 1.856 + 0.005
0.008 0.295/ 0.008 0.312/
BL (mm)
(1.909 — 0.770 (1.793 - (1.823-  0.694
(1.915 - 2.018)
2.009) 1.899) 1.841)
0.369 + 0.031+
0.394 + 0.010 0.043 +£0.010
M (@) 0.016 1.309/ 0.017 0.588/
J (0.249 - 0.199 (-0.032 - (-0.024 -  0.560
(0.313 - 0.487)
0.446) 0.176) 0.110)
0.700 + 0.702 +
0.712 £ 0.006 0.708 = 0.004
0.006 1.888/ 0.007 1.431/
AL (mm)
(0.682 — 0.070 (0.685 — (0.683 - 0.162
(0.677 —0.736)
0.726) 0.736) 0.727)
0.791 0.685 +
0.802 + 0.006 0.675 £ 0.005
0.007 1.894/ 0.008 0.541/
TH (mm)
(0.762 — 0.066 (0.635 - (0.632 - 0.591
(0.786 — 0.846)
0.837) 0.700) 0.699)
0.780 + 1.771/ 0.687 + 0.516/
TW (mm) 0.792 £ 0.006 0.678 = 0.006
0.007 0.085 0.009 0.608
0.630 = 0.596 +
0.625 + 0.007 0.604 £ 0.006
0.008 0.521/ 0.010 1.3771
LL (mm)
(0.608 — 0.605 (0.567 — (0.538 - 0.177
(0.580 - 0.679)
0.664) 0.628) 0.633)

4.4.2.2. Analiza veli¢ine i oblika nogu i gonopoda
Veli¢ina centroida nogu nije bila znacajno razli¢ita kod jedinki oba pola u odnosu

na status parenja (Fsiso = 1.614, P = 0.1885). Prvom glavhom komponentom (PC1)

objasnjeno je 81.03% morfoloske varijabilnosti veli¢ine i oblika nogu (slika 25).
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Kanonijskom varijantnom analizom je utvrdeno da oblik nogu muzjaka znacajno varira u
odnosu na status parenja (tj. znacajno se razlikuje izmedu sparenih i nesparenih muzjaka)
(P = 0.0174), sto nije bio sluc¢aj kod zenki (P = 0.7503). Prvom kanonijskom osom
objasnjeno je 82.26% variranja u obliku analizirane osobine (slika 26). Stepen deformacije

mreze, veli¢ina vektora, kao i njihov pravac ilustruju obrazac variranja oblika nogu kod

sparenih i nesparenih jedinki (slike 25 i 26).
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Slika 25. Varijabilnost veli¢ine i oblika nogu u odnosu na status parenja (PCA analiza)
(kvadrati: crni - zenke koje se nisu parile, sivi - Zenke koje su se parile; krugovi: crni -

muzjaci koji se nisu parili; sivi - muzjaci koji su se parili) (Jovanovic et al., 2017).
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Slika 26. Razlike u obliku nogu izmedu sparenih i nesparenih jedinki (CVA analiza)
(kvadrati: crni - zenke koje se nisu parile, sivi - Zenke koje su se parile; krugovi: crni -

muzjaci koji se nisu parili; sivi - muzjaci koji su se parili) (Jovanovic et al., 2017).

U slucaju veli¢ine centroida promerita gonopoda nisu utvrdene znacajne razlike
izmedu sparenih i nesparenih muzjaka (Fy 3, = 1.614, P = 0.8043). Sveukupna varijabilnost
veliine 1 oblika promerita sparenih i1 nesparenih muzjaka prikazana je pomocu analize
glavnih komponenti (PCA) (slika 27). Oblik analiziranog dela gonopoda nije se znacajno
razlikovao izmedu sparenih i nesparenih muzjaka (P = 0.0662) (slika 28). Na slici 28
prikazana je ucestalost (u procentima) sparenih i1 nesparenih muZjaka sa odredenim
oblicima gonopoda u odnosu na prvu kanonijsku osu (CV1). Obrazac variranja oblika

promerita izmedu ove dve grupe muzjaka je prikazan deformacionim mrezama (Slika 28).
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Slika 27. Varijabilnost veli¢ine i oblika gonopoda u odnosu na status parenja (PCA analiza)

(krugovi: crni - muzjaci koji se nisu parili; sivi - muzjaci koji su se parili) (Jovanovi¢ et al.,

2017).
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Slika 28. Razlike u obliku gonopoda u odnosu na status parenja (CVA analiza) (stubovi:

crni - muzjaci koji se nisu parili; sivi - muzjaci koji su se parili) (Jovanovi¢ et al., 2017).
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5. DISKUSIJA

U ovoj disertaciji, vrsta Pachyiulus hungaricus ispitivana je od perioda kasne
postembriogeneze, preko adultnog perioda kada odbrambeni sistem postaje potpuno
funkcionalan, do sticanja polne zrelosti i reprodukcije.

Kod mnogih grupa diplopoda, presvlacenja tokom postembrionalnog razvi¢a rezultiraju
rastom, dodavanjem segmenata, kao i postepenim razvojem odbrambenih Zlezda i
sazrevanjem sekreta (Enghoff et al., 1993; Sekuli¢, 2014). Hinoni, dominantna jedinjenja u
sekretu julida, poseduju antimikrobno dejstvo, $to je pokazano kod nekoliko vrsta stonoga
(Williams et al., 1997; Stankovi¢ et al., 2016; Ili¢ et al., 2018), kod insekata (Ruther et al.,
2001) i kosaca (Rocha et al., 2013). Analize ultrastrukture julidnog tipa zlezda, prisutnog
kod Pachyiulus hungaricus, mogle bi da ukazu na poreklo i proces nastanka sekreta.

Kod mnogih insekata, hinonska jedinjenja mogu da poseduju feromonsku ulogu
(Bergmann et al., 2009) i da budu deo arsenala za privlacenje i/ili procenu partnera,
zajedno sa mehanickim, taktilnim, olfaktornim, gustatornim, auditornim receptorima.
Muzjaci i zenke P. hungaricus provode odreden period vremena u bliskom kontaktu, pre
nego $to stupe u kopulaciju (Jovanovi¢ et al., 2017). Tokom prekopulatornog kontakta,
moze da dode do razmene informacija o kvalitetu potencijalnog partnera na §ta mogu da
ukazu i morfoloske osobine (Telford & Dangerfield, 1993a, 1993b, Cooper & Telford,
2000).

5.1. Postembrionalno razvi¢e P. hungaricus

Anamorfno razvi¢e Julida odvija se kroz tri perioda (Enghoff et al., 1993). U
pocetnom periodu, stadijumi I, II, III, u nekim sluc¢ajevima i IV, karakteriSu se stabilnim
brojem prstenova sa nogama i parova nogu. Stadijum I odlikuje Cetiri prstena sa nogama i
tri para nogu, stadijum II Sest prstenova sa nogama i sedam pari nogu, a stadijum Il 11
prstenova sa nogama i 17 pari nogu. Prvi stadijum na kome jedinka pocinje da se hrani je
stadijum II kod vecine julidnih vrsta, dok je kod Ophiulus pilosus (Newport, 1842) i Julus
scandinavius prvi aktivni stadijum 111 (Enghoff et al., 1993; Kheirallah et al., 2000).
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Pachyiulus flavipes (C.L. Koch, 1847) i P. oenologus (Berlese, 1885) razlikuju se u
ranom periodu postembriogeneze od drugih pripadnika julida (Enghoff et al., 1993;
Frederiksen et al., 2012). Na stadijumu I, P. flavipes poseduje tri reda ocela, 27 pari nogu, a
broj prstenova opisuje se formulom 16+4+T, ili 15+5+T. Na stadijumu II, dodaje se jo$
jedan red ocela, prisutno je 35 pari nogu, 20 prstenova sa nogama 1 tri, Cetiri ili pet
prstenova bez nogu. Parovi nogu ove vrste na stadijumu I, u posteriornom delu trupa, nisu
bili potpuno razvijeni. Prva dva stadijuma P. oenologus opisana su formulama 15+5+T i
20+5+T. Red ocela na stadijumu I, kod jedinki kod kojih su mogli da se razaznaju, iznosi
Cetiri, kao i na stadijumu II. Ocelarno polje stadijuma 1l organizovano je u pet redova kod
obe vrste.

Tokom narednog perioda, oznac¢enog kao period diverzifikacije, koji kod vecine
julida pocinje od stadijuma IV, dodaje se varijabilni broj prstenova u okviru stadijuma. Iz
tog razloga, jedinke na razli¢itim stadijumima mogu imati isti broj prstenova. Sa pojavom
polnog dimorfizma, na stadijumu VI kod vecine julida, postepeno se smanjuje broj novih
prstenova u proliferacionoj zoni, §to oznacava poslednju fazu, odnosno period stabilizacije.
Kasniji stadijumi nekoliko julidnih vrsta, pred prestanak rasta, poseduju jedan apodni
prsten. Jedinke bez apodnih prstenova su retke, od kojih neke imaju samo jedan par nogu
na poslednjem prstenu. S obzirom da presvlacenje ovih jedinki do sada nije opisano,
pretpostavlja se da su dosegle zavr$ni stadijum (Enghoff et al., 1993). Jedinke P.
hungaricus u analiziranom uzorku koje su polno zrele poseduju dva apodna prstena, Sto
ukazuje da se na registrovanom stadijumu ne zavrsava anamorfno razvice, odnosno da se
nastavlja dodavanje novih segmenata u narednim/narednom presvlacenju.

Najveéi broj segmentnih formula opisan je na stadijumu VIII kod Zenki P.
hungaricus, kome pripada sedam jedinki, i na stadijum XI kod muzjaka, kome pripada 26
jedinki, $to je i najveci broj jedinki na istom stadijumu. Sukcesivni niz segmentnih formula
kroz stadijume nije zabeleZen, pa se moze pretpostaviti, a naro€ito uzimajuci u obzir
veli¢inu uzorka, da postoji viSe formula na tim stadijumima nego $to je odredeno u ovoj
analizi. U analiziranom uzorku P. hungaricus, jedinke nisu pripadale samo razli¢itim
populacijama, ve¢ su prikupljane i u razli¢itom periodu godine. Jedinke sa Goca sakupljane

su tokom septembra, nakon izleganja u prole¢nom periodu, zbog ¢ega se u uzorku nalazio
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veci broj jedinki ranijih stadijuma (VII, VIII kod zenki i1 VIII, IX kod muzjaka). Usled toga,
nekoliko segmentnih formula nisu zabeleZzene kod jedinki sa Avale koje su sakupljane
uglavnom tokom proleca i verovatno su se izlegle prethodne godine.

Razlikovanje polova zasniva se na gubitku VIII i IX para nogu na segmentu VII kod
muzjaka, koje ¢e biti zamenjene rudimentima gonopoda (Koch, 2015a). Razvoj gonopoda
podrazumeva transformacije ogranicene na VII segment, oznaCene kao nesistemska
metamorfoza (Drago et al., 2008, 2011). Lokalizacija ove promene upucuje na postojanje
pozicionog markera, uspostavljenog tokom ranog razviéa, koji ¢e se aktivirati mesecima ili
godinama kasnije i dovesti do velikih anatomskih promena i pojave gonopoda (Drago et al.,
2011). U segmentu u okviru koga nastaju gonopode, dolazi do dorzalnog izmestanja
ventralne nervne cevi i digestivnog trakta, s obzirom na to da je veliki deo segmenta zauzet
gonopodama i pridruzenim misi¢ima. Na nivou celog tela, sa sticanjem polne zrelosti,
nastaje promena u pre¢niku segmenata, tako da zreli muZzjaci poseduju uze segmente i tanji
trup ne samo u odnosu na Zenke, ve¢ i u odnosu na juvenilne jedinke ili subadulte istog
stadijuma (Enghoff, 1982; Akkari & Enghoff, 2011b).

Medu prikupljenim jedinkama P. hungaricus, sa lokaliteta na Goc¢u, na stadijumu
XI, jedan muzjak poseduje razvijene gonopode i modifikovani prvi par nogu. Preostale
jedinke na istom stadijumu poseduju nediferencirane gonopode i trouglasti sternum na
segmentu VII. Na narednom stadijumu XII, uzorkovana su samo dva muzjaka, i oba
poseduju nerazvijene gonopode, 1 nemodifikovani prvi par nogu. Moze da se pretpostavi da
stadijum XI nije jedini na kome su muZjaci ove vrste polno zreli, i da zrelost muZjaci
dostizu 1 na stadijumu XII. I kod drugih, do sada proucavanih julida, zabeleZeni su polno
zreli muzjaci na razli¢itim stadijumima Muzjaci Leptoiulus saltuvagus (Verhoeff, 1898)
polnu zrelost dostizu na stadijumima IX, X, ili XI (Meyer, 1985), Ophiulus pilosus
(Newport, 1842) na stadijumima IX ili X (Enghoff et al., 1993), Julus scandinavius Latzel,
1884 na stadijumima IX, X ili XI (Blower, 1970), Tachypodoilus niger (Leach, 1814)
uglavnom na stadijumu VIII, ali i na stadijumima VII i IX (Blower & Fairhurst, 1968).
Varijjabilnost stadijuma na kome ¢e se dosti¢i polna zrelost zavisi od pola, populacije 1
sredinskih uslova (Minelli, 2015). Zenke Julida obiéno dostizu polnu zrelost stadijum

kasnije u odnosu na muzjake (Blower, 1985; Enghoff et al., 1993). Kod P. hungaricus
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funkcionalne vulve i gonopode su prvi put uo¢ene na stadijumu XI. S obzirom da u naSem
uzorku nema zenki na stadijumu X, moguce je da se potpuno razvijene vulve javljaju prvi
put na ovom stadijumu. Pretpostavlja se da je uzrok dimorfizma u sazrevanju gonopoda i
vulvi u reproduktivnoj optimizaciji koja nastupa zbog energetskih ulaganja u razvoj
ovarijuma, ili u ubrzanju razvoja muzjaka da bi se osigurala inseminacija zrelih zenki
(Pinheiro et al., 2009). Kod julida, neophodno je da jedinka prode kroz tri presvlacenja, a
Cesto 1 vise, da bi dostigla polnu zrelost (Enghoff et al., 1993). U analiziranom uzorku P.
hungaricus, gonopode su razvijale kroz pet stadijuma, kao i vulve. Rudimenti gonopoda
postepeno rastu, a sternum poprima oblik trougla. Medutim, razlika u diferenciranosti
gonopoda izmedu subadultnog i adultnog stadijuma je daleko izraZenija u odnosu na
neznatnu razliku u razvijenosti gonopoda izmedu sukcesivnih subadultnih stadijuma.
Tokom presvlacenja izmedu subadultnog i adultnog stadijuma, gonopode podlezu najvecem
stepenu modifikacija i sti¢u svoj konacan oblik i veli¢inu.

Kod vecine proucavanih julida, stadijum I je bez ocela. Stadijum II poseduje jednu
ocelu, od koje se, na narednim stadijumima formira ocelarno polje dodavanjem po jednog
reda sa jednom ocelom vise u odnosu na prethodni red. Tako ¢e stadijum III imati dva reda
ocela, jedan sa jednom ocelom nastalom u stadijumu I, i drugi sa dve novonastale ocele.
Isti princip organizacije polja prisutan je i na ostalim stadijumima, iz ¢ega se zakljucuje da
je broj redova ocela za jedan nizi u odnosu na broj postembrionalnih stadijuma. Ocelarno
polje mnogih Julida je pribliZzno jednakostrani¢énom trouglu na ranijim stadijumima, ¢ije sve
tri strane ¢ini jednak broj ocela. Na kasnijim stadijumima dolazi do modifikacija polja usled
blizine osnove antena, zbog ¢ega su najmanje ocele one koje su uz antene. Time ocelarno
polje Cesto poprima oblik trapezoida. Kod P. hungaricus primeceno je da, kod 33 od
ukupno 71 analizirane jedinke, broj ocela nije isti sa leve i desne strane glavene kapsule, §to
je prisutno kod svih registrovanih stadijuma kasne postembriogeneze. Razlike se kod
vec¢ine jedinki svode na jednu ocelu, mada mogu da iznose i dve, tri ili Cetiri ocele kod
samo jedne jedinke, i odnose se na broj ocela koje se nalaze neposredno uz bazu antena i
koje podlezu najvecem stepenu modifikacije. Svaki naredni stadijum P. hungaricus
poseduje veéi broj redova 1 ukupan broj ocela, ali i pored toga zabelezeno je preklapanje u

broju ocela samo leve ili desne strane izmedu stadijuma X 1 XI kod muZjaka. Tokom
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razvoja, moze se desi da se ocele ne razviju, ili da se dve ocele pojave kao rezultat jednog
presvlacenja (Peitsalmi & Pajunen, 1991, 1992). Od interesa je pomenuti da je sli¢ni
fenomen registrovan kod vrste Ommatoiulus sabulosus, gde su zabelezena presvlacenja
tokom kojih nisu dodate ocele na jednoj strani ili na obe strane glavene kapsule. Posledica
prvog slucaja je razli¢it broj redova sa leve i desne strane (Enghoff et al., 1993). Julida
Dolichoiulus axeli Enghoff, 1992 odlikuje se, po¢evsi od stadijuma II, pove¢anim brojem
ocela sa bar jedne strane glavene kapsule (Enghoff et al., 1993). Razlike u broju ocela sa
leve i desne strane glavene kapsule, kao i isti broj ocela sa leve ili desne strane kod jedinki
uzastopnih stadijuma P. hungaricus upuéuju na nezavisnost pojedina¢nih ocela i njihovo
odsustvo u pojedinim redovima tokom presvlacenja. Varijabilnost broja ocela u okviru
istog stadijuma, prisutna kod ispitivanih jedinki P. hungaricus, zabelezen je i kod vrste
Cylindroiulus truncorum (Silvestri, 1896), dok broj nizova ocela ostaje stabilna osobina na
odgovarajuc¢im stadijumima (Harzsch et al., 2007).

Postembrionalno razvi¢e drugog juliformnog reda sa euanamorfnim predstavnicima,
Spirostreptida, deli slicnosti sa anamorfozom Julida. Prva dva stadijuma euanamorfnih
Spirostreptida poseduju tri i sedam parova nogu, kao kod vecine Julida. Takode, sa svakim
presvlacenjem, dodaje se po jedan red ocela. Adulti vecine vrsta poseduju barem jedan
apodni prsten. Specifi¢nost juvenilnih jedinki nekih predstavnika Cambalidea ogleda se u
prisustvu 10-13 ili 19 prstenova sa samo jednim parom nogu. Na narednom stadijumu, ovi
prstenovi sticu po dva para nogu i postaju diplopodni (Enghoff, 1993). Archispirostreptus
syriacus (DeSaussure, 1859) [=Archispirostreptus tumuliporus judaicus (Attems, 1927)],
koja pripada hemianamorfnom podredu Spirostreptidea, na stadijumu I i Il poseduje tri,
odnosno sedam pari nogu (Crawford et al., 1987). Adultni, odnosno polno zreli muzjaci
prisutni su od stadijuma XI i XII. Polno zrele Zenke nadene su u okviru stadijuma XI1 ili
XI1Il. Broj prstenova u okviru stadijuma je ve¢i nego kod P. hungaricus, i veéine drugih
julida (Enghoff et al., 1993). Varijabilnost u broju prstenova u okviru stadijuma je
zajednicka karakteristika Spirostreptida 1 Julida.

Pripadnici treCeg reda nadreda Juliformia, reda Spirobolida razvijaju se
hemianamorfno. Nizovi ocela za odredivanje postembrionalnih stadijuma prvi put su

upotrebljeni prilikom proucavanja spirobolide Pachybolus ligulatus (Voges, 1878)
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(Vachon, 1947). Za razliku od Julida, kod kojih na stadijumu | nema ocela, stadijum I
Spirobolida poseduje jednu ocelu, tako da je broj stadijuma jednak broju nizova ocela
(Enghoff et al., 1993). Kod vrste Epibolus pulchripes (Gerstdcker, 1873), opisan je
konstantan broj ocela u okviru svakog stadijuma 1-VI, dok se od stadijuma VII dodaje
varijabilan broj ocela (Dhaenens & VandenSpiegel, 2006). Takode, stadijumi I-VI
karakteriSu se po jednom segmentnom formulom, dok su na stadijumima VII i VIII
zabelezene dve formule. Kao i kod nekih Spirostreptida, polnu zrelost muzjaci 1 Zenke
dostizu na istom stadijumu, XI, a polove je moguce razlikovati od stadijuma IV. Slicno
nekim predstavnicima Spirostreptida, ali i Callipodida, Spirobolida poseduju veliki broj
apodnih prstenova na stadijumu II, tako da se uocava veliki porast u broju prstenova sa
nogama na narednom stadijumu Il1l. Segmentna formula stadijuma Il kod E. pulchripes je
6+14+T, a kod vecine Julida 6+5+T. Nakon stadijuma II, kod Spirobolida se smanjuje broj
apodnih prstenova dok jedinke ne dostignu epimorfne stadijume, IX i X kod E. pulchripes,
na kojima ne poseduju apodne prstenove. Najveéi broj apodnih prstenova u nasem uzorku,
sedam, javlja se na stadijumu VIII kod zenki, a Sest apodnih prstenova nalazi se u okviru
stadijuma VIII kod muzjaka i stadijuma VII, VIII, IX kod Zenki.

Postembrionalni stadijumi kasne postembriogeneze P. hungaricus definiSu se
prevashodno brojem nizova ocela, dok preklapanja izmedu stadijuma postoje u svim
ostalim osobinama. Muzjaci i zenke P. hungaricus razlikuju se na prvom stadijumu nakon
zavrsetka diverzifikacije, stadijumu VII. Naredni stadijumi, ukljucujuci i1 stadijum VII,
analizirani u ovoj disertaciji pripadaju periodu stabilizacije postembrionalnog razvoja cija
je odlika postepeno smanjenje broja novih segmenata po stadijumima, Sto je zabeleZeno i

kod P. hungaricus.
5.2. Funkciona morfologija i ultrastruktura odbrambenih Zlezda P. hungaricus
IzluCivanje sekreta nastupa nakon uznemiravanja ili stimulisanja stonoge.
Kontrakcije integumentnih misi¢a dovode do povecanja pritiska hemocela, sto dovodi do

protoka sekret iz rezervoara kroz region kutikularnih navoja do kanala. Kutikularnim

navojima, prethodno opisanim i kod juliformne vrste reda Spirobolida, A. arboreus
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(Woodring & Blum, 1965) koji izgledom podsec¢aju na oprugu, reguliSe se tok sekreta kod
P. hungaricus. Kanal Zlezde P. hungaricus karakteriSe se invaginacijom sa ventralne strane
kanala, na kojoj inserira misi¢ retraktor (Makarov et al., 2014). Otvaranje kanala regulisano
je konusnim ¢epom povezanim sa miSicem (Makarov et al., 2014), Sto je detektovano
skening elektronskom mikroskopijom i u ovoj studiji. Sli¢na struktura opisana je kod A.
arboreus kao ,,jezik* (Woodring & Blum, 1965). Leziste ¢epa Tichy (1974) oznacava kao
camera odorifera, a sam otvor kanala kao foramen repugnatorium. Kontrakcija misica
retraktora povlaci Cep, kanal se otvara i sekret, iz kanala, isti¢e kroz ozoporu. Kod P.
hungaricus sekret isti¢e kroz ozoporu, ali je u jednom slucaju primeceno i izluéivanje
sekreta u vidu mlaza na razdaljini od 10-15 cm. Da bi se postiglo rasprsivanje sekreta pod
velikim pritiskom, opisano kod spirobolida, neophodno je da se kontrakcija i relaksacija
dve grupe misica, koji inseriraju na kanalu na ¢epu, odnosno ,,jeziku”, a udruzuju nedaleko
od mesta insercije, odvija po ta¢no odredenom obrascu (Woodring & Blum, 1965). Moze
da se pretpostavi da, u slucaju P. hungaricus, dolazi do istovremene kontrakcije svih
misi¢nih vlakana, Sto rezultira isticanjem sekreta Kroz ozoporu, ali da moze do¢i i do
naizmenic¢ne kontrakcije misi¢nih vlakana, $to bi dovelo do izlu¢ivanja u vidu mlaza.

Odbrambene Zlezde razliCitih grupa zglavkara poseduju istu osnovnu gradu.
Bazalna lamina sa spoljasnje strane okruzuje sloj sekretornih celija, koji je ka lumenu
rezervoara prekriven kutikularnim slojevima (intimom), ¢ija je funkcija da stiti lumen
zlezde od dejstva sekreta. Uz Zlezde je dobro razvijen trahejni sistem, opisan i kod
Pachyiulus sp. (Tichy, 1974), kosaca (Clawson, 1988), dok se kod vrste tvrdokrilaca
Carabus lefebvrei Dejean, 1826 zapaza grupisanje zlezdanih jedinica odbrambenih
abdominalnih Zlezda uz traheje, i prisustvo traheola izmedu sekretornih ¢elija (Giglio et al.,
2009).

Kutikula kanala zlezde P. hungaricus izgradena je od egzo- i endokutikule. Ova dva
sloja, koja zajedno ¢ine prokutikulu, sadrze hitinska mikrovlakna i lamelarne su strukture
(Makarov, 2015). Grada endokutikule u vidu dve lamele opisana je i kod nekih insekata
(Locke, 1961). S obzirom da se lamelarni raspored vlakana ne zapaza u intimi rezervoara,
pretpostavlja se da nju ¢ine egzokutikula prekrivena epikutikulinskim slojevima. Izrazena

osmiofilnost i homogeni izgled egzokutikule izvodnog kanala potice od gusto rasporedenih
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vlakana koji obezbeduju rigidnost. Egzokutikula rezervoara je svetlija u odnosu na
egzokutikulu kanala, §to ukazuje na rasporedenost vlakana u cilju fleksibilnosti rezervoara
koji podleze promenama oblika tokom izlucivanja sekreta kod P. hungaricus.

Sekretorne ¢elije odbrambenih zlezda razli¢itih grupa zglavkara, u zavisnosti od
sastava sekreta, pored sekretornih granula, odnosno vezikula razlicite elektronske gustine,
mogu sadrzati 1 organele poput Goldzi kompleksa, glatkog 1 granulisanog endoplazminog
retikuluma, mitohondrija, granula glikogena, lipidnih tela, slobodnih ribozoma i
heterolizozoma (Tichy, 1974; Clawson, 1988; Whitman et al., 1991; Giglio et al., 2009;
Schierling & Dettner, 2013). Sakule Goldzi kompleksa detektovane su u zlezdama
Pachyiulus sp. (Tichy, 1974), ali ne kod P. hungaricus, §to ne isklju¢uje njihovo postojanje.
Pretpostavlja se da sekretorne granule vode poreklo od Goldzi kompleksa. Vezikule
kompleksa, koje bi bile prekursori sekretornih granula, razli¢itog su oblika i veli€ine, svetlo
obojene unutrasnjosti okruZene membranom. Sa sazrevanjem sekreta, sadrzaj vezikula koje
se medusobno sjedinjavaju, postaje taman, bez vidljive membrane (Tichy, 1974).
Pretpostavljeni proces nastanka granula rezultirao bi velikim brojem prelaznih tipova
granula uocenih u sekretornim ¢elijama P. hungaricus. Kod Pachyiulus sp., u regionima
dobro razvijenog retikuluma zapaZa se mali broj sekretornih vezikula, ¢ija brojnost raste u
oblastima u kojima endoplazmin retikulum nije zastupljen, na osnovu cega se pretpostavlja
potencijalna uloga vezikula granulisanog endoplazminog retikuluma u formiranju
sekretornih granula (Tichy, 1974). U ovoj studiji sli¢na pravilnost detektovana je na nivou
jedne cCelije, u sekretornom sloju, u kojoj se, pored sintetskog i nesintetskog granulisanog
endoplazminog retikuluma zapaza mali broj granula. Funkciona asocijacija granulisanog
endoplazminog retikuluma 1 GoldZi kompleksa u Zlezdanim celijama opisana je kod
tvrdokrilca C. lefebvrei, $to ukazuje na proteinsku komponentu odbrambenog sekreta
(Giglio et al., 2009). Sadrzaj vezikula koje produkuje retikulum modifikuju se u Goldzi
kompleksu. Glatki endoplazmin retikulum mozZe biti dobro razvijen u sekretornim ¢elijama,
Sto je slucaj kod dva roda potporodice Steninae, reda Coleoptera, Stenus Latreille, 1796 i
Dianous Leach, 1819 (Schierling & Dettner, 2013), kao i kod skakavca Romalea guttata
(Stoll, 1813) (Whitman et al., 1991). Odbrambeni sekret pripadnika prouc¢avanih grupa ne

sadrzi proteinsku komponentu, tako da bi se njegova sinteza obavljala u glatkom
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endoplazminom retikulumu 1 Goldzi kompleksu. Prisustvo glatkog oblika retikuluma, za
sada, nije utvrdeno kod P. hungaricus, ni u naSim analizama, ni u analizama
neidentifikovane vrste roda Pachyiulus (Tichy, 1974). S obzirom da kao rezultat aktivnosti
glatkog endoplazminog retikuluma nastaju i lipidna tela (Murphy, 2012), koja su prisutna u
zna¢ajnom broju u sekretornim ¢éelijama P. hungaricus u ovoj studiji, moze da se ocekuje
detektovanje i ovog oblika retikuluma tokom daljih analiza.

Mitohondrije su u sekretornim ¢elijama odbrambenih zlezda Cesto rasporedene uz
odredene domene. Kod proucavanih kosaca roda Leiobunum C. L. Koch, 1839, uocavaju se
uz kanalikule, od kojih se sekret transportuje kroz kanal do lumena rezervoara (Clawson,
1988). U dominantno terpenskom sekretu C. lefebvrei, mitohondrije imaju vaznu funkciju u
sintezi izoprenoidnih derivata. Krupne, izduZzene mitohondrije se ¢esto mogu naci uz svetlo
obojene granule (Giglio et al., 2009). Lokalizacija mitohondrija unutar i oko prstolikih
izraStaja membrane uz kanal koji prima sekretorne produkte i sprovodi ih do sabirnog
kanala, odlika je odbrambenog sistema potporodice Steninae (Schierling & Dettner, 2013).
Kod Pachyiulus sp. mitohondrije se nalaze oko sekretornih granula, kao i oko drugih
struktura u citoplazmi sekretornih ¢elija (Tichy, 1974). Kod P. hungaricus, mnogobrojne
mitohondrije razli¢itog oblika detektovane su u Celiji sekretornog sloja, u kojoj se nalaze
dobro razvijeni granulisani endoplazmin retikulum i grupacija malobrojnih granula.

Da bi se detektovali enzimi koji ucestvuju u reakciji nastanka sekreta, primenjena je
metoda DAB obelezavanja katalaze. Enzimi koji ucestvuju u reakciji nastanka hinona
odredeni su kod dve vrste tvrdokrilaca porodice Tenebrionidae, Eleodes longicollis
LeConte, 1851 i Tribolium castaneum (Herbst, 1797), i pripadaju glukozidazama,
oksidazama i peroksidazama (Happ, 1968). Biosintetski put podrazumeva reakciju nastanka
slobodnih difenola od fenol glukozida, a zatim oksidaciju do hinona. Hinonski sekret buba
bombardera razlicitih potporodica (Coleoptera), koji se izlucuje u vidu spreja, nastaje
oksidacijom prekursorske smese hidrohinona i vodonik peroksida koja se u momentu
izluéivanja izlaZe dejstvu enzima katalaze i peroksidaze u reakcionoj komori (Eisner et al.,
1977). Medutim, prisutvo katalaze nije detektovano u Celijama zlezde kod P. hungaricus.
Negativan rezultat moze da bude posledica nespecificnosti antitela koja se koriste u

standardnom postupku DAB metode.
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Izvodne strukture, tubule i kanali proucavanih vrsta zglavkara smeStene su u
posebnim, kanalnim ¢elijama, Sto je odlika III klase Zlezdanih ¢elija. Kod Pachyiulus sp.,
sekretorna tubula polazi iz sekretornog aparata i kroz kanalnu celiju izluCuje sadrzaj u
lumen (Tichy, 1974). Struktura opisana kao srpasta ploca kod vrste U. canadensis
(Weatherston & Percy, 1969), u kojoj se sustiCu tubule iz sekretornih celija, nije
detektovana ni kod P. hungaricus u analizi predstavljenoj u ovoj disertaciji, niti u studiji
ozadena kod Pachyiulus sp. (Tichy, 1974). Tretiranjem zlezda rastvorom KOH, pokazano
je prisustvo unutarcelijskih kutikularnih kanala i kod spirobolide Narceus sp., kalipodide
Abacion magnum (Loomis, 1943) i polidezmide Apheloria corrugata (Wood, 1864)
[=Apheloria virginiensis corrugate Wood, 1864] (Eisner et al., 1978). U odbrambenim
zlezdama spirobolide A. arboreus nisu uocene kutikularne tubule, $to navodi na
pretpostavku da se sekret oslobada holokrino (Woodring & Blum, 1965). Kod P.
hungaricus, uocavaju se dva tipa izvodnih struktura, tubule i sabirni kanali, $to je odlika i
odbrambenog sistema koleoptera (Giglio et al., 2009; Schierling & Dettner, 2013). Ovakav
nalaz upucuje na merokrini nacin sekrecije kod P. hungaricus, pri ¢emu se sekret preko
tubula doprema u sabirne kanale, a iz njih izlu€uje u lumen zlezde. Kutikula sabirnog
kanala P. hungaricus je sli¢ne strukture kao i intima, ali je epikutikularni sloj kanala tanji u

odnosu na intimu.

5.3. Sastav i antimikrobna svojstva odbrambenog sekreta P. hungaricus

5.3.1. Sastav odbrambenog sekreta P. hungaricus

Pachyiulus hungaricus je jedina vrsta iz roda Pachyiulus analiziranog odbrambenog
sekreta 1 odredenog hemoprofila. Prethodno, u sekretu ove vrste determinisano je devet
hinonskih jedinjenja, dok je nehinonska komponenta predstavljena heksil estrima zasi¢enih
i nezasicenih kiselina niza C14-Cy (Sekuli¢, 2014). U analizi prikazanoj u ovoj tezi, ukupno
je detektovano 12 hinona, od kojih je 11 identifikovano, i odreden je kvantitativni sastav
nehinoske komponente, koja pored heksil estara, sadrzi i pentil estre. Razlike izmedu

polova P. hungaricus, prvi put su analizirane u studiji predstavljenoj u ovoj tezi. Jedinjenja
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2-metil-1,4-benzohinon (2) i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (4) najvise su zastupljena
ne samo u sekretu P. hungaricus, ve¢ i mnogih drugih, do sada proucavanih, julida (Huth,
2000; Vujisi¢ et al., 2011; Vujisi¢, 2013; Sekuli¢, 2014; Sekuli¢ et al., 2014; Kania et al.,
2016). Jedinjenje 4 je detektovano kod svih julida, sem U. canadensis, mada njegov
nedostatak moze da bude posledica nedovoljne osetljivosti opreme koja je bila dostupna u
vreme analize sekreta ove vrste (Weatherston & Percy, 1969). Nalazi se i u sekretu
proucavanih vrsta druga dva juliformna reda, Spirobolida i Spirostreptida, ali ne predstavlja
univerzalni deo odbrambenog hemijskog arsenala ovih redova (Arab et al., 2003; Makarov,
2015). Jedinjenje 2 je prisutno kod mnogih juliformnih vrsta, mada i ovde postoje izuzeci
(Kuwahara et al., 2002; Bodner & Raspotnig, 2012; Makarov, 2015). Oksidativhom
ciklodehidrogenacijom jedinjenja 4 nastaju 2-metil-3,4-metilen-dioksifenol (11) i 2-
metoksi-3-metil-hidrohinon (12) (Wu et al., 2007). Relativna zastupljenost jedinjenja 11
(13.4%) kod muzjaka P. hungaricus je znacajno vec¢a u odnosu na udeo u sekretu drugih
vrsta kod kojih je detektovano, Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847), Megaphyllum
bosniense (Verhoeff, 1897) i M. unilineatum (C. L. Koch, 1838) (Vujisi¢ et al., 2011;
Sekuli¢, 2014; Ili¢ et al., 2018). Medutim, u sekretu Leptoiulus trilineatus (C. L. Koch,
1847), ovo jedinjenje je prisutno u procentu slicnom kao kod P. hungaricus (Vujisic¢ et al.,
2011), a u znacajno vecem kod kavernikolnih vrsta roda Typhloiulus Latzel, 1884 (Sekulié,
2014). Kod Zenki P. hungaricus, jedinjenje 12 prisutno je u malom procentu, kao i kod
drugih analiziranih vrsta (C. boleti, L. trilineatus, M. bosniense i M. unilineatum) (Vujisi¢
et al., 2011), medutim, ve¢i procenat detektovan je kod muzjaka P. hungaricus. Jedinjenje
10 identifikovano je kod C. boleti, M. bosniense i M. unilineatum (Ili¢ et al., 2018) u
procentima malo iznad traga kod oba pola, dok je kod P. hungaricus prisutno u tragu. Kod
kavernikolne vrste roda Typhloiulus nalazi se medu zastupljenijim komponentama (Sekuli¢,
2014). Jedinjenje 9, je za razliku od drugih vrsta kod kojih je identifikovano (M. bosniense,
C. boleti, L. trilineatus, U. transsilvanicus, kavernikolne vrste rodova Serboiulus Strasser,
1962 i Typhloiulus) i kod kojih je prisutno u malom procentu ili u tragu (Vujisi¢ et al.,
2011; Sekuli¢, 2014; Ili¢ et al., 2018), znatno zastupljenije kod muzjaka P. hungaricus. U
ranijim istrazivanjima sekreta julide M. unilineatum, ovo jedinjenje je identifikovano kao

deo hemoprofila vrste (Vujisi¢, 2013), ali ne i po novijim istrazivanjima (Ili¢ et al., 2018).

94



Sli¢na situacija je i sa jedinjenjima 1 i 3 kod vrste M. unilineatum. Objasnjenje se moze
naci u pripadnosti analiziranih jedinki ovih studija razli¢itim populacijama, s obzirom da je
kod diplopoda zabelezeno postojanje razlika u odbrambenom sekretu na
medupopulacionom nivou (Taira et al., 2003). Zenke P. hungaricus poseduju, u tragu
jedinjenje 8, koje je detektovano kod oba pola C. boleti, M. bosniense, M. austriacum
Latzel, 1884, L. trilineatus u slicnom udelu, i u nekoliko puta ve¢em procentu kod oba pola
M. unilineatum (Vujisi¢ et al., 2011; Vujisi¢, 2013; Ili¢ et al., 2018). Hidrohinon (6) je
detektovan tek po drugi put u redu Julida, nakon $to je identifikovan u odbrambenom
sekretu vrste Unciger transsilvanicus (Verhoeft, 1899) (Sekuli¢ et al., 2014). Jedinjenje 5
detektovano je kod nekoliko julidnih vrsta (Makarov, 2015), sa zna¢ajnom zastupljenoscu
kod U. transsilvanicus (Sekuli¢ et al., 2014). Kod kavernikolne vrste Serboiulus kresnik
Strasser, 1962, udeo u sekretu je znatno manji (Sekuli¢, 2014), a kod P. hungaricus ovo
jedinjenje je prisutno u graniénom procentu traga. Cetvrto jedinjenje po zastupljenosti u
sekretu muzjaka i zenki P. hungaricus, mada u razli¢itom udelu, jedinjenje 3, nalazi se u
vecem procentu kod vrste U. transsilvanicus, a u znacajnijem procentu kod kavernikolnih
vrsta roda Typhloiulus (Sekuli¢, 2014). Jedinjenje 1, p-benzohinon, , prisutno je u sekretu
U. transsilvanicus i M. bosniense u procentu manjem u odnosu na zenke P. hungaricus
(Sekuli¢, 2014; Vujisi¢ et al., 2011; Vujisi¢, 2013; Tli¢ et al., 2018).

Sva hinonska jedinjenja identifikovana u sekretu vrste P. hungaricus, detektovana
su i kod drugih analiziranih julida. Uzimaju¢i u obzir i da su dva jedinjenja, 2-metil-1,4-
benzohinon i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon dominantna kod vecine julida, odbrambeni
sekret julida moze da se oznadi kao generalno hinonski. Medutim, hinoni nisu deo
hemoprofila kod svih julida. Kod vrste Megaphyllum fagorum (Attems, 1951) hinoni
odsustvuju iz fenolnog odbrambenog sekreta (Bodner et al., 2016). Za sad, nisu zabeleZena
dva identicna hinonska hemoprofila medu julidama (Vujisi¢ et al., 2011; Bodner &
Raspotnig, 2012; Sekuli¢, 2014). Prema raspolozivim literaturnim podacima, hemoprofili
kod nekih julidnih taksona mogu da se koriste u diskriminaciji vrsta. Hinonska jedinjenja
koja, za razliku od nekoliko univerzalnih i dominantnih hinona, imaju manji udeo u sekretu,
odreduju specifi¢nost sekreta svake vrste (Huth, 2000; Vujisi¢, 2013; Sekuli¢, 2014). Ipak,

razlike u hinonskim hemoprofilima nekih vrsta koji pripadaju razli¢itim rodovima nisu
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uvek dovoljne da bi imale ve¢i hemotaksonomski znacaj, kao §to je slucaj kod C. boleti, M.
bosniense i L. trilineatus, kod kojih se znaCajne razlike sastoje samo u prisustvu p-
benzohinona i udelu 2-metil-3,4-metilen-dioksifenola u sekretu (Vujisi¢ et al., 2011).

U nehinonskoj grupi jedinjenja sekreta P. hungaricus, najzastupljeniji zasic¢eni estri
su heksil pentadekanoat i heksil heksadekanoat, i kod muZzjaka i kod Zenki, dok je
najzastupljeniji nezasi¢eni estar heksil heksadecenoat. Izrazenije razlike u estarskoj
komponenti medu polovima P. hungaricus detektovane su kod jednog od izomera heksil-
heksadekanoata i heksil pentadekanoata, sa ve¢im udelom ovih jedinjenja kod Zenki u
odnosu na muzjake. Prethodno, heksil estri su detektovani kod julidnih vrsta Julus
scandinavius Latzel, 1884, Leptoiulus proximus (Nemec, 1896), Ommatoiulus sabulosus
(Linnaeus, 1758), Tachypodoiulus niger (Leach, 1814), Enantiulus nanus (Latzel, 1884),
Cylindroiulus punctatus (Leach, 1815) i C. meinerti (Verhoeff, 1891) (Huth, 2000). Kod
neidentifikovane vrste roda Anaulaciulus Pocock, 1895, n-heksil estri ¢ine najveci procenat
estarske komponente (Shimizu et al., 2012). lIzopentil estri identifikovani su kod U.
transsilvanicus (Sekulic¢ et al., 2014). Heksil estri su dominantna komponenta kavernikolne
vrsta roda Typhloiulus (Sekuli¢, 2014), kao i vrste M. bosniense (Ili¢ et al., 2018).

Kvantitativne razlike odbrambenog sekreta izmedu polova P. hungaricus mogu da
upute na funkciju odbrambenog sekreta u intraspecijskoj komunikaciji. Najistaknutije su
razlike u udelu dominantnih hinonskih komponenti, 2-metil-1,4-benzohinona i 2-metoksi-3-
metil-1,4-benzohinona kod P. hungaricus, kao i kod Megaphyllum bosniense, M.
unilineatum, C. boleti, Cylindroiulus punctatus i C. caerulocinctus, ali se javljaju i u udelu
manje zastupljenih hinona, kao i estara (Huth, 2000; Ili¢c et al., 2018). Zenka
neidentifikovane vrste roda Leptoiulus Verhoeff, 1894 izlucila je odbrambeni sekret ka
muzjaku kada nije bila spremna za parenje (Haacker, 1974). U nasem eksperimentu,
jedinke P. hungaricus nisu ispoljile takvo ponasanje. Hemijski signal, mozda sadrzan u
odbrambenom  sekretu moze da omoguéi prepoznavanje polova, tokom antenalnog
kontakta muzjaka sa trupom i glavenim regionom Zenke (Haacker, 1974; Carey & Bull,
1986). U prilog ovakve pretpostavke moze da posluzi nalaz da estri koji se nalaze u sekretu
Anaulaciulus sp. funkcioniSu kao signal za prepoznavanje vrsta i afrodizijak kod dve vrste

leptira (Shimizu et al., 2012).
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Fenoli se u sekretu julida mogu na¢i u manjem udelu u odbrambenom sekretu,
poput fenola kod U. transsilvanicus i p-krezola i p-etilfenola kod vrsta T. serborum
(Sekuli¢, 2014). Medutim, fenolna jedinjenja mogu biti i dominantna i u odbrambenom
sekretu julida, kao $to je sluc¢aj kod nekih vrsta roda Styrioulus Verhoeff, 1928 i kod vrste
M. fagorum gde je sadrzaj p-krezola iznad 90% (Bodner et al., 2016). Odbrambeni sekret
Callipodida ¢ine fenolna jedinjenja, a i medu redovima Polydesmida i Stemmiulida nalaze
se vrste u ¢ijem odbrambenom sekretu ima fenolnih jedinjenja (Shear et al., 2007; Shear et
al., 2010; Shear, 2015). Prisustvo fenola u odbrambenom sekretu smatra se
simpleziomorfnom osobinom navedenih redova (Bodner et al., 2016). Produkcija fenola
zapoceta je pre oko 315 miliona godina, kada su Callipodida i Chordeumatida divergirale
od preostalih Eugnatha (Polydesmida, nadreda Nematophora i Juliformia), ili zasebno kod
Callipodida i kod poslednjeg zajednickog pretka Juliformia, Stemmiulida i Polydesmida,
pre oko 275 miliona godina (Rodriguez et al., 2018). Biosintetski put koji vodi od fenola ka
hinonima podrazumeva p-oksidaciju fenola koja rezultira nastankom hidrohinona, ¢ijom
daljom oksidacijom nastaju alkilovani benzohinoni (Raspotnig et al., 2015). Dominantno
prisustvo fenola u odbrambenom sekretu nekih julida bi, stoga, bilo rezultat regresije,
odnosno gubitka koraka p-oksidacije koji vodi ka benzohinonima, §to hinonski sekret P.
hungaricus, bez prisustva fenola ¢ini izvedenom osobinom (Bodner et al., 2016). Promene
u biosintetskom putu koje su dovele do nastanka novih odbrambenih supstanci, ¢ijom
efikasnos¢u je omogucena diverzifikacija Juliformia 1 Polydesmida, redova sa priblizno
75% svih vrsta diplopoda, verovatno su favorizovane kao odgovor na predatore koji su se

adaptirali na fenolnu odbranu (Bodner & Raspotnig, 2012; Rodriguez et al., 2018).

5.3.2. Antimikrobna svojstva odbrambenog sekreta P. hungaricus

Stonoge, kao 1 drugi beskicmenjaci koji Zive u zemljistu, izloZene su mnogim
patogenim organizmima (Loker et al., 2004). Kod kosaca je pokazano da je benzohinonski
odbrambeni sekret odlika grupa koji Zive u povrSinskim slojevima zemljiSta, dok grupe
koje nastanjuju vegetaciju poseduju druga jedinjenja kao hemijsku odbranu (Rocha et al.,

2013). P-benzohinon, odnosno 1,4-benzohinon je u osnovi strukture hinonskih jedinjenja
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(Abraham et al., 2011). Hinoni su $iroko zastupljeni u razli¢itim bioloSkim sistemima jer
funkcioniSu kao agensi transfera elektrona u procesima fotosinteze i Celijske respiracije
(Jacini, 1985; Nohl et al., 1986; Monks et al., 1992; Abraham et al., 2011). Fizioloski i
toksikoloski efekti hinona su mnogobrojni, prevashodno usled njihovog elektrofilnog
karaktera Sto ih ¢ini podloznim nukleofilnom napadu, i njihovog uces¢a u reverzibilnim
oksido-redukcionim reakcijama (El-Najjar et al., 2011). U dosadas$njim istrazivanjima,
derivati 1,4-benzohinona su ispoljili antimikrobno, antitumorsko, antineoplasti¢no,
antimalarijalno, antikoagulantno, insekticidno i herbicidno dejstvo (Martinez & Benito,
2005; Abraham et al., 2011; Mans, 2017; Ili¢ et al., 2018).

Repelentno, deterentno i antimikrobno dejstvo sekreta ¢ini stonoge ,hemijskim
donorima“ za nekoliko vrsta primata koji mehanicki stresiraju stonoge i nanose sekret po
svom telu (Birkinshaw, 1999; Valderrama et al., 2000; Weldon et al., 2003; Weldon, 2004;
Zito et al., 2003; Carroll et al., 2005). Koris¢enje ,,hemijskih donora®, koji mogu da budu
ne samo stonoge, ve¢ i mravi ili drugi socijalni insekti, kao i biljke, primeéeno je i kod
drugih grupa sisara, i kod ptica, i oznacava se kao zoo-farmakognozija (Ngbolua et al.,
2014). Benzohinonski sekret omogucava primatima kontrolu ektoparazita, deluje kao
dezinfektant, pomaze u tretiranju koznih bolesti i doprinosi poboljSanoj olfaktornoj
komunikaciji (Birkinshaw, 1999; Valderrama et al., 2000). Benzohinoni imaju i niz Stetnih
efekata na ki¢menjake, medutim, pretpostavlja se da su potencijalni rizici umanjeni
ogranicenom dostupnoS¢u stonoga primatima samo tokom kiSne sezone, 1 nadmaseni
zastitom od komaraca i ektoparazita koju obezbeduje nanosenje sekreta (Valderrama et al.,
2000).

U eksperimentima predstavljenim u ovoj tezi, sekret vrste P. hungaricus pokazao se
najdelotvornijim protiv Gram-pozitivnih bakterija, Staphylococcus aureus i1 Bacillus
subtillis. Vec¢a podloznost Gram-pozitivnih bakterija pokazana je i u drugim istrazivanjima
antimikrobnog dejstva sekreta juliformnih stonoga (Billah et al., 2015; Ili¢ et al., 2018).
Gram-negativne bakterije mogu da budu i potpuno otporne na dejstvo sekreta stonoga.
Sekret spirostretide Ophistreptus guineensis (Silvestri, 1897) i spirobolide Pachybolus
ligulatus (Voges, 1878) ispoljio je inhibitorno i baktericidno dejstvo protiv testirane Gram-

pozitivne S. aureus, dok na Gram-negativne bakterije Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas aeruginosa, i Escherichia coli nije bilo dejstva (Billah et al., 2015). Sekreti
vrsta Cylindroiulus boleti, Megaphyllum unilineatum i M. bosniense takode nisu delovali
baktericidno na E. coli, ali jesu inhibirali njen rast (Ili¢ et al., 2018), dok je sekret P.
hungaricus ispoljio i baktericidno dejstvo. U poredenju sa C. boleti i M. bosniense, P.
hungaricus je bolji inhibitor E. coli, ali je najdelotvorniji sekret vrste M. unilineatum
(Stankovi¢ et al., 2016; Ili¢ et al., 2018). Efikasnost sekreta moze da zavisi od udela
hinonskih jedinjenja u sekretu, i od zastupljenosti dimetoksi-p-benzohinona (lli¢ et al.,
2018). Dimetoksi grupa pojacava antibakterijski potencijal p-benzohinona (Lana et al.,
2006). P. hungaricus i M. unilineatum imaju ve¢i udeo hinona u sekretu od druge dve
julidne vrste. Jedinjenja sa dimetoksi grupama su brojnija kod tri julidne vrste nego kod P.
hungaricus, $to moze da bude razlog njihovog izraZenijeg inhibitornog i baktericidnog
dejstva na Gram-pozitivne bakterije, B. subtilis i S. aureus.

Gljive su podloznije dejstvu sekreta P. hungaricus u odnosu na bakterije.
Koncentracije neophodne da se postigne inhibicija rasta i fungicidno dejstvo su bile nize u
poredenju sa koncentracijama neophodnim da se postigne antibakterijski efekat, sto je
slu¢aj 1 kod C. boleti, M. bosniense i M. unilineatum (Ili¢ et al., 2018). Aspergillus flavus je
jedina testirana gljivica na koju sekret P. hungaricus nije imao fungicidno dejstvo, za
razliku od sekreta C. boleti, M. bosniense i M. unilineatum. Takode, hinoni kosaca porodice
Gonyleptidae, 2-metil-1,4-benzohinon i 2,5-dimetil-1,4-benzohinon, ispoljavaju veci
inhibitorni potencijal prema gljivama nego prema bakterijama (Rocha et al., 2013).
Medutim, primenom hinonskog sekreta spirobolide Orthoporus antillanus (Pocock, 1894)
[=Orthoporus cavicollis (Karsch, 1881)] postignuta je inhibicija gljiva C. albicans i
Microsporum gypseum na visim koncentracijama od onih na kojima je inhibiran rast Gram-
negativne bakterije Xanthomonas campestris (Williams et al., 1997). Sva identifikovana
jedinjenja u sekretu ove vrste su hinonska, pri ¢emu dva najzastupljenija hinona u sekretu
julida, 2-metil-1,4-benzohinon i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon ¢ine 96% sekreta.

Odbrambeni sekret je slozena smeSa hinona, ali i drugih jedinjenja, 1 njegovu
efikasnost mogu da odreduju pojedinacne komponente, njihova zastupljenost, kao i
sadejstvo (Huth, 2000). Do sada je potvrdeno antimikrobno dejstvo nekoliko hinonskih

jedinjenja. Kod kosaca je pokazano da su minorne hinonske komponente 2,5-dimetil-
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benzohinon i 2,3,5-trimetil-benzohinon vise doprinele bakteriostatickom dejstvu sekreta u
odnosu na glavnu komponentu (Fieser & Ardao, 1956). Toluhinon, odnosno 2-metil-1,4-
benzohinon, izolovan iz sekreta kosaca, ispoljio je umereno dejstvo na dve Gram-pozitivne
bakterije i na gljivicu Candida albicans. Isto jedinjenje, izolovano iz sekreta tvrdokrilca
Melolontha hippocastani Fabricius, 1801 delovalo je inhibitorno i na Gram-negativnu E.
coli, na Saccharomyces cerevisiae i dve vrste entomopatogenih gljiva (Ruther et al., 2001).
Jedinjenje 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon, jedno od dominantnih hinona odbrambenog
sekreta vecine julida, pa i P. hungaricus ulazi u sastav antibiotika mimozamicina (Gonzalez
et al., 2006).

Na ispoljavanje antimikrobnog potencijala moze da uti¢e i nacin pripreme sekreta
za testiranje. U studiji antibakterijskog dejstva sekreta spirostreptide i spirobolide, u kojoj
nije doslo do inhibicije Gram-negativnih bakterija, ekstrakt sekreta pripremljen je
rastvaranjem praha dobijenog mlevenjem isusenih celih tela stonoga (Billah et al., 2015),
dok je u studiji julidnih vrsta (Stankovi¢ et al., 2016; Ili¢ et al., 2018) koriS¢en ekstrakt
odbrambenog sekreta, prikupljen nakon uznemiravanja stonoge.

S obzirom da je u sastavu sekreta P. hungaricus i drugih proucavanih julidnih vrsta
prisutna i estarska komponenta, moze da se pretpostavi da i oni dopinose antimikrobnom
dejstvu. Masne kiseline C1-C12 su ispoljile antifungalno dejstvo prema C. albicans, ali ne i
metil i etil estri masnih kiselina srednjeg i dugog niza, jer je -OH funkcionalna grupa
neophodna za bioloSku aktivnost (Souza et al., 2014). Medutim, etil estri n-6, n-7 i n-9
masnih kiselina inhibirali su rast C. albicans, dok su metil estri ovih Kiselina postigli
inhibiciju rasta bakterija (Huang et al., 2010). S obzirom da M. bosniense ispoljava
antimikrobno dejstvo u opsegu koncentracija koje su slicne delotvornim koncentracijama
sekreta drugih julida sa dominacijom hinona, i na procentualnu zastupljenost estara od
preko 80% 1 90% u odbrambenom sekretu ove vrste (Ilic et al., 2018), moze da se
pretpostavi da i sami estri poseduju antimikrobna svojstva. Estri mogu i posrednim putem
da ispoljavaju antimikrobno dejstvo, pospeSuju¢i dejstvo hinona i drugih komponenti, a
time i antimikrobni potencijal (Shimizu et al., 2012).

Razlika u podloznosti Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija zasnovana je na

razlikama u strukturi celijskog zida. Celijski zid Gram-pozitivnih bakterija, izgraden od
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poroznih peptidoglikanskih slojeva, permeabilan je za hidrofobne molekule koji mogu da
imaju dejstvo na celijsku membranu, zid i unutra$njost citoplazme (Ristivojevi¢ et al.,
2016, Kashef et al.,, 2017). Gram-negativne bakterije poseduju spoljasnju celijsku
membranu, izgradenu od fosfolipidnog dvosloja sa lipopolisaharidima koji su okrenuti ka
vancelijskoj sredini. Izmedu spoljas$nje i unutrasnje membrane, nalazi se periplazmatski
prostor, sa tankim slojem peptidoglikana. Obe membrane su povezane preko
periplazmatskog prostora transmembranskim proteinskim kompleksima (Chaterjee &
Chaudhuri, 2012). Periplazma je uklju¢ena u mnoge procese, poput proteinskog transporta,
proteinske oskidacije, sekvestracije enzima koji mogu da budu toksi¢ni u citoplazmi.
Veli¢ina periplazmatskog prostora, odnosno medumembranska razdaljina ima bioloski
znacaj 1 od kriti¢ne je vaznosti za procenu ostecenja spoljaSne membrane i za odredivanje
duzine flagelarnog periplazmickog rotora, koji kontroliSe pokretljivost (Miller & Salama,
2018). SpoljaSnja membrana, koja je verovatno evoluirala sa funkcijom sprecavanja
prodora antibiotskih supstanci produkovanih u multispecijskim mikrobijalnim zajednicama,
omogucava i unos rastvorljivih nutrijenata kroz proteinske kanale, porine (Miller, 2016).
Prolaz hidrofobnim molekulima je onemogucen ili usporen kroz hidrofilne
transmembranske porinske kanale (Nazzaro et al., 2013). Strukturna specificnost i
sloZzenost celijskog zida Gram-negativnih bakterija podrZava sticanje mnogobrojnih
funkcija koje su osnova njihove otpornosti.

Pored zastitne barijere u vidu ¢elijskog zida, obe grupe bakterija poseduju i efluksne
pumpe, mada su supstrati na koje deluju, priroda transportera i regulacija pumpi bolje
proucene kod Gram-negativnih bakterija (Baranova & Elkins, 2016). Efluksne pumpe su
membranski transportni proteini koji izbacuju supstance iz Celije, preko spoljasnje
membrane, 1 mogu biti specifiéni za odredeni supstrat ili delovati na strukturno razlicita
jedinjenja (Chitsaz & Brown, 2017). Delotvornost efluksnih pumpi je potvrdena u
eksperimentu u kome je bioloSka aktivnost biljnih antimikrobnih supstanci pojacana nakon
inhibiranja dejstva pumpi (Tegos et al., 2002). Aktivni efluks i minimiziran pasivni unos,
influks, supstanci omogucen slozenim celijskim zidom, predstavljaju efikasne mehanizme
za razvoj otpornosti na razliCite antibiotske supstance (Nikaido & Pagés, 2012).

Pretpostavlja se da su ove barijerne osobine bakterija i grada celijskog zida osnova i
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njihove izrazenije otpornosti u odnosu na gljive. Mehanizmi na kojima je zasnovano
antifungalno dejstvo sekreta C. boleti, M. bosniense i M. unilineatum podrazumevaju
inhibiciju sporulacije i sinteze melanina, koji ucestvuje u procesima stvaranja otpornosti i
nastanka imunog odgovora (Ili¢ et al., 2018), $to se moze reci i za analizirani model sistem
Benzoeva kiselina i benzoil cijanid odbrambenog sekreta Polydesmida deluju tako Sto
inhibiraju germinaciju spora (Roncadori et al., 1985).

Antimikrobni efekat zavisi od velikog broja faktora, kao §to su sastav odbrambenog
sekreta, dominantna jedinjenja, kvalitativna i Kkvantitativna zastupljenost jedinjenja u
sekretu, ali i vrste bakterija i gljiva (Roncadori et al., 1985; Ili¢ et al., 2018). Odbrambena
jedinjenja  mnogih vrsta artropoda ispoljavaju antimikrobno dejstvo uporedivo sa
komercijalnim medicinskim sredstvima, §to ¢ini opravdanim dalja istraZivanja u pravcu

njihove identifikacije, izolovanja i testiranja bioloske aktivnosti.

5.4. Povezanost ponasanja i morfoloSkih osobina sa uspeSnos$¢u u parenju kod vrste P.

hungaricus

Sekvence prekopulatornog ponasanja uocene kod vrste P. hungaricus opisane su i
kod nekoliko drugih, do sada proucavanih, juliformnih vrsta: julida Cylindroiulus puctatus
(Leach, 1815) (Haacker & Fuchs, 1970), Ommatoiulus moreletii (Lucas, 1860) (Carey &
Bull, 1986) i Aniulus bollmani Causey, 1952 (Mathews & Bultman, 1993), zatim, kod
spirostreptide Alloporus uncinatus Attems, 1914 (Telford & Dangerfield, 1993a; Barnett et
al., 1995), Sest tropskih vrsta spirostreptida (Telford & Dangerfield, 1993b) i spirobolide
Centrobolus sp. (Cook, 1897) (Cooper & Telford, 2000). Takode, i druge grupe diplopoda
koje poseduju gonopode kao intromitentne organe ispoljavaju slicno ponaSanje prilikom
iniciranja parenja, kao S§to je slucaj kod hordeumatide Craspedosoma sp. Leach, 1814
(Tadler, 1993) i polidezmida Parafontaria sp. Verhoeff, 1936 (Tanabe & Sota, 2008) i
Cladethosoma clarum (Chamberlin, 1920) (Rowe, 2010).

Da bi muzjaci julida mogli da odrze svoju poziciju na glatkoj povrsini tela zenke, na
femuru 1 tibiji nogu nalaze se jastucasta ispupcenja (Minelli & Michalik, 2015). Kada se

muzjak pozicionira prema ventralnoj strani tela Zenke, pri¢vrSéuje se svojim
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modifikovanim prvim parom nogu kukastog oblika za njen usni region. Receptivna zenka
¢e izvuci svoje vulve iz vulvalnih kesa, $to ih ¢ini dostupnim gonopodama muzjaka. Mada
muzjak inicira kontakt, nas§ eksperiment je pokazao da Zenka moze da ga prekine u bilo
kom momentu tokom prekopulatornog ponasanja. Naime, spiralnim uvijanjem tela, Zenka
onemogucéava muzjaku da se kre¢e po dorzalnoj strani njenog tela, a savijanjem glave,
onemogucava pristup ventralnoj strani. Takode, moze da se desi da, i nakon okretanja
ventralne strane tela ka muzjaku, ne dode do izvlac¢enja vulvi iz kesa.

Kretanje muzjaka po dorzalnoj strani tela Zenke nije deo prekopulatornog ponasanja
svih julidnih vrsta. Muzjak vrste Julus scandinavius Latzel, 1884 uzdize prednji, ventralni
deo tela, izlazu¢i izrastaje koksi II para nogu kroz koje se luci sekret koksalnih Zlezda
(Haacker, 1969b). Zenka se hrani sekretom muzjaka, podizuéi prednji deo svog tela, ¢ime
je omogucena kopulacija. Slican prekopulatorni proces zabelezen je i kod hordeumatide
Chordeuma sylvestre C. L. Koch, 1847 (Haacker, 1974). Muzjak ove vrste poseduje zlezde
duz dorzalnog hipodermisa. Zenka usnim aparatom preuzima sekret i zauzima polozaj koji
omogucava muzjaku pristup njenim vulvama. Post-telopodalne zlezde (¢iji se otvori nalaze
nalaze izmedu telopoda i analnog otvora) muzjaka nekih glomerida takode luce sekret
koga Zenka detektuje gustatornim receptorima usnih delova, dok muzjak inserira telopode u
vulve (Haacker, 1974). Sekret moZze da se luci tokom parenja, kao $to je slucaj kod
spirobolide Centrobolus sp., pri ¢emu muzjak luéi sekret iz mandibularnog regiona, koji
curi preko glavenog regiona dela zenke (Cooper & Telford, 2000). Pored toga, formiranje
»genitalne ogrlice“ moze da se smatra sekvencom prekopulatornog ponaSanja muZjaka
(Cooper & Telford, 2000). ,,Genitalna ogrlica®, koja nastaje na mestu genitalnog kontakta
izvrtanjem 1 uvecanjem kutikularnih slojeva segmenta VII sa gonopodama, pokrece se u
hidropneumati¢nom ritmu tokom kopulacije. U testovima parenja vrste P. hungaricus nije
detektovano prisustvo sekreta ili drugih specifi¢nosti koje bi imale funkciju privlacenja
zenke.

Strategija koju muzjaci stonoga koriste u kompeticiji za partnere je opisana kao
aktivna potraga za partnerom (Telford & Dangerfield, 1993a; Rowe, 2010; Holwell et al.,
2016). U ovom slucaju, uspesnost muzjaka u parenju zavisi od njegove sposobnosti da

locira zenku, $to ga ¢ini aktivnijim polom (Kokko et al., 2014; Foley et al., 2018).
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Posmatranjem dnevne aktivnosti vrste stonoge Zephronia cf. viridescens Attems, 1936,
utvrdeno je da su tokom dana muzjaci provodili najviSe vremena u kretanju, dok su zenke
vise vremena provodile hraneci se (Wongthamwanich et al., 2012).

Dihotomija izmedu muZzjaka i zenki u dominantnim aktivnostima tokom dana
detektovana je i kod polidezmide C. clarum (Rowe, 2010). Zenke ove polidezmidne vrste,
krupnije u odnosu na muzjake, provode i duZi period u ishrani u odnosu na suprotan pol. S
druge strane, muzjaci poseduju duze noge od zenki, §to im omogucava vecu brzinu
prilikom kretanja (Manton, 1973). Ova morfoloSka osobina je vazna za sam nacin zivota
vrsta reda Polydesmida, koje se Cesto skrivaju u pukotinama, i ¢ije se §Siroko, ravno telo
povlaci unapred upravo dugim, snaznim nogama (Hopkin & Read, 1992; Golovatch &
Kime, 2009; Koch, 2015b). Brzina kretanja i kratko trajanje parenja (svega nekoliko
minuta), su komponente reproduktivne strategije muzjaka vrste C. clarum, koja se zasniva
na povecavanju verovatnoce susreta sa ve¢im brojem zenki.

Muzjaci nekoliko vrsta Juliformia mogu da produze trajanje kopulacije, $to je deo
reproduktivne strategije kojom se obezbeduje prednost poslednjeg muzjaka u procesu
spermalne kompeticije (Telford & Dangerfield, 1990; Telford & Dangerfield, 1993a;
Alcock, 1994). U naSem eksperimentu je utvrdeno da prosecna vrednost trajanja parenja
iznosi oko 60 min, sa maksimalnom vrednos$¢u od 225 min. Muzjaci spirostreptide
Alloporus uncinatus produzavaju trajanje parenja u zavisnosti od operacionalnog odnosa
polova, tj. u prisustvu veceg broja muzjaka (Telford & Dangerfield, 1990). Operacionalni
odnos polova predstavlja odnos broja polno zrelih muZzjaka prema prema broju Zenki koje
su dostupne za parenje u odredenom periodu i na odredenoj lokaciji (Kokko et al., 2014).
Ukoliko ovaj odnos ukaze na veci broj pripadnika jednog pola spremnih za parenje u
odnosu na pripadnike drugog pola, moze do¢i do izraZenije kompeticije unutar
zastupljenijeg pola (Aronsen et al., 2013).

Tokom kopulacije, muzjaci A. uncinatus manipuliSu svojom spermom, postavljajuci
je u distalni deo spermateke, gde se uspostavlja veza sa oviduktom, §to ¢e im obezbediti
prednost u spermalnoj kompeticiji (Barnett & Telford, 1994). Da bi muzjak mogao da
izmeSta spermu drugih muzjaka i postavlja svoju spermu u reproduktivni trakt Zenke, na

mestu gde je najveca verovatnoca da ¢e se oploditi jaja, neophodno je da na gonopodama
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postoje izrastaji razliCitih oblika koji ¢e im to omoguditi, kao i da postoji podudarnost
veli¢ine i oblika genitalnih struktura Zenke i muZzjaka (Barnett et al., 1993; Tanabe & Sota,
2008; Wojcieszek & Simmons, 2011). Medutim, i Zenke diplopoda mogu da posreduju u
procesu manipulacije spermom (Barnett et al., 1995). Ukoliko se, kod A. uncinatus, dva
parenja odvijaju sukcesivno jedno za drugim, ejakulati oba muzjaka ¢e biti uskladiSteni u
istoj zapremini unutar spermateke, ali kada izmedu dva parenja protekne 24 h, znacajno se
smanjuje zapremina ejakulata poreklom od prvog muzjaka. U tom slucaju, zenke
apsorpcijom i/ili odbacivanjem ejakulata uti¢u na uspeh muzjaka u ostavljanju potomstva
(Barnett et al., 1995).

Pachyiulus hungaricus pripada izvedenoj grupi u okviru porodice Julidae, koja
pored promerita i opistomerita, poseduje i mezomerit kao apomorfnu karakteristiku (Tadler,
1996). Kod Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847) i Unciger foetidus (C. L. Koch, 1838)
promerit i mezomerit formiraju strukture kojima se vulve izvlace iz vulvalnih kesa. Smatra
se da promerit ne ucestvuje direktno u transferu sperme, ve¢ se njime povlaci operkulum,
nabor burze vulve koji pokriva gonoporu sa anteriorne strane (Tadler, 1996; Koch, 2015a).
U nasem eksperimentu, veli¢ina i oblik promerita gonopoda izmedu sparenih i nesparenih
muzjaka P. hungaricus nisu se znacajno razlikovali, $to bi moglo da dovede do zakljucka
da ova struktura nije pod dejstvom selekcije. Medutim, kod vrste Megaphyllum bosniense
(Verhoeff, 1897) razlika u obliku promerita gonopoda izmedu sparenih i nesparenih
muzjaka je bila znacajna (Vuji¢ et al., 2018).

U testovima izbora (kako muZjaka, tako i Zenki), utvrdena je prednost partnera koji
se prethodno pario sa istom jedinkom, kako po broju iniciranih kontakata, tako i po broju
ostvarenih parenja. ,,Novi“ muzjaci P. hungaricus inicirali su priblizno tre¢inu svih
kontakata. Preferenca prema prvobitnim partnerima utvrdena je i kod zenki A. uncinatus
(Telford & Dangerfield, 1993a), kao i kod muzjaka i zenki julide M. bosniense (Vuji¢ et al.,
2018).

Kod vrsta kod kojih zenke primaju ,,hranljive poklone” od muzjaka tokom procesa
udvaranja, prvi partner moze da bude u prednosti u odnosu na novog, ukoliko moze vise
puta da obezbedi kvalitetne resurse u odgovaraju¢im koli¢inama (Tuni & Bilde, 2010).

Ukoliko se viSe puta pare sa istom Zenkom, muZzjaci pauka Pisaura mirabilis (Clerck, 1757)
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povecavaju verovatnocu da ostave potomstvo, jer se viSestrukim parenjima povecava
koli¢ina ejakulata u receptakulumu (Tuni & Bilde, 2010). S druge strane, parenjem sa
razli¢itim muzjacima, obezbeduje se geneticka varijabilnost (Tuni & Bilde, 2010).
Preferenca prema ,,novim® partnerima (razli¢itim od onih iz prvog i/ili prethodnih parenja)
utvrdena je kod razli¢itih artropoda (Bateman, 1998; Zeh et al., 1998; Archer & Elgar,
1999; Ivy et al., 2005; Li et al., 2014).

Kod razli¢itih vrsta, izbor partnera zavisi od razliitih kriterijuma. Kod
spirostreptide A. uncinatus, muzjaci krupnog tela su ucestvovali u priblizno 60% parenja
(Telford & Dangerfield, 1993a). Velicina tela je uticala na uspeh u parenju oba pola kod
polidezmide Nyssodesmus python (Peters, 1864), pri ¢emu su krupnije jedinke ostvarile
znacajno vise kopulacija u odnosu na sitnije (Burns, 2005). U naSem eksperimentu nisu
utvrdene znacajne razlike u analiziranim linearnim merama veli¢ine tela, nogu ili antena
izmedu sparenih i1 nesparenih jedinki, odnosno, ove osobine nisu bile korelisane sa
uspehom u parenju. Medutim, kod julide M. bosniense, Zenke koje su se parile bile su duze,
vecée telesne mase i imale su vece vrednosti veli¢ine centroida glave u odnosu na zenke koje
se nisu parile (Vuji¢ et al., 2018). Kod P. hungaricus, u ovom eksperimentu, pod uticajem
prekopulatorne seksualne selekcije je bio samo oblik nogu. Ovakav rezultat moze da bude
objaSnjen ¢injenicom da, pored dodirivanja antenama, taktilni stimulusi jastuci¢a nogu
mogu da budu vazni u prenoSenju informacija tokom kretanja muzjaka po dorzalnoj strani
tela zenke (Haacker, 1974).

Prilikom prepoznavanja partnera sa kojim je ostvareno prethodno parenje, mogu da
se koriste i hemijski signali. Zenke pseudoskorpije Cordylochernes scorpioides (Linnaeus,
1758) ostavljaju hemijske ,,markere na telu muzjaka sa kojima su se parile i odbijaju ih 1.5
h nakon parenja, ali ne i nakon 48 h, verovatno usled njihovog razlaganja (Zeh et al., 1998).
Hemosenzorna identifikacija muZjaka sa kojima je ostvareno prethodno parenje
detektovana je i1 kod zenki Grylloides sigillatus (Walker, 1869), a zasnovana je verovatno
na varijabilnosti u kutikularnim ugljovodonicima (lvy et al., 2005). Kod julide
Ommatoiulus moreleti neophodno je da jedinke uspostave kontakt, da bi se ispoljila
,»zainteresovanost™ 1 tipicno prekopulatorno ponasanje, $to upucuje da signal moze poteci

od jedinjenja kutikule zenki (Carey & Bull, 1986). U tom smislu, prekopulatorna
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informacija o statusu parenja, kao i o kvalitetu i/ili kompatibilnosti partnera za parenje
moze da bude sadrzana u razli¢itim tipovima signala, koji mogu da budu olfaktorne,
gustatorne, akusti¢ne, mehanicke ili taktilne prirode. Da bi se odredilo na koji nacin se vrsi
diskriminacija izmedu prethodnog i novog partnera kod P. hungaricus, opisana u ovoj
studiji, neophodno je da se ispitaju razli¢iti potencijalni stimulusi tokom reproduktivnog

ponasanja, poput olfaktornih/gustatornih profila i mehanicke/akusti¢ne/taktilne stimulacije.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata istrazivanja U ovoj doktorskoj disertaciji mogu da se rezimiraju

slede¢i zakljuccei:

Kod vrste P. hungaricus je utvrdeno da je tip postembrionalnog razvica
euanamorfoza;

Identifikovani su i opisani stadijumi kasne postembriogeneze kod analizirane vrste.
Ovaj period euanamorfoze obuhvata Cetiri ili pet stadijuma do dostizanja polne
zrelosti;

Rudimenti gonopoda se javljaju na stadijumu VIII, a vulvi na stadijumu VII. Polna
zrelost kod zenki se javlja na stadijumu XI. Muzjaci mogu da dostignu polnu zrelost
na istom ili kasnijim stadijumima. U zavisnosti od toga, kasna postembriogeneza
kod P. hungaricus obuhvata ¢etiri ili viSe stadijuma;

U distinkciji postembrionalnih stadijuma tokom kasne postembriogeneze, osobina
sa najve¢im informacionim znacajem je broj nizova ocela. Registrovana je znacajna
varijabilnost u navedenom periodu anamorfoze u pogledu dodavanja segmenata sa
nogama i bez nogu, nogu za hodanje, ali i linearnim merama, te navedene osobine
nemaju relevantnost u razdvajanju stadijuma, kako je pokazano kod nekih drugih
julidnih taksona;

Utvrdene su segmentne formule za oba pola tokom kasne postembriogeneze.
Najveca varijabilnost segmentnih formula registrovana je kod zenki na stadijumu
VIl (6 segmentnih formula), a kod muZjaka na stadijumu XI (7 segmentnih
formula);

Odbrambene zlezde kod P. hungaricus pripadaju julidnom tipu i sastoje se od tri
morfoloske celine: rezervoara koji se suzava u region kutikularnih navoja i nastavlja
u izvodni kanal, koji se otvara ozoporom ka spoljasnjoj sredini;

Zid Zlezde cine: bazalna lamina sa spoljas$nje strane, viSecelijski sekretorni sloj i

kutikularni slojevi ka lumenu zlezde;
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U zidu rezervoara detektovane su tubule, kao i1 veci kanali koji verovatno
predstavljaju sabirne kanale, u koje tubule ulivaju svoj sadrzaj. Iz ve¢ih kanala
sekret dospeva u lumen rezervoara, §to upucuje na merokrini naéin sekrecije;

U visecelijskom sekretornom sloju identifikovani su mnogobrojni tipovi sekretornih
i pigmentnih granula, koji verovatno predstavljaju stupnjeve sazrevanja sekreta;
Hemijski profil odbrambenog sekreta analizirane vrste ¢ine dominantni hinoni i estri
zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina dugog niza. Relativni udeo hinona kod
muzjaka iznosi 94.7%, a estara 5.3%, dok, kod zenki, hinoni ¢ine 87.3%, a estri
12.7% sekreta;

Dominantna jedinjenja kod oba pola su 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon), sa
relativnim udelom od 30.2% kod muZzjaka, i 36.8% kod Zenki; i 2-metoksi-3-metil-
1,4-benzohinon, sa 36.3% kod muZzjaka i 43.1% kod Zenki. Registrovane razlike
medu polovima ogledaju se uglavhom u razlikama u procentualnoj zastupljenosti
identifikovanih hinonskih i estarskih komponenti sekreta;

Odsustvo fenola u sekretu analizirane vrste ukazuje na apomorfnost sastava sekreta.
Hemoprofil kod P. hungaricus je specifican za vrstu i razlikuje se od svih do sada
opisanih profila juliformnih stonoga, $to je u skladu sa dosadas$njim istraZzivanjima
sekreta Juliformia u kojima je pokazano da ne postoje identi¢ni hemoprofili
odbrambenih sekreta;

Utvrdeno je da su dejstvu odbrambenog sekreta analizirane vste podloznije gljive u
odnosu na bakterije;

Ekstrakt odbrambenog sekreta deluje inhibitorno na rast testiranih bakterijskih
sojeva, kao i baktericidno. Bakterije se razlikuju u odnosu na podloZznost dejstvu
sekreta, pri ¢emu sSu Gram-negativni sojevi otporniji u poredenju sa Gram-
-pozitivnim sojevima. Komercijalni antibiotik rifampicin je delotovorniji u inhibiciji
rasta patogenih bakterija u odnosu na ekstrakt sekreta, sem u slucaju soja Listeria
monocytogenes;

Inhibicija rasta i fungicidno dejstvo ekstrakta sekreta je postignuto nizim
koncentracijama u odnosu na komercijalni fungicid flukonazol. Gljive, kao i

bakterije, iskazuju razliit stepen osetljivosti na dejstvo sekreta, pri ¢emu su
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najotpornije Aspergillus flavus, Penicillium sp., a najpodloZnije Fusarium equiseti i
Gliocladium roseum;

Prekopulatorno ponasanje vrste P. hungaricus sastoji se od nekoliko jasno
definisanih etapa. U testovima izbora muzjaka i Zenki, utvrdena je preferenca
jedinki oba pola prema partneru sa kojim su se jedinke prethodno parile u testu
oznaCenom kao arena za parenje;

Vreme proteklo od uspostavljanja kontakta izmedu jedinki i pocetka parenja se
znacajno razlikovalo izmedu testa ,,arena za parenje* i testa izbora muzjaka, kao i
izmedu testa ,,arena za parenje” i testa izbora Zenki. U oba testa izbora, bilo je
neophodno vise vremena kako bi kontakt uspostavljen izmedu jedinki doveo do
parenja u poredenju sa testom oznacenim kao arena za parenje;

Utvrdena je znacajna razlika u obliku nogu izmedu sparenih i nesparenih muzjaka,
dok razlika u obliku promerita gonopoda nije bila zna¢ajna. Oblik nogu bi mogao da
bude povezan sa delotvornijom taktilnom stimulacijom Zenke tokom

prekopulatornog procesa.
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UsjaBa o ayTopcTBy

MotnucaHu-a JoBaHosuwh 3Be3faHa

6poj nHgekca B3008/2013

Usjaesreyjem
[a je JOKTOpCKa gucepTaluja nog Hacnosom

OHTOreHeTCKa, XUCTONOLUKA, CEMMOXEMUJCKa U eTONOLLKA UCTPaXKUBaHka BpcTe
Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881) (Diplopoda, Julida, Julidae)
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e [a npeanoxeHa gucepTauuja y LenuHu HY y genosuma Huje Buna npegnoxeHa
3a gobujake OGuNo koje OMNNOMe npema CTYAW|CKAM nporpamuma Opyrux
BUCOKOLLKOMNCKMX YCTaHOBa,

e [MOa Cy pe3yntaTtu KOPeKTHO HaBeaeHN U
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U3jaBa 0 ncToBeTHOCTM WITaMNaHe M eNeKTPOHCKe
Bep3uje NOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa JosaHoeuh 3Be3naHa

Bpoj nHaekca 53008/2013

Cryaujckn nporpam Buonoruja

Hacnoe paga OHTOreHeTcKa, XMCTONOLWKa, CEMUOXEMMICKA 1 ETOSOLLIKA

ucTpaxueak-a Bpcte Pachyiulus hungaricus (Karsch,
1881) (Diplopoda, Julida, Julidae)

MeHTop npodp. ap CnoboanaH Makapos v npog. ap Nyka Jlyuuh
MoTnucanw/a JoeaHoeuh 3Be3pana

M3jaerbyjeM Aa je wramnada Bepanja Mor AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npegao/na 3a objaerbuBake Ha noprany [urutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y Beorpaay.
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onbpaHe paga.
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OHTOreHeTCKa, XMCTOIMOLLIKA, CEMUOXEMUjCKA U eTONOLUKA UCTPaXKuBaka BpCTe
Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881) (Diplopoda, Julida, Julidae)
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3a TpajHO apxvBupar-e.

Mojy AokTopcky AucepTaumjy noxparbeHy y JurutanHun penosuTtopujym YHuBepauteTa
y Beorpagy mory na KopucTe CBM Koju nowwiTyjy oapeade caapxade y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyduo/na.

1. AyTOpCTBO
2. AYyTOPCTBO - HEKOMEpLUWjanHo
@Ay‘ropcmo — HekomepuwjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLWjanHo — enuTu Noj UCTUM ycnosuma
5. AytopcTeo — 6e3 npepase
6. AyTopcTBO — AEnUTU NoA NCTUM YCNOBKUMA

(Monumo Ja 3aoKpy>KUTe camo jegHy o4 LecT noHyfeHux nuueHuwn, Kpatak onuc
nuueHuM par je Ha nonehuHu nucTa).

MoTnuc aokTopaHaa

Y beorpagay, 17.10.2019.




1. Aytopcteo - [osBorbagarte ymHOXasawe, AUCTpubyuujy W jaBHO caonwTaBake
[ena, v npepaje, ako ce Hasefe UMe aytopa Ha HauuH ofpefeH og cTpaHe ayTtopa
uwnu gasaoua nuueHue, 4Yak 1 y komepunjanHe cepxe. Oeo je HajcnobodHuja o4 CBUX
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lossorbaeBate yMHOXaBake, ANCTpUbYLNjy 1 jaBHO
caonLwiTaeare fena, U npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH oapeReH oa
CTpaHe ayTopa unu fasaola nuueHue. OBa nuueHUa He L03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage. [Jo3eorbaBate YMHOXapBarbe,
ancTpubyuujy n jaBHO caonwTasawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa wunu
ynoTpebe pgena y cBOM Jeny, ako Ce Haeede MMe ayTopa Ha HaduH oppefen op
CTpaHe ayTopa vunu gasaoua nuueHue. Oea nuueHUa He [03BOSbaBa koMepuwjanHy
ynoTpeby fena. ¥ ogHOCY Ha cBe OcTane nuueHue, 0BOM MWLUEHUOM Cce orpaHunyasa
Hajsehu 0bum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMEpUMWjanHO — AENUTW nogd ucTum ycnoeuma. [ossorbaeare
yMHOXaBare, AMCTpUBYLUMjy U jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepane, ako ce Haeefe
MMe ayTopa Ha HauuH oZpefeH o4 CTpaHe ayTopa Unu AaBaoua NUUEHUE W ako ce
npepaga aucTpubyMpa nog WCTOM WM CrivdHOM nuueHuoMm. OBa nvueHua He
[03BOr-aBa komepuujanHy ynotpeby Aena v npepaga.

5. Aytopcteo — 6e3s npepage. [o3seorbarate ymHOXasarwe, AucTpubyuujy u jaBHo
caonwTaeake aena, bes npomeHa, npeobnukosarwa unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako Cce Haeefde VMMe ayTopa Ha HauuH oapefjeH of cTpaHe ayTopa wnvM gasBaoua
nuueHue. Oea nuuUeHUa A03BOrbaea KoMepuujanny ynotpeby gena.

6. AyTOopcTBO - [AenuTUM noj wWcTum ycnosuma. [lo3Borbaeate YyMHOXasame,
ancTpnbyunjy 1 jaBHO caonwTaeare gena, u npepaje, ako ce Haseae MMe ayTopa Ha
HauMH oapeheH oA cTpaHe ayTopa wnu pasaoua MvUeHUe W ako ce npepaga
aunctpubympa nog WCTOM wMnM cnuvHom nuueHuom. OBa nuueHua [A03BOSbasa
komepuujanHy ynotpeby nena u npepapa. CnvyHa je cogTBepcKUM nuueHuama,
OHOCHO NUUEeHLama OTBOpPEHOor koaa.
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