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1. UVOD

1.1. Sistematika vodenih kornjasa

Red Coleoptera pripada velikom koljenu ¢lankonozaca te predstavlja najveéi red unutar
razreda Insecta s visSe od 400 000 opisanih vrsta (Jich 1 Balke, 2008). Smatra se najbrojnijom
skupinom u zZivotinjskom carstvu i ¢ine ga Cetiri podreda: Adephaga (grabezljivci), Polyphaga
(raznojedi), Myxophaga i Archostemata (White, 2009). Podred Polyphaga ima oko 370 000
opisanih vrsta (1,25% su vodene vrste) §to ga €ini najbrojnijim podredom u redu Coleoptera
(Jach 1 Balke, 2008). Hydrophiloidea je nadporodica sa svjetskom distribucijom koja sadrzi oko
475 rodova i 6600 opisanih vrsta grupiranih u 3 kopnene porodice: Synteliidae, Sphaeritidae,
Histeridae i jednu primarno vodenu porodicu Hydrophilidae (Bernhard i sur., 2009). Porodica
Hydrophilidae (vodoljupci) sadrzi oko 2652 opisanih vrsta svrstanih u 174 roda te je zastupljena
na svim kontinentima osim Antarktike zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti leta i brzoj prilagodbi
na razli¢ite promjene u staniStu (Jach i1 Balke, 2008). Porodica se dijeli u Cetiri potporodice:
Horelophopsinae, Horelophinae, Hydrophilinae i Sphaeridiinae, od kojih su samo
Hydrophilinae i Sphaeridiinae $iroko rasprostranjene (Boukal i sur., 2007). Hydrophilinae su

najveca potporodica koja se sastoji od 66 rodova s oko 1740 opisanih vrsta (Jach 1 Balke, 2008).

Rod Hydrochara zastupljen je s 23 vrste koje prema zoogeografskoj podjeli kopnene faune
nalazimo u neoarkti¢koj (Sjeverna Amerika), paleartickoj (Euroazija), etiopskoj (veé¢i dio
Afrike) i orijentalnoj (Indija i JI Azija) regiji (Short i Fikacek, 2011). Prema Alonso-Zarazaga
(2013) na podrucju Europe zabiljeZene su Cetiri vrste koje pripadaju rodu Hydrochara, a to su:
Hydrochara caraboides (Linnaeus, 1758), Hydrochara dichroma (Fairmaire, 1892),
Hydrochara flavipes (Steven, 1808) i Hydrochara semenovi (Zaitzev, 1908). Vrsta H.
caraboides ima najveci areal rasprostranjenosti na podrucju Europe, dok ju slijedi vrsta H.
flavipes. Prema bazi podataka Fauna Europaea (web 1), Hrvatska je podrucje rasprostranjenosti
dvije vrste iz roda, a to su H. caraboides (Slika 1.) i H. flavipes (Slika 2.). Recentna istraZivanja
Hydrophilidae navode samo prisustvo vrste H. caraboides na podrucju kontinentalne Hrvatske
(Turié, 2013).




Slika 2. Areal rasprostranjenosti vrste Hydrochara flavipes na podrué¢ju Europe (web 1)

SISTEMATIKA RODA:

CARSTVO: Animalia

KOLJENO: Arthropoda
POTKOLJENO: Hexapoda
RAZRED: Insecta

RED: Coleoptera

PODRED: Polyphaga
NADPORODICA: Hydrophiloidea
PORODICA: Hydrophilidae
POTPORODICA: Hydrophilinae
ROD: Hydrochara




1.2. Znacajke vodenih kornjasa iz podreda Polyphaga (Hydrophilidae)

1.2.1. Vanjska grada

Gotovo cijelo tijelo kornjasa pokrivaju tvrda pokrilja (elitrae) (Slika 3.) koja su nastala
o¢vrsnuéem prvog para krila. Ukoliko drugi par krila nije reduciran, on je opnast te pomocu
njega kornjasi mogu letjeti (Habdija i sur., 2011). Tijelo je najcesce ovalnog oblika te je njegov
obris slabo prekinut izmedu pronotuma ili elitre. Ledna strana (Slika 5.) tijela ima specifi¢nu
gradu zbog prvog segmenta prsista koji je s ledne strane jace hitiniziran te tvori nadvratni §tit -
pronotum. Gornja ploc¢a prothoraxa (pronotum) je uvijek najSira u bazi ili jako blizu baze
(Hansen, 1991). Heteronomno tijelo kukca ¢ini 20 koluti¢a koji su rasporedeni u cjeline
(tagme). Prvi tjelesni koluti¢ (akron) spaja se s pet koluti¢a te ¢ini glavu, prsa ¢ine 3 kolutica
(prothorax, mesothorax i metathorax), dok zadnji tjelesni koluti¢ (telzon) zajedno s 10 kolutica
¢ini zadak (Habdija i sur., 2011).
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Slika 3. Tvrda pokrilja (elitrae) i letna krila vrste Hydrochara caraboides (web 2)

Odrasli stadij (imago) kornjasa karakterizira drugacija morfologija od ostalih kukaca, a

morfoloSke znacajke koje pridonose razli¢itoj morfologiji jesu:

e sklerotizirano tijelo (Slika 3.) s prednjim parom krila koji je hitiniziran u pokrilje
(elitrae) koje imaju funkciju zastite straznjeg opnastog para krila (potkrilje), kao i ledne

povrsine straznjeg dijela dva torakalna segmenta (pterotorax) i zadka (abdomen),




prisustvo $titica (gula) koji se nalazi na donjoj strani tijela, to¢nije na spoju izmedu
prvog kolutic¢a prsa i glave,

straznji par krila (potkrilje) koji ima primarnu funkciju letenja, dok se u fazi mirovanja
nalazi sklopljen ispod pokrilja (elitrae),

straznji dio prsa (thorax) spojen je sa zatkom (abdomenom) u spoj naziva pterothorax-
abdomen (Slika 4.),

nekarakteristi¢na podjela tijela na glavu (caput), prednji dio prsa (prothorax) i straznji
dio prsa sa zatkom (pterothorax-abdomen), umjesto podjele na glavu (caput), prsa
(thorax) i zadak (abdomen),

genitalije kornjasa koje se nalaze uvucene u zadak,

ticala (antenna) koja su sastavljena od 11 ¢lanaka (Nilsson, 1996; Jach i Balke 2008).
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Slika 4. Vanjska grada vodenih kornjasa (porodica Hydrophilidae) (Preuzeto i
prilagodeno iz Friday, 1988)




Glava kornjasa je cjelovita hitinska ¢ahura razli¢itih veli¢ina i oblika na kojoj se nalaze
slozene o¢i, 1 par ticala koji je sastavljen od 11 manjih ¢lanaka i gornje usne (labrum). Usta
okruzuju 3 para ¢lankovitih usnih organa koji se sastoje od gornje ¢eljusti (mandibulae), donje

Celjusti (maxillae) i donje usne (labium) te su preoblikovani za grizenje (Habdija i sur., 2011).

Prsa ¢ini prednji prsni koluti¢ (prothorax) koji je velik i on je pokretacka tagma u kukaca
te se moze pokretati neovisno o drugim dijelovima tijela. Za prsni koluti¢ straga je pri¢vrSéen
trouglasti $titi¢ (Nilsson, 1996). Srednji prsni koluti¢ (mesothorax) i straznji prsni koluti¢
(metathorax) zajedno sa zatkom ¢ine pterothorax - abdomen. Jedan par ¢lankovitih nogu nalazi
se na svakom od tri prsna kolutica, a sastoje se od 6 ¢lanaka: kuk (coxa), prstenak (trochanter),
bedro (femur), gnjat (tibia) i stopalo (tarsus). Neki predstavnici vodenih kornjasa imaju straznje
noge koje su prilagodene za plivanje na nacin da su spljostene i krute te su na rubovima
prosirene duljim dlakama (Habdija i sur., 2011). Stopalo je sastavljeno od 5 ¢lanaka te se na
zadnjem, petom ¢lanku nalaze parne pandzice (Nilsson, 1996). Krila se nalaze na gornjoj strani
srednjeg i straznjeg, ili samo srednjeg koluti¢a. Prednji par krila je hitiniziran i ne sadrzi krilna
rebra. On pokriva straznja krila te je zbog toga dobio naziv pokrilje. Straznji par krila, ukoliko
postoji, ima letnu funkciju (Matonickin, 1981).

Zadak ¢ini 5 do 7 koluti¢a. Vodeni kornjasi nemaju zacanih privjesaka, koji inace
obavljaju osjetnu funkciju. Posljednji koluti¢i zatka obi¢no se nalaze uvuceni u prednje kolutice

(Matonickin, 1981).

e

Slika 5. a) Ledna strana (dorzalna) i b) trbusna strana (ventralna) vanjskog hitinskog oklopa

vrste Hydrochara caraboides (web 3)




1.2.2. Unutras$nja grada

Tjelesna Supljina kukaca koja je po podrijetlu hemocel i u kojoj se nalaze unutarnji organi

naziva se miksocel.

Optjecajni sustav kod kukaca je otvoren i ¢ini ga stezljiva ledna krvna zila koja je smjeStena
na lednoj strani te ima funkciju srca. Prednji dio krvne Zile je aorta koja se pruza prema glavi.
U lednu krvnu zilu kroz postrane zaliske ulazi hemolimfa, tjelesna tekuéina bezbojne ili
zuckaste, zelenkaste ili smeckaste boje u kojoj se nalaze hemociti, kationi i anioni, a kod nekih

kukaca i hemoglobin (Habdija i sur., 2011).

Probavni sustav kod kornjasa zapocinje ustima koja se nalaze na prvom koluti¢u na koja se
nastavlja zZdrijelo, jednjak, volja 1 zva¢ni predzeludac (Habdija i sur., 2011). U zZva¢nom
predzelucu nalazi se 4 nabora s nizovima hitinskih zubi¢a i plocica koje sluze za mrvljenje
hrane. Uz nabore, u zva¢nom predzelucu nalaze se jaki kruzni i uzduzni misi¢i. Dalje na
predzeludac nastavlja se crijevo koje se sastoji od prednjeg, srednjeg i straznjeg dijela
(Matonickin, 1981).

Malpighijeve cjevcice su nerazgranati izvrati crijeva u hemocel (Habdija i sur., 2011) koje
vrse ekskretornu ulogu te se nalaze na prijelazu iz srednjeg u straznje crijevo (Matonickin,
1981). Masna tijela, krpaste nakupine mezodermalnih stanica, koja se nalaze sa strane crijeva
takoder imaju funkciju u metabolizmu kukaca. Ona sudjeluju u sintezi i metabolizmu masti,

glikogena 1 bjelancevina te u sintezi mokra¢ne kiseline i deaminaciji duSikovih spojeva

(Habdija i sur., 2011).

Ziv&ani sustav ima ljestviGastu gradu, te je u podrugju prsa i zatka doglo do stapanja ganglija
(Matonickin, 1981) pa su se tako prva tri para ziv€anih ganglija stopila u nadzdrijelni

(cerebralni) ganglij (,,mozak*), a druga tri u podzdrijelni ganglij (Habdija i sur., 2011).

Oplodnja kod kornjasa je unutarnja i parne gonade smjestene su u zatku. Parni gonodukti
(sjemenovodi 1 jajovodi) zdruZzuju se u neparnu cjev€icu koja se otvara neparnim spolnim
otvorom (Habdija i sur., 2011). Na spolni otvor Zzenke priklju¢ena je cjevasta leglica za
odlaganje jajasaca. Rasplodni organi sastavljeni su na isti na¢in kod muzjaka i zenki: od parnih

plodila (gonada), njihovih izvodnih cijevi i zljezdanih dodataka (Matonic¢kin, 1981).




1.2.3. Disanje

Cimbenik o kojem ovisi izmjena plinova kod kukaca jest difuzija kisika, koja je brza kroz
zrak, spora kroz vodu te najsporija kroz kutikulu. lako je kutikula kukaca nepropusna za
plinove, difuzija kisika preko povrSine tijela moze biti dovoljna za manje vodene kukce,
odnosno li¢inke vodenih kukaca. Kukci koji imaju trahealni sustav za disanje i zive u vodi
imaju vece potrebe za kisikom te su morali razviti niz prilagodbi kako bi se suocili s nizim
koncentracijama kisika u vodenim stani§tima. Tako su vrste koje nastanjuju stajacice razvile
prilagodbe za uzimanje kisika, budu¢i da je tamo difuzija kisika iz atmosfere u vodu mala

(Gullan i Cranston, 2010).

Vodeni kornjasi razvili su dva na¢ina podvodnog disanja. Vrste iz porodice Hydrophilidae
nose zrak u obliku zra¢nog sloja (plastrona) (Slika 6.) koji je smjesten na dlacicama na trbusnoj
strani tijela. Ove vrste vodenih kornjasa kisik mogu uzimati direktno iz vode i upravo zbog toga

mogu ostati ispod povrsine vode duze vrijeme (Rockstein, 1973).

Plastron je poseban niz krutih, blisko rasporedenih hidrofobnih dlaka (setae) koje stvaraju
"zracni prostor" na trbuSnoj strani tijela. Zrak koji je zarobljen unutar plastrona djeluje kao
Skrge (bas kao i zrak u mjehuri¢u), ali taj se zracni prostor ne moze smanjiti jer dlake
sprjeavaju ulazak okolne vode. Kad kukac trosi kisik, dolazi do parcijalnog deficita kisika
unutar plastrona. Taj je deficit "ispravljen" otopljenim kisikom koji difundira iz vode. Kako
dusSik postupno difundira iz mjehurica, on stvara slican deficit parcijalnog tlaka. No, u vodi ima
vrlo malo otopljenog dusika (ima niZi potencijal topljivosti od kisika), tako da se parcijalni
deficit dusika nadomjesta kisikom. Zapravo, plastron izmjenjuje dio dusika za kisik te tako
odrzava konstantan volumen plina koji se polako obogacuje kisikom. Stalan volumen plinova
u plastronu uklanja periodi¢nu potrebu za izranjanjem na povrsinu i punjenje mjehuriéa. Insekti
koji ostaju trajno potopljeni ili nemaju mogucénost izranjanja na povrSinu vjerojatno ¢e imati
plastron. Ove strukture su ¢esto vidljive pod vodom kao tanki, srebrni filmovi koji se nalaze na

trbusnoj strani tijela (web 8).




Slika 6. Kisik u obliku tankog sloja koji se nalazi na dla¢icama na trbusnoj strani (web 4, web
5)

Druge vrste vodenih kornjasa imaju spremista zraka u obliku zra¢nih mjehurica koji se
nalaze u subelitralnom prostoru (Slika 7.). Kod vodenih kornjasa postoje dvije vrste dlacica,
kratke i duge. Duge dlacice drze zra¢ni mjehuric¢ koji brzo smanjuje svoj volumen kad zivotinja
uranja u vodu, dok manje dlacice drze plinoviti sloj koji je relativno trajan sve dok zivotinja ne

uroni previse duboko (Rockstein, 1973).

Mjehuri¢ obi¢no pokriva jednu ili viSe uzdusnica tako da kukac moze "udahnuti" zrak
iz mjehurica dok je potopljen. Mjehuri¢ zraka opskrbljuje kukca kisikom samo kratkotrajno,
zahvaljujucéi svojim jedinstvenim fizickim svojstvima, mjehuri¢ moze "skupiti" molekule kisika
koje su otopljene u okolnoj vodi. U stvari, mjehur djeluje kao skrge - vrsi opskrbu kisikom
pasivnom difuzijom. Sto je povrsina mjehuri¢a veca, sustav funkcionira uéinkovitije. Kukci
mogu ostati pod vodom sve dok je volumen kisika koji se rasprsuje u mjehuricu veéi ili jednak
volumenu kisika koji kukac trosi. Nazalost, veli¢ina mjehurica se tijekom vremena smanjuje
kako dusik polako difundira u vodu. Kada se povrSina mjehuri¢a smanji, njegova se brzina
razmjene plinova takoder smanjuje. Na kraju, mjehur postaje premalen kako bi drzao korak s
metaboli¢kim zahtjevima, a kukac mora obnoviti zalihu Kisika unutar mjehuric¢a povratkom na

povrsinu vode (web 8).




izmjena zraka

Slika 7. Zra¢ni mjehuri¢ i izmjena kisika kod porodice Dytiscidae (preuzeto i prilagodeno iz
Gullan i Cranston, 2010)

Lic¢inke vodenih kornjaSa nisu razvile nikakva vanjska spremista za zrak, ve¢ imaju sustav
trahealnih $krga, dok one koje ih nemaju koriste zrak koji je zarobljen unutar stabljika vodene

vegetacije ili ga uzimaju direktno preko povrsine tijela s povrsine vode (Nilsson, 1996).

1.2.4. Prehrana

Iako vodeni kornjasi Coleoptera pokazuju razli¢ite prehrambene navike, i1 larve i odrasle
jedinke vecéine vrsta Su grabezljivci ili sakupljac¢i (Gullan i Cranston, 2010). Predstavnici
nadporodice Hydrophiloidea zastupljeni su s velikom brojnos¢u te imaju bitnu ekolosku ulogu
na staniStima na kojima se pojavljuju. Li¢inke nadporodice Hydrophiloidea hrane se algama i
sporama, ali su i predatori ili povremeno strvinari. Hrane se sitnim beskraljeznjacima i opéenito
nisu jako specijalizirani u pogledu izbora hrane. Odrasle jedinke su nespecijalizirani biljojedi
koji se hrane zivim i mrtvim biljnim materijalom. Nijedna vrsta nije pretezno predatorska vrsta,
ve¢ neke mogu biti svejedi Sto oznacava povremeno hranjenje malim beskraljeZznjacima ili

raznim vrstama raspadajuceg organskog materijala.




Nije poznato koja zivotinjska vrsta predstavlja najve¢u opasnost za vodene kornjasSe, no
mnoge jedinke predstavljaju plijen ostalim vodenim predatorima, kukcima poput porodice
Dytiscidae. Osim vecih jedinki, manje jedinke su rijetko izloZene riziku da postanu plijen ve¢im
vodenim predatorima kao §to su ribe i ptice. Nekoliko jedinki vodenih kornjasa pronadeno je
kao domacin parazitskim nematodama. Takoder vodene grinje se pojavljuju kao ektoparaziti na
odraslim jedinkama vodenih kornjasa te se nalaze u prostoru ispunjenim zrakom ispod pokrilja
(Nilsson, 1996).

1.2.5. Zivotni ciklus

Kornjasi su kukei koji prolaze kroz proces potpune preobrazbe nazvane holometabolija
(Jach i Balke, 2008). Neki od njih su se sekundarno prilagodili zivotu u vodi, u kojoj provode
barem jedan dio zivotnog ciklusa koji se odvija kroz Cetiri stadija: jaje, li¢inka, kukuljica (pupa)

(Slika 8.) i odrasla jedinka (imago) (Nilsson, 1996).

Slika 8. Hydrochara caraboides: a) jajna ¢ahura (ootheca) b) li¢inka c¢) kukuljica (Fauna

Germanica: Die Kéfer des deutschen Reiches (vol. 11, pl. 79) (web 7)
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Jaja vodenih kornjaSa su blijeda, izduZenog oblika s malim izrastajem ili vlaknastim
privjeskom na kraju. Odlaganje jaja vodenih kornjasa razlikuje se od porodice do porodice.
Tako neke porodice odlazu jaja pojedinac¢no ili 2 i vise jaja zajedno (Hydrophiloidea). Kod
porodice Hydrophiloidea nakupina jaja se u potpunosti nalazi u svilenoj ¢ahuri ili u labavoj
mreZici te mogu biti pri¢vr§éena za vodenu vegetaciju (iznad razine vode). Cahure mogu biti
smjestene u mulju uz rub vode ili mogu slobodno plivati u vodi prekrivena lis¢em, barem na
gornjoj strani kao §to je slucaj kod vecih vrsta (Hydrochara). Broj ¢ahura s jajima koje zenka
proizvede je normalno od 4 do 5, ovisno o vrsti, dok broj jaja koja se nalaze u ¢ahuri varira od
5 do 20, ali nekad moze preci broj 100. Vodeni kornjasi odlazu jaja u proljece ili rano ljeto,

koja se izlegu u razdoblju od jednog do dva tjedna.

Li¢inke mnogih Hydrophiloidea (Slika 9.) su vodene i rastu velikom brzinom te u roku od
dva do cetiri tjedna dosegnu potpunu veli¢inu. Vecina li¢inki vodenih kornjasa ima 3 razvojna
stadija (Nilsson, 1996). Li¢inka ima izrazenu sklerotiziranu glavu sa snazno razvijenim
Celjustima i ticalima koja se sastoje od dva ili tri segmenta (Gullan i Cranston, 2010). Potpuno
odrasla li¢inka napusta vodu zbog procesa nastanka kukuljice, koji se dogada u litoralnoj zoni
(Nilsson, 1996).

Slika 9. Licinke vrste Hydrochara caraboides (web 6)

Duljina stadija kukuljice traje do nekoliko tjedana, te nakon razvitka odraslog kukca,
jedinke ostaju u sklonistu jo$ oko tjedan dana, sve dok im egzoskelet ne o¢vrsne i dok u
potpunosti ne dobiju pigmentaciju (Nilsson, 1996). U stadiju kukuljice krila i noge kukca lako
su vidljive te se takva kukuljica naziva exaratna. Stadij kukuljice karakterizira nedostatak

11



funkcionalnih ¢eljusti (Gullan i Cranston, 2010) stoga usni aparat li¢inke i imaga sluzi ve¢inom
za grizenje (Jach i Balke, 2008).

Odrasle jedinke mogu biti videne sredinom ljeta ili u kasno ljeto, kada ulaze u period leta
tijekom kojeg migriraju ili nastanjuju nova stanista. Neke vrste fizioloski su sposobne da se
razmnoZzavaju u jesen, a da jaja polazu tek sljedece proljece. Mnoge vrste imaju i drugi period
migracije u proljece, prije poCetka polaganja jaja. Kada vladaju optimalni vremenski uvjeti —
topli suncani periodi praceni olujama — oni mogu migrirati na velike udaljenosti, do nekoliko
stotina kilometara. U takvim uvjetima ¢esto su pronadeni u velikom broju medu ostalim

kukcima u nanosima na obalama (Nilsson, 1996).

1.3.  Ekologija i staniSte vodenih kornjasa iz podreda Polyphaga (Hydrophilidae)

Jedan od bitnih bioloskih elemenata za ocjenu ekoloSkog stanja slatkih voda predstavljaju
makroskopski beskraljeznjaci upravo zbog razloga jer posjeduju odredene prednosti pred
drugim vodenim organizmima (Barbour i sur., 1999). Promjene ekoloskih uvjeta u okolisu
poput promjene kemijskog sastava vode (koli¢ina otopljenih soli, kisika i ugljik (IV)-oksida),
fizikalnih svojstava vode (svjetla, brzine, temperature), dnevne ili sezonske promjene rezima
protoka vode, dovode do promjena u strukturi i brojnosti zajednice. Sastav zajednice
makrozoobentosa ovisiti ¢e o ekoloskim prilikama koje vladaju na nekom stanistu, bile one
pozitivne ili negativne, poput organskih i anorganskih onecis¢enja, toksicnih tvari, kiselosti te
morfoloskih promjena vodotoka. Beskraljeznjaci ne reagiraju jednako na razlicite bioti¢ke i
abioticke ¢imbenike u okoliSu. Stoga se kao pokazatelj kakvoce voda koristi prisustvo i
odsustvo pojedinih vrsta te struktura zajednice vodenih beskraljesnjaka (Rosenberg i Resh,
1993).

Vodeni kornjasi su sastavni dio bioticke komponente bilo kojeg vodenog sustava ili
mocvarnog podrucja. Predstavljaju veliku, raznoliku skupinu te su izvrsni pokazatelji kakvoce
staniSta, starosti 1 prirodne stabilnosti staniSta. Oni su pokazatelji ekoloSke raznolikosti 1
karakteristika stanista, s obzirom da ispunjavaju veéinu kriterija u izboru indikatorskih vrsta.
Imaju niz karakteristika koje ih ¢ine dobrim bioloskim indikatorima te mogu posluziti kao dobri
pokazatelji stanja ekoloskog sustava (Sharma i sur., 2013). Indikatorske vrste imaju specificne
fizikalne i kemijske zahtjeve. Promjene u prisutnosti ili odsutnosti, broju, morfologiji,
fiziologiji 1 ponaSanju ovih organizama pokazatelji su da se fizikalni 1 kemijski ¢cimbenici nalaze

izvan optimalnih granica. Ukoliko raste brojnost porodice s izuzetno otpornim organizmima,
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poveéanje ukazuje na loSu kvalitetu vode (Rosenberg i Resh, 1993). Osobine bioloskih
indikatora jesu: bogatstvo i raznolikost vrsta, lako sakupljanje, poznata ekologija, otpornost na
promjene u okoliSu i dobri odgovori organizma (Sharma i sur., 2013). Vodeni kornjasi su
idealni indikatori bioraznolikosti vodenih ekosustava zbog sljedecih razloga: taksonomski su
dobro poznata skupina organizama, te je poznata njihova biologija i zivotni ciklus. Osim toga,
populacije se lako uzorkuju/istrazuju i prate. Nadalje, svaka se populacija specijalizira na uzem
staniStu i na taj se nacin odredeni obrasci koji su primije¢eni kod indikatorskih vrsta ocituju i

na drugim srodnim ili ne srodnim vrstama (Noss, 1990; Pearson, 1994).

Slatkovodne moc¢vare, primarna staniSta vodenih kornjaSa, imaju veliku biolosku
raznolikost. Mnoge od tih mo¢vara trenutno su ugrozene ponovnim obnavljanjem stanista,
degradacijom staniSta koja ukljucuje susSenje, eutrofikaciju i zakiseljavanje (Verberek i sur.,
2005). Mnoge vrste su pokazale znacajne 1 dramati¢ne promjene u brojnosti vrsta od sredine
20. stoljeca kao odgovor na razliCite ¢imbenike koji utjeCu na njih, osobito intenziviranje
poljoprivrede, isuSivanje mocvarnih podrucja i povecano zagadenje koje dovodi do
eutrofikacije. Broj vrsta i sama stabilnost nekog ekoloskog sustava takoder se smanjuje
smanjenjem povrsine na kojoj taj sustav postoji i stoga fragmentacija stanista danas predstavlja
jednu od najvecih prijetnji bioloskoj raznolikosti (Sharma i sur., 2013). Kako bi se mogli boriti
protiv ovih prijetnji potrebno je dodatno istraziti 0 tome kako se organizmi ponasaju u svom
okolisu (Verberek i sur., 2005).

Istrazivanja vodenih beskraljeZnjaka usredotoCena su na sva vodena staniSta te povezuju
prisutnost 1 brojnost beskraljeZnjaka s obzirom na varijable okoliSa koje definiraju vodena
staniSta kao samostalnu jedinicu ili predstavljaju prosjecnu vrijednost za cijelo vodeno staniste.
Primjeri varijabli jesu: starost vodenog stanista, kiselost, povrSina, trajnost i slanost. Medutim,
vodena stanista su rijetko homogena te se sastoje od razlicitih elemenata. Takva mikrostaniSta
razlikuju se u varijablama poput raspolozivosti hrane, zasi¢enosti kisikom, temperaturi, sastavu
vegetacijske zajednice i interakcijama predator-plijen. Te razlike u pojedinim varijablama
omogucavaju beskraljeZnjacima prezivljavanje ili prebacivanje izmedu mikrostaniSta

(Verberek i sur., 2005).

Otkriveno je da vodeni kornjasi Zive u gotovo svim vrstama vodenih staniSta, poput rijeka,

jezera, lokvi, podzemnih voda, izvora, jaraka s vodom, ,,phytotelmata™. Poznato je da vodeni

! Tekuéina koja se nalazi unutar skliske lisnate strukture koju posjeduje biljka.
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kornjasi mogu prezivjeti zarobljeni u ledu. Salinitet takoder ne predstavlja ogranicavajuéi faktor
za neke vrste vodenih kornjaSa, pa tako se vrsta Ochthebius corrugatus moze nositi sa
salinitetom do 250%.. Medutim, vodeni kornjasi ne nastanjuju oceane, iako brojne vrste Zive na
njihovim obalama, gdje ih mozZemo pronaci u hipersalinim vodama supralitorala. Za razliku od
ostalih kukaca, vodeni kornjasi preferiraju male, vegetacijom bogate kanale. U ve¢im jezerima,
vole mocvarne granice, kao $to je na primjer pojas trske Srednjoeuropskog Niuzaljskog jezera
(Jezero na granici Austrije i Madarske), gdje je biomasa vodenih kornjaSa vjerojatno veéa nego
bilo gdje na Zemlji (Jach i Balke, 2008).

Najvaznija varijabla koja odreduje specificnost stanista za vodene kornjasSe je vodni rezim
(Turi¢ i sur., 2010; Turi¢ i sur., 2012). Osim navedene Kkarakteristike koja utjece na sastav i
brojnost vodenih kornjasa takoder i kemijski sastav vode, pH vode i sadrzaj kisika i hranjivih
tvari u vodi utjeCe na sastav i brojnost (Ribera i Vogler, 2000). Vodeni kornjasi mogu biti
podijeljeni u dvije kategorije s obzirom na njihovo staniSte, a to su vodeni kornjasi koji
nastanjuju lenticke sustave (stajace vode) i oni koji nastanjuju loticke sustave (tekuca voda), s

nekoliko iznimaka koje su u moguénosti nastaniti oba stanista (Ribera i sur., 2003).

Razvoj i rasprostranjenost vodenih kornjasa ovisi i o prisutnosti i strukturi vegetacije
(Molnar i sur., 2009). Vodeni kornjasi nastanjuju vodenu vegetaciju u odredenim razvojnim
stadijima zivotnog ciklusa te su na taj na¢in vezani za vegetaciju. Kornjasi nose zrak u obliku
zraénog sloja (plastrona) na trbusnoj strani tijela. Stoga je koncentracija kisika koji je otopljen
u vodi bitna, a na nju utjeée prisutnost vegetacije (Nilsson, 1996). Gusta vegetacija trske ima
negativan utjecaj na sastav vodenih kornjaSa buduci da smanjuje temperaturu vode i sposobnost

kolonizacije iz zraka (Molnar i sur., 2011).
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14. Pregled povijesnih istraZzivanja vodenih kornjasa iz podreda Polyphaga

(Hydrophilidae) u Hrvatskoj

Kornjasi u razredu kukaca predstavljaju jedan od redova koji imaju najveci broj vrsta koje
su prilagodene na zivot u razli¢itim tipovima staniSta, no samo je mali postotak od tih vrsta
determiniran. Stoga je potrebno $to vise stru¢njaka koji ¢e se posvetiti istrazivanju faune

kornjaSa. U nastavku slijedi pregled istrazivanja vodenih kornjasa kroz povijest.

Objavljeni podaci o vodenim kornjasima prvi put se javljaju u 19. stolje¢u (Kiister, 1842)
te se u njima spominju vrste iz porodice Hydrophilidae koje su pronadene u Dalmaciji.
Schlosser je u nedostatku uredene sistematike faune kornjasa 1877. godine objavio knjigu u tri
sveska ,,Fauna kornjaSah Trojedne Kraljevine* gdje je opisao karakteristike, anatomiju i
sistematiku kornjasa sredi$nje Hrvatske, Slavonije i Dalmacije u kojima je obuhvatio i vodene
kornjaSe kojima je dao hrvatska imena. S obzirom na danasnju sistematiku Schlosser je opisao
sljedece porodice: Dytiscidae (plovci), Haliplidae (plivaci), Noteridae (vlagoljubi), Gyrinidae
(vrtuljci), Hydrophilidae (povodnjaci), Hydraenidae (Savoljike), Hydrochidae (vodomili),
Helophoridae (vorovci, micani, grbavci, rosani i trzini). Na pocetku 20. stolje¢a istrazivanjem
cjelokupne faune kornjaSa bavio se Koca Gjuro. PronaSao je nekoliko vrsta iz porodica
Dytiscidae, Gyrinidae i Hydrophilidae na podru¢ju Papuka (Koca, 1900) te 6 godina kasnije
objavljuje ,,Popis tvrdokrilaca (kornjasa) Vinkovacke okoline* u kojem se nalaze vrste vodenih
kornjasa iz prije navedenih porodica (Koca, 1906). Proucavanju faune vodenih kornjasa na
podrucju Hrvatske posvetili su se i strani istrazivaci od kojih je bitno spomenuti Miillera (1909)
koji je opisao porodice Haliplidae, Hygrobiidae, Dytiscidae, Hydrophilidae, Hydraenidae i
Gyrinidae na podru¢ju Dalmacije. Novijim istrazivanjima posvetio se Novak (1952, 1970) na
podrucju Jadranskog primorja. Gueorguiev je u svojem katalogu 1971. godine opisao 350 vrsta
unutar sljede¢ih porodica: Haliplidae, Hygrobiidae, Dytiscidae, Gyrinidae i Hydrophilidae te se

taj popis smatra prvim sistematiziranim popisom vodenih kornjasa u Hrvatskoj.

Novija istrazivanja pridonijela su poznavanju faune vodenih kornjasa u Hrvatskoj, posebno
porodice Hydrophilidae zahvaljuju¢i radovima sljede¢ih autora: Merdi¢ i sur., (2005); Turi¢,
(2007); Turi¢ i sur., (2008); Turi¢ i sur., (2010); Turi¢ i sur., (2012). Park prirode Kopacki rit
do danas je najbolje istrazen te je na njegovom podrucju utvrdeno 52 vrste vodenih kornjasa

(Merdic¢ i sur., 2005; Turi¢, 2007; Turi¢ i sur., 2008; Turi¢ i sur., 2010; Turi¢ i sur., 2012).
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15. Ciljevi istrazivanja

Hrvatska je podrucje rasprostranjenosti dvije vrste iz porodice Hydrophilidae, Hydrochara
caraboides i Hydrochara flavipes (Alonso-Zarazaga, 2013), no recentna istrazivanja navode
samo prisustvo vrste H. caraboides na podruc¢ju kontinentalne Hrvatske, stoga su ciljevi ovog

istrazivanja:

e Potvrditi nastanjuje li vrsta H. flavipes prostore kontinentalne Hrvatske

e Utvrditi i dodatno pojasniti filogenetske odnose unutar roda Hydrochara

e Molekularnom identifikacijom i analizom COI i 16S rRNA gena odrediti vrste unutar
roda Hydrochara te utvrditi raznolikost i rasprostranjenost kornjasa roda Hydrochara
na podrucju kontinentalne Hrvatske

e Pomocu morfometrijskih metoda analizirati eventualne razlike u veli¢ini jedinki i

korelirati ih s rezultatima molekularne identifikacije
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Podrucje istrazivanja

Podru¢je istrazivanja smjeSteno je u kontinentalnoj Hrvatskoj uz velike rijeke koje
pripadaju Crnomorskom slivu. Dvije najvece tekuéice u Hrvatskoj, rijeka Sava i Drava s
veli¢inom sliva > 10.000 km? pripadaju Crnomorskom slivu. U hidrografiji Hrvatske, rijeka
Sava ima sredi$nji polozaj i zauzima 11.65% ukupnog podruc¢ja Dunava te je najveci pritok
Dunava. Slivno porjeéje rijeke Save u Hrvatskoj zauzima povrsinu od 35.131,5 km?. Lijevi
pritoci rijeke Save u Hrvatskoj jesu: Krapina, Lonja, Trebez, Ilova, Pakra, Odra i Orljava. Drava
je alpska rijeka ¢ije porje¢je obuhvaca 40.360 km? te je to druga po veli¢ini tekuéica u

Hrvatskoj. Njezin najveci pritok je rijeka Mura (web 9).

Tablica 1. Podrucja istrazivanja podijeljena s obzirom na velike rijeke.

SLIV CRNOMORSKI SLIV
TEKUCICA SAVA DRAVA ODRA MURA DUNAV
MJESTO Jelas polje Cepin Odransko | Donja- Kopacki rit
UZORKOVANJA | Lonjsko polje | Dopsin polje Dubrava Baranja

(Cigog, Josipovac | (Greda, Peklenica

Poganovo, Karasica | Jezera,

Osekovo, Otok Virje | Stara

Pavlinov kljun, | Viljevo Odra)

Svinjicko selo) | Visnjevac

Paukovec Baranja

Sunjsko polje

2.2.  Metode uzorkovanja vodenih kornjasa

Vodeni kornjasi uzorkovani su entomoloskom mreZom 1 klopkama s atraktantom na
lokacijama navedenim u Tablici 1. Uzorci vodenih kornjasa koji su uhvaceni, usmrceni su te
pohranjeni u 95% etanolu (EtOH) kako bi se prikupljeni uzorci sto bolje ocuvali zbog daljnjih
analiza genetskog materijala. Nakon uzorkovanja fotografirani su i izmjereni digitalnom foto
opremom Olympus DP25 pomoc¢u Olympus lupe SZX16. Prilikom toga koristen je softver Cell

~ D (Olympus, Japan) koji sadrzi niz alata za prikupljanje slika, obradu slika i mjerenje uzoraka.

17



2.3.

Izolacija DNA

Za izolaciju DNA iz nogu kukaca koriSten je komplet za izolaciju DNA (engl. DNeasy®

Blood & Tissue Kit) proizvodaca Qiagen pomocu kojeg je izolirana genomska DNA, koja se

nalazi u jezgrama stanica te mitohondrijima. Prije izolacije DNA sa svake jedinke odstranjene

su 3 noge te su izvagane na analitickoj vagi nakon Cega je slijedila izolacija DNA.

Reagensi za izolaciju DNA:

e Liziraju¢i pufer ATL

e Liziraju¢i pufer AL

e Apsolutni etanol

e Pufer za ispiranje AW1
e Pufer za ispiranje AW?2
e Pufer za eluciju AE

e Proteinaza K

Postupak izolacije DNA ukljucivao je sljedece korake:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

izvagano tkivo staviti u sterilnu tubicu od 1,5 mL gdje se mehanicki usitnjava tkivo
pomocu tekuceg dusika

dodati 180 pL pufera za razgradnju tkiva ATL (engl. Animal Tissue Lysis)

dodati 20 pL proteinaze K i vorteksirati 5-10 s

inkubacija tkiva u vodenoj kupelji 24 sata na 56°C uz povremeno mijeSanje te zatim
vorteksirati 15 s

dodati 200 pL AL pufera (liziraju¢i pufer), vorteksirati i dodati 200 pL etanola (96-
100%), a zatim vorteksirati pri ¢emu mora nastati homogena smjesa

dobiveni uzorak (=600ul) prebaciti u kolonu za ispiranje. Zatvoriti kolonu i
centrifugirati 1 min na 8000 rpm pri sobnoj temperaturi. Baciti kolekcijsku tubicu i
staviti kolonu na novu sterilnu tubicu za prikupljanje eluata.

dodati 500 uL pufera za ispiranje AW 1. Zatvoriti kolonu i centrifugirati 1 min na 8000
rpm pri sobnoj temperaturi. Baciti kolekcijsku tubicu i staviti kolonu na novu sterilnu
tubicu za prikupljanje eluata.

dodati 500 pL pufera za ispiranje AW?2, centrifugirati 3 min na 14000 rpm pri sobnoj

temperaturi
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9) baciti kolekcijsku tubicu i staviti kolonu u novu sterilnu tubicu od 1,5 mL
10) dodati 200 pL pufera AE (pufer za eluciju) i inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi pa
centrifugirati 1 min na 8000 rpm pri sobnoj temperaturi

11) kolonu izvaditi i baciti, a tubice u kojima se nalazi eluat spremiti i Cuvati na +4°C
2.4.  Odredivanje koncentracije DNA

Pomocu uredaja Nanophotometer P330 (Implen, Njemacka) spektrofotometrijski pri
valnoj duljini od 260 nm odredena je koncentracija DNA u uzorcima. Kao slijepa proba
koristena je sterilna deionizirana voda, dok je koncentracija u uzorcima mjerena u 1 pL.

Koncentracija DNA izraZena je u jedinicama ng/pl.

2.5. UmnoZavanje DNA lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR)

Nakon izolacije DNA te odredivanja koli¢ine DNA u uzorcima, geni za citokrom
oksidazu podjedinica I (COI) i manju podjedinicu ribosomalne RNA (16S rRNA) umnozeni su
u procesu lancane reakcije polimerazom (PCR) koristeci specificne pocetnice za ta dva gena.
PCR (engl. Polymerase Chain Reaction — Lancana reakcija polimeraze) je biokemijska reakcija
koja omogucava in vitro umnozavanje odredene DNA sekvence te predstavlja najznacajnije

otkri¢e na polju molekularne biologije i biokemije.
Osnovne komponente PCR reakcije su:

e Termostabilna DNA polimeraza (taq polimeraza),

e Par sintetskih oligonukleotidnih pocetnica,

e Deoksiribonukleozid-trifosfati (dANTP-ovi),

e Divalentni kationi — najéesée ioni magnezija (Mg?"),

e DNA kao kalup za umnazanje.
PCR reakcija sastoji se od sljedecih faza:

1) FAZA DENATURACIJE - denaturacija dvolan¢ane DNA u dva jednolancana lanca na
temperaturi 94-96°C tijekom 3-5 min,

2) FAZAHIBRIDIZACIJE POCETNICA (engl. annealing) - specifi¢no vezanje pocetnica
na komplementarne fragmente DNA pri temperaturi 50-60°C,

3) FAZA ELONGACIJE POCETNICA - sinteza komplementarnog lanca, odnosno
produljivanje DNA lanca na 70-80°C.
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2.5.1. Pocetnice

U ovom istrazivanju koriStene su pocetnice za gene citokrom oksidaze podjedinice | (COI)
I manje podjedinice ribosomalne RNA (16S rRNA). Oligonukleotidne pocetnice sintetizirane
su u korisnickom servisu Macrogen (Juzna Koreja). Nukleotidni sljedovi koristenih pocetnica

navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2. Parovi pocetnica koristeni pri umnazanju markera 16S rRNA i COl metodom PCR

IME POCETNICE NUKLEOTIDNI SLIJED POCETNICE

16SA 5-CGCCTGTTT AAC AAAAACATGT -3

16SB 5'—CCGGTT TGAACT CAGATCATGT -3
LCO-1490 5'—GGT CAACAAATC ATAAAGATATTIGG -3
HCO-2198 5'—-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAAAAT CA-3

2.5.2. Reakcijske smjese PCR-a i uvjeti reakcija za markere COIl i 16S rRNA

Umnazanja DNA metodom PCR-a izvedena su u 0,2 mL PCR tubicama u uredaju
GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) u ukupnom volumenu reakcijske smjese
od 25 pL. Kako bi postupak pripreme reakcijske smjese bio olakSan, koriSten je Emerald Amp®
MAX PCR Master Mix (Takara Biotechnology, Japan), mjesavina reagensa za PCR koja sadrzi
optimizirani pufer, PCR enzim, dNTP smjesu te boju. U reakcijsku smjesu bilo je potrebno
dodati odreden volumen pocetnica i uzorka. S obzirom da je koncentracija DNA u uzorcima
bila razli¢ita, uzorci za marker COI podijeljeni su u 3 skupine te su pripremljene 3 razlicite

reakcijske smjese od 25 pL prikazane u Tablici 3.

Tablica 3. Reakcijske smjese za marker COI za tri skupine uzoraka.

1 skupina 2 skupina 3 skupina
mq H.0 1,5 uL 4,5 uL 6,5 uL
Emerald 12,5 uL 12,5 uL 12,5 uL

par pocetnica 1 uL 1 uL 1 uL
uzorak 10 uL 7 pL 5 uL

Za marker 16S rRNA reakcijska smjesa za sve uzorke pripremljena je prema Tablici 4.

Sterilizirana voda je koristena za negativnu kontrolu.
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Tablica 4. Reakcijska smjesa za marker 16S rRNA.

reakcijska smjesa PCR-a

mq H20 } 1,5 uL

Emerald 12,5 uL
par pocetnica } 1 uL

uzorak 10 uL

Reakcijski ciklus za umnazanje odsjecka COI (Slika 10.) ukljuéivao je pocetnu
denaturaciju na 94°C u trajanju od 3 min, zatim je slijedilo 39 ciklusa umnazanja koji se sastoje
od denaturacije na 94°C 20 s, sparivanja pocetnica i kalupa DNA na 50°C 20 s i produljivanja

lanca na 72°C 30 s. Zavrs$no produljivanje lanca odvijalo se na 72°C u trajanju od 5 min.

4 | 39 ciklusa |
1 T
| |
1 1
1 1
© 94°C 1 94°C I
S 1 |
2 72°C 72°C
5 3:00 | 0:20 :
GE) I SOOC 030 | 500
- 1 1
1 2 0:20 4 s
po¢etna | denaturacija 3 produljenje I Zavrino 4°C
denaturacija produljenje
sparivanje 00
vrijeme

Slika 10. Program ciklusa umnazanja odsje¢aka COI metodom PCR

Reakcijski ciklus za umnazanje odsjecka 16S rRNA (Slika 11.) ukljuéivao je pocetnu
denaturaciju na 94°C u trajanju od 2 min, zatim je slijedilo 40 ciklusa umnazanja koji se sastoje
od denaturacije na 94°C 20 s, sparivanja pocetnica i kalupa DNA na 50°C 35 s i produljivanja

lanca na 65°C 35 s. Zavr$no produljivanje lanca odvijalo se na 72°C u trajanju od 3 min.
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4 | 40 ciklusa |
1 < g I
| |
| |
| |
© 94°C 1 94°C I
3 § o 1 [0}
5 2:00 ! 0:20 o5°C i (GRS
g I 50°C 0:35 | 3:00
s 1 I
Lo 2 0:35 4 5
pocetna 1 denaturacija 3 produljenjel Zavrsno 4°C
denaturacija produljenje
sparivanje 00

\ 4

vrijeme

Slika 11. Program ciklusa umnazanja odsje¢aka 16S rRNA metodom PCR

2.6.  Elektroforetsko razdvajanje odsjetaka DNA u agaroznom gelu

Odsjecci DNA nakon reakcije PCR razdvojeni su horizontalnom elektroforezom u 2%-
tnom agaroznom gelu kako bi se bendovi jasnije vidjeli. Gel je pripremljen otapanjem agaroze
u 0,5 x TBE puferu, pH 8 te je obojan SYBR® Safe bojom za gelove (LifeTechnologies, Termo
Fisher Scientific, SAD). U jazice gela je nanoseno 10 uL PCR produkta i 5 uL. markera koji
sluZi za odredivanje duljine odsjeCaka DNA. Marker koji je koriSten je GenRuler 1 kb DNA
Ladder (Fermentas, Termo Fisher Scientific, SAD). Elektroforeza se odvijala u 0,5 x TBE
puferu pri sobnoj temperaturi pri naponu od 50V, koji se nakon §to su produkti izasli iz jaZica
povecao na 100V. SYBR® Safe boja se veze za dvolanc¢anu DNA, $to osigurava fluorescentni

signal koji odrazava koli¢inu dvolan¢anog DNA produkta koji nastaje tijekom PCR reakcije.
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2.7.  Odredivanje nukleotidnih sljedova PCR produkata i bioinformaticka analiza

nukleotidnih sljedova

PCR produkti pripremljeni su za odredivanje nukleotidnih sljedova na nacin da se 5 pL
uzorka pomijesalo s 5 uL otopine pocetnice te su poslani u Macrogen Inc. (Juzna Koreja) na
sekvenciranje koje je bilo dvosmjerno kako bi dobivene sekvence imale ve¢u pouzdanost. U
reakcijama sekvenciranja koristene su pocetnice za 16S rRNA (16 SA i 16SB) i COI (LCO-
1490 i HCO-2198). Za pregledavanje i sravnjivanje sekvenci koristen je program BioEdit (Hall,
1999). Uredivanje u BioEditu (Slika 12.) ukljué¢ivalo je uklanjanje krajeva i loSe o€itanih
podataka. 1z dvije dobivene sekvence napravila se jedna nova koncenzus sekvenca (engl.
consensus sequence), koja je predstavljala konacni slijed nukleotida pojedinog uzorka. Nakon
toga, eksperimentalno dobivene sekvence sravnjene su pomocéu ClustalW viSestrukog
sravnjivanja. Primijec¢ene razlike u sekvencama provjerene su pregledavanjem kromatograma
pojedine sekvence. Ukoliko su signali pogresno ocitani ili se preklapaju signali dviju baza ili je
izostala neka od baza, pogreske su ru¢no ispravljene. Dobivene sekvence usporedene su s
podacima koji su pohranjeni u genskoj bazi GenBank institucije NCBI (engl. National Center
for Biotechnology Information) pomoc¢u on-line alata BLAST (engl. Basic Local Alignment
Search Tool). Navedeni alat sluzi za pretrazivanje po sli¢nosti prema algoritmu megablast, koji
osigurava pretrazivanje vrlo sli¢nih nukleotidnih sljedova. Geneticke udaljenosti izmedu
nukleotidnih sljedova izraCunate su upotrebom programa MEGAG6 v. 06 (engl. Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) (Tamura i sur. 2013). Programski paket MEGA omogucuje

rekonstrukciju filogenetskog stabla metodom udruZzivanja susjeda (engl. Neighbor joining).

r
}{' BicEdit Sequence Alignment Editor =RACN.  X]

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA  World Wide Web  Options  Window  Help

= 0O
$¥ C\Users\MAJA\Desktop\DIPLOMSKI RAD\REZULTATI\REZULTATT\h.caraboides +flavipes
ﬂ |E0urier New ﬂh" j B 2 total zequences
Mode: e v Selection: 0 Sequen_c:e tazk: Mone Start
oo | Select / Siids Position: Mumbering Mazk: Mone ruler at:
= = o TG TTHE = <. GAT TTAE Seroll | o
g I D1LD % = E ﬁ%ﬁﬁ $I I :I:!“ e E%;CAT 2% @3[['3 @ speed slow gy - fast
[T T RN R TR R [ e [ vy ey
| 10 20 30 40 30 &0 70 8

Hydrochara caraboides|TCGAGCCGAATTAGGGAACCCTGGTACCCTAATTGGTGATGATCARATTTATAATGTTATTGTAACAGCACATGCTTTCA)
Hydrochara flavipes TCGRGCRAGRATTAGGRRATCCTGGAACCTTARTTGGTGATGATCRAARTTTATRARCGTTATTGTARCAGCACATGCCTTTE

4 M 3

Slika 12. Izgled programa BioEdit Sequence Aligment Editor
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3. REZULTATI

Prikupljenim uzorcima vodenih kornjasa roda Hydrochara izmjerene su sljedece veliCine:
ukupna duzina tijela u mm i ukupna Sirina tijela u mm. Ukupna duzina tijela varira od 6,25 do
9,71 mm, dok ukupna Sirina tijela varira od 3,20 do 4,19 mm (Tablica 5). Kako su razlike u
morfologiji jedinki roda Hydrochara primije¢ene samo u veli¢ini jedinki, pristupilo se

molekularnom istrazivanju upotrebom molekularnih markera 16S rRNA i COl.

Postupak izolacije DNA izvrSen je prema protokolu proizvodaca uz prilagodbe koje su bile
potrebne. Kako bi prinos DNA bio veci, produzeno je vrijeme inkubacije tkiva u vodenoj
kupelji na 24h. Koncentracija ukupne DNA u izoliranim uzorcima varirala je od 4,50 ng/ul do
79,50 ng/ul.

Nakon izolacije DNA slijedila je optimizacija uvjeta lan¢ane reakcije polimerazom sve do
utvrdivanja optimalne koli¢ine reagensa i uvjeta reakcije koji su potrebni kako bi se reakcija
uspjes$no odvijala. Poslije procesa elektroforeze na agaroznom gelu napravljena je detekcija
produkata lan¢ane reakcije polimerazom pomocu UV-svjetla. Jacina obojenja ukazivala je na
koncentraciju produkta. Nakon PCR reakcije i procesa elektroforeze na temelju elektroforetskih
gelova uzorci su se slali na odredivanje nukleotidnih sekvenci. Primjer agaroznog gela s

produktima lan¢ane reakcije polimerazom prikazan je na Slici 13.

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23N

Slika 13. Elektroforetsko razdvajanje PCR-om umnoZzenih odsjecaka DNA molekularnog
markera COI. Naslici su prikazane M -,,DNA ladder*, NK- negativna kontrola te 1-23 - brojevi
uzoraka
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Tablica 5. Izmjerena ukupna duzina i §irina tijela uzoraka te povrSina ventralne strane tijela.

OZNAKA DULJINA SIRINA POVRSINA DATUM MJESTO UZORKOVANJA
UZORKA [mm] [mm] [mm?]

GK 2 6,49 3,08 19,99 29.5.2011. ODRANSKO POLJE, GREDA 1
C2a 6,25 3,20 20,00 10.5.2017. ZIDINE, CEPIN
La 6,62 3,46 22,91 5.6.2011. L.POLJE, SVINJICKO SELO
D 6,99 3,39 23,70 10.5.2017. DOPSIN
Cla 7,06 3,50 24,71 10.5.2017. ZIDINE, CEPIN
V2 6,98 3,64 2541 22.5.2013. VILJEVO
BP 2 7,20 3,59 25,85 27.5.2012. SUNJSKO POLJE, BIELOVACKO
POLJE
K2 7,02 3,73 26,18 2013. KOPACKI RIT
Kr 7,11 3,71 26,38 29.5.2011. ODRANSKO POLJE, JEZERA
G2 7,09 3,78 26,80 2.6.2012. ODRANSKO POLJE, GREDA
GK 1 7,51 3,58 26,89 29.5.2011. ODRANSKO POLJE, GREDA
PA 2 7,22 3,83 27,65 6.6.2010. PAUKOVEC
L2b 7,36 3,78 27,82 5.6.2010. L.POLJE, SVINJICKO SELO
Llb 7,81 3,79 29,60 5.6.2010. L.POLJE, SVINJICKO SELO
L&1 7,86 3,81 29,95 28.4.2010. L.POLJE, CIGOC
PE 2 7,62 3,94 30,02 7.7.2013. MURA, PEKLENICA
P2 7,96 3,79 30,17 4.7.2010. L.POLJE, POGANOVO 1
L& 7,77 3,89 30,23 27.4.2010. L.POLJE, CIGOC, P
G1 7,88 3,91 30,81 2.6.2012. ODRANSKO POLJE, GREDA
CP1 7,71 4,03 31,07 5.6.2010. CIGOC P
S2 7,80 3,99 31,12 2010. SPACVA
CN 7,74 4,04 31,27 4.6.2011. L.POLJE, CIGOC
K1 8,07 3,96 31,96 2013. KOPACKI RIT
o) 8,18 3,92 32,07 25.5.2014. ODRANSKO POLJE, JEZERA
SO 7,96 4,03 32,08 3.6.2012. ODRANSKO POLJE, STARA ODRA
VN 2 8,07 4,01 32,36 2.6.2017. JOSIPOVAC, VIKEND NASELJE,
KARASICA
SD?2 8,23 4,01 33,00 2.6.2017. VISNJEVAC, STARA DRAVA
C1 8,13 4,06 33,01 10.5.2017. ZIDINE, CEPIN
0S?2 8,36 3,95 33,02 4.7.2010. L.POLJE, OSEKOVO 1
PA 1 8,11 4,14 33,58 6.6.2010. PAUKOVEC
SD1 8,29 4,16 34,49 2.6.2017. VISNJEVAC, STARA DRAVA
oV 8,50 4,06 3451 2.6.2013. OTOK VIRJE 1, GORNJI TOK
DRAVE
VA 8,11 4,28 34,71 22.5.2013. VILIJEVO
D.D. 8,22 4,40 36,17 9.6.2013. MURA, DONJA DUBRAVA 2
KL 1 8,39 4,32 36,24 28.4.2010. L.POLJE, PAVLINOV KLJUN
G 8,23 4,42 36,38 3.6.2012. ODRANSKO POLJE, GREDA 1
SR 8,41 4,33 36,42 9.6.2013. SENJAR RUK 1, MURA
L 8,60 4,26 36,64 5.6.2010. L.POLJE, SVINJICKO SELO
BP 1 8,72 4,40 38,37 27.5.2012. SUNJSKO POLJE, BIELOVACKO
POLJE
0S1 9,03 4,25 38,38 4.7.2010. L.POLJE, OSEKOVO 1
VN 1 8,99 4,45 40,01 2.6.2017. JOSIPOVAC, VIKEND NASELJE,
KARASICA
P1 9,16 4,38 40,12 4.7.2010. L.POLJE, POGANOVO 1
J1 9,71 4,19 40,68 2011. JELAS POLJE
S1 9,69 4,31 41,76 2010. SPACVA
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Ukupno je na postupak sekvenciranja gena podjedinice | citokrom oksidaze poslano 47
uzoraka, dok je na sekvenciranje gena manje podjedinice ribosomalne RNA (16S rRNA)
poslano samo 28 uzoraka jer je za ostale uzorke na gelovima utvrdeno da je PCR reakcija
neuspjela te ti uzorci nisu viSe koristeni u daljnjim analizama. Nakon sekvenciranja pregledani
su kromatogrami, te je obradivanjem i sravnjivanjem sekvenci dobiveno 38 koncenzus sekvenci
za grupu gena COI. Automatizirano sekvenciranje DNA je jedno od naj¢es¢ih metoda izvedenih
u molekularnim laboratorijima. No nazalost, ova metoda nije savr$ena i tesko je pronaci uzrok
koji je doveo do neuspjele reakcije sekvenciranja. Losa kvaliteta DNA, gubitak reakcije
sekvenciranja tijekom koraka proc¢iS¢avanja, koristenje krive pocetnice, degradacija pocetnice
ili propala sinteza pocetnice, kontaminirana deionizirana voda samo su neki od uzroka koji
mogu dovesti do neuspjele reakcije (web 10). Kromatogram neuspjele reakcije sekvenciranja
(Slika 14.) sadrzi signale koji se preklapaju pa sve do slabih signala koji se na kraju i gube. U
ovom istrazivanju dobiveni kromatogrami za 6 uzoraka iz grupe gena COI ukazivali su na
neuspjelu reakciju sekvenciranja DNA. Stoga se za njih nije mogla napraviti koncenzus
sekvenca te je u istrazivanju koriStena sekvenca sa samo jednom pocetnicom. Za grupu gena
16S rRNA dobiveno je 12 koncenzus sekvenci, dok se za 8 uzoraka nije mogla napraviti

koncenzus sekvenca.
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Slika 14. Primjer neuspjele reakcije sekvenciranja DNA
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Kod uspjele reakcije sekvenciranja DNA kromatogram sadrzi jasne signale s oStrim i
ravnomjerno rasporedenim vrhovima kao §to je prikazano na Slici 15. Takav kromatogram

prikazuje nam toc¢an nukleotidni slijed, te se dobivene sekvence mogu koristiti za daljnje

g macrogen
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Sample: co_E03_LCOI1490 Lane: 23 Base spacing: 13.913911 716 bases in 8389 scans Page 1 of 2
iy 0 30 40 30 &l o 80 o0 104 110 120
WCET TACTE TTICTTTGAGGICT GAGCT GG ATAGTAGGE A CAT CACTAAGAT TCTAAT TCGAGCCGAAT TAGGGAMCCTG GTACCC TAAT TGGTGATGATCAAAT TTATAATGTTATT
B PR ' - i || ) o i
e :&Ll._x_,_ AT ‘\ AN ’ | \ llll l fr\\ 'P\-'r”\ j'ﬁ' J”JI 'jU 'ﬂ\ A | 1 JI
130 140 50 160 170 180 190 o U

GTAACAGCACATOC TTTCAT CATAATTTTC T I TATAGT TATACC TAT TATAAT TG GTGGATTTGGANACT GATT G CC WL TAATACTAGGAGCT CC (G AT GC 1 TTCCCACGAATAAL LACA

FLL’\& e .ﬂf‘ﬁﬁﬂ_ﬁ;ﬁu{'\. el el

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
VT AT AAGATTOT GGE T TOTOOE AP CATO TT TASC TT TACT TTTAAT A AGAAG A AT AGT T GA LA AT GGEOIC GO AACGEGTT G AT AGTTT AT COTOO TO TOTOT TOTA AT AT TGO C ACGG T GG

ool [l '_,ﬂW\ﬂN\f‘ﬂ ﬂj\m\- 1 o o ..nM /Wf\ {

Slika 15. Primjer uspjele reakcije sekvenciranja DNA

Duzine sekvenci za gen citokrom oksidazu podjedinica | krecu se od 438 do 588 parova
baza. Dok duzina sekvence oglednog primjerka (engl. voucher specimen) koje su pohranjene u
genskoj bazi GenBank iznosi 658 parova baza. Duzine sekvenci za gen 16S RNA iznose izmedu
114 parova baza za najkracu sekvencu 1 409 parova baza za najduzu sekvencu Sto se moze
obrazloziti neuspjelom reakcijom sekvenciranja DNA. Ogledni primjerak za gen 16S rRNA ne
pronalazimo u banci gena jer jo§ nisu napravljena istrazivanja s navedenim molekularnim

markerom.
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3.1.  Vrsta Hydrochara caraboides Linnaeus, 1758

Usporedbom dobivenih sekvenci podjedinice | citokrom oksidaze s istovrsnim sekvencama
iz banke gena gotovo sve analizirane sekvence (41/44) u ovom istrazivanju pripale su vrsti H.
caraboides. Kao referentna sekvenca odabrana je sekvenca iz Bavarske drzavne zbirke u
Miinchenu, Njemacka skupine autora: Hendrich L, Moriniere J, Haszprunar G, Hebert PD,
Hausmann A, Kohler F i Balke M. S navedenom sekvencom KM444532.1 dobivena je 100%-
tna i 99%-tna identi¢nost sa sekvencama u ovom istrazivanju (Slika 16.). Na temelju usporedbe
dobivenih sekvenci, pripadaju¢i uzorci ovog istrazivanja identificirani su kao vrsta H.

caraboides.
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Slika 16. Sravnjene sekvence vrste Hydrochara caraboides iz Kopackog rita (uzorak

K2) i iz Bavarske drzavne zbirke u Miinchenu (Njemacka) potvrduju 100%-tnu

identi¢nost. Sekvenca KM444532.1 nalazi se u banci gena kao ogledni primjerak (engl.

voucher specimen)
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3.2.  Vrsta Hydrochara flavipes Steven, 1808

Dobivene sekvence podjedinice | citokrom oksidaze usporedile su se s istovrsnim
sekvencama iz banke gena, te su 3 analizirane sekvence pripale vrsti H. flavipes. Kao referentna
sekvenca odabrana je sekvenca iz Bavarske drzavne zbirke u Miinchenu, Njemacka skupine
autora: Hendrich L, Moriniere J, Haszprunar G, Hebert PD, Hausmann A, Kohler F i Balke M.
S navedenom sekvencom KM451336.1 dobivena je 99%-tna identi¢nost sa sekvencama u ovom
istrazivanju (Slika 17.). Na temelju usporedbe dobivenih sekvenci, pripadaju¢i uzorci ovog

istrazivanja identificirani su kao vrsta H. flavipes.
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Slika 17. Sravnjene sekvence vrste Hydrochara flavipes iz Dopsina (uzorak D) i iz

Bavarske drzavne zbirke u Miinchenu (Njemacka) potvrduju 99%-tnu identi¢nost.

Sekvenca KM451336.1 nalazi se u banci gena kao ogledni primjerak (engl. voucher

specimen)
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3.3.  Usporedba sekvenci vrsta Hydrochara caraboides i Hydrochara flavipes

U Tablici 6 nalaze se osnovne karakteristike nukleotidnih sekvenci gena citokrom oksidaze
podjedinica | vodenih kornjasa iz roda Hydrochara, gdje je udio pojedinih baza i udio baznih
parova izrazen u postotcima. Udio baznih parova GC pokazao je male varijacije: od 32,98 kod
vrste H. flavipes do 33,67% kod vrste H. caraboides, dok udio baznih parova AT takoder nije
pokazao velike varijacije: 66,33% kod vrste H. caraboides i 67,02% kod vrste H. flavipes.

Tablica 6. Osnovne karakteristike nukleotidnih sekvenci gena citokrom oksidaze podjedinica

| vodenih kornjasa iz roda Hydrochara

udio pojedinih baza (%) udio baznih parova (%)

Vrsta | duzina sekvence A C G T G+C A+T |
H.caraboides| 588 30,10 18,03 15,65 36,22 33,67 66,33 |
H. flavipes | 564 30,67 17,91 15,07 36,35 32,98 67,02 |

Kako bi se sekvence detaljnije proucile napravljena je analiza nukleotidnih udaljenosti
sekvenci (engl. pairwise distance). To je metoda koja predstavlja geneticku udaljenost izmedu
sekvenci i definira se kao udio nepodudaranja baznih parova unutar sravnjenih sekvenci.
Analiza je pokazala da se sekvence vrste H. caraboides i vrste H. flavipes razlikuju u 46 baznih

parova (Slika 18.), odnosno pokazuju identi¢nost sekvenci od 83,72% (Tablica 7).

Tablica 7. Prikaz vrijednosti nukleotidne udaljenosti (engl. pairwise distance) izmedu COI

sekvenci identificiranih vrsta.

Vrsta H. caraboides H. flavipes
H. caraboides 0,0000
H. flavipes 0,1627 0,0000
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Slika 18. Sravnjene sekvence podjedinice I citokrom oksidaze vodenih kornjasa iz roda

Hydrochara pronadenih u kontinentalnoj Hrvatskoj. Konsenzus vrste H. caraboides

prikazan je punim nukleotidnim slijedom, dok su u konsenzusu vrste H. flavipes

podudarnosti s prvom sekvencom oznacene tockama, a nukleotidne promjene

odgovaraju¢im slovom

33



3.4.  Filogenetsko stablo dobiveno ,,Neighbor joining*“ (NJ) metodom za grupu COI

gena

Rezultati NJ analize su prikazani na filogenetskom stablu koje se nalazi na Slici 19.
Dobiveno filogenetsko stablo nije ukorijenjeno i sadrzi skalu za procjenu udaljenosti. Duljina
ove skale oznacava duzinu grane, odnosno koliko su sekvence udaljene. U ovom istrazivanju
ona iznosi 0,01, §to oznacava da su sekvence udaljene 1%. Na filogenetskom stablu jasno se
vidi izdvajanje sekvenci vrsta roda Hydrochara za gen COI u dvije linije s istim vrstama te je
podrzano 100%-tnom statistickom vjerojatnos¢u. Unutar linije roda Hydrochara izdvojile su se
dvije linije s jedinkama vrste H. caraboides i H. flavipes. Na filogenetskom stablu vidljivo je i
izdvajanje sekvence uzorka OV sakupljenog na lokaciji Otok Virje, gornji tok Drave. Nakon
Sto je sekvenca uzorka OV usporedena s podacima u banci gena pomocu on-line programa
BLAST dobivena je 96%-tna identi¢nost s oglednim primjerkom (engl. voucher specimen)
vrste H. caraboides, te se ne moze sa sigurnos¢u tvrditi da se radi o toj vrsti. Jedinke unutar
linije vrste H. flavipes prikupljene su u Cepinu (Zidine) i u Dopsinu. Unutar linije H. caraboides
vidljivo je razdvajanje nekoliko podlinija koje bi mogle ukazivati na postojanje hibridnih vrsta.
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Slika 19. Filogenetsko stablo dobiveno ,,Neighbour joining™ (NJ) metodom za grupu
COl gena
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4. RASPRAVA

Danas se mali broj stru¢njaka bavi porodicom Hydrophilidae. lako su dio najbrojnije skupine
kukaca u Hrvatskoj, mali broj entomologa radi istrazivanja na njima. U Hrvatskoj postoji veliki
potencijal za filogenetska istrazivanja unutar porodice Hydrophilidae s obzirom na prednosti
koje Hrvatska nudi: povoljan geografski polozaj, tri biogeografske regije, specificna geoloska
konfiguracija i razvedenost obale. Ove prednosti ¢ine Hrvatsku idealnom za takva istrazivanja
upravo zato jer nije potrebno proci velike udaljenosti kako bi svi tipovi stanista bili pokriveni.

Nadalje, postoji i velika vjerojatnost specijacije na otocima, $to ju ¢ini dodatno zanimljivom.

U svojim katalozima i revizijama porodice Hydrophilidae autori: Smetana (1980); Hansen
(1999) i Lobl i Smetana (2004) pretpostavljaju kako podrucje Hrvatske nastanjuju dvije vrste
iz roda Hydrochara, a to su: H. caraboides i H. flavipes. Podaci o prisutnosti nekih vrsta i
rodova (npr. Hydrochara) se mogu na¢i u radovima koji obuhvacaju faune drugih drzava u

Europi i to na razini pojedinih rodova, a nikako cijele porodice (Incekara i sur., 2009).

Avreal rasprostranjenosti vrste H. caraboides potvrden je u istrazivanju koje je provedeno od
travnja do kraja studenog 2005. godine na podru¢ju Parka prirode Kopacki rit gdje je
uzorkovana i determinirana samo navedena vrsta iz roda Hydrochara (Turi¢, 2013). Nakon
konstruiranja filogenetskog stabla pomocu dobivenih sekvenci, rezultati se podudaraju s opce

prihvacenom sistematikom baze podataka Fauna Europaea (https://fauna-eu.org/). Prema

navedenoj bazi podataka, Hrvatska je podrucje rasprostranjenosti dvije vrste iz roda
Hydrochara, vrste H. caraboides i vrste H. flavipes, §to je ovim istraZivanjem potvrdeno, dok

je prisustvo vrste H. caraboides ranije potvrdeno istrazivanjem Turi¢ (2013).

Precizna determinacija vodenih kornjasa iz roda Hydrochara samo na temelju morfoloskih
obiljezja izuzetno je zahtjevna jer je oteZava morfoloSka sli¢nost brojnih vrsta, kao 1 visok
unutarvrsni varijabilitet. Stoga se danas poseze za molekularnom metodologijom ,,DNA
barkodiranja“ (Hebert i sur., 2003) koja se pokazala kao izuzetno koristan alat za determinaciju
morfoloski sli¢nih vrsta. Unato¢ istrazivanjima, filogenija Hydrophiloidea joS uvijek je
dvosmislena $to navodi Bernhard i sur. (2009). Veéina istrazivanja temelje se samo na
morfoloskim obiljezjima (Hansen, 1991, 1997; Beutel, 1994; Archangelsky, 1998, 2004, 2008;
Beutel i Komarek, 2004; Beutel i Leschen, 2005; Short, 2010) dok su istrazivanja temeljena na

molekularnim podacima oskudna (Korte i sur., 2004; Bernhard i sur., 2006). Zadnjih nekoliko
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desetlje¢a upotreba mitohondrijske DNA prosirila se u filogenetskim, populacijskim i
evolucijskim istrazivanjima. Razlog tome je $to mitohondrijska DNA ima karakteristike koje
ju ¢ine idealnim odabirom za takva istrazivanja. To su: lakoca izolacije, manjak rekombinacije,
veliki broj potencijalnih kopija, nasljedivanje po majc¢inskoj liniji, relativna o¢uvanost samih
nukleotidnih sljedova unutar Metazoa 1 razli¢ite brzine mutacija na pojedinim regijama unutar
same molekule (Hunt i sur., 2007). Podjedinica | citokrom oksidaze je jedan od najvecih protein
kodirajucih gena u zivotinjskom svijetu i sadrzava velik broj filogenetski informativnih mjesta
(nukleotida) od bilo kojeg drugog mitohondrijskog gena. Osim toga, COI je biokemijski jako
dobro istrazena te su poznate njene uloge u metabolizmu, kao i reakcije u kojima sudjeluje
(Lunt 1 sur., 1996) S obzirom na navedene Cinjenice, COI se danas koristi kao univerzalni
marker u DNA barkodiranju (Hebert i sur., 2003). Kako bi rezultati istraZivanja bili §to to¢niji
I precizniji, filogenetska istrazivanja uklju¢uju ve¢i broj molekularnih markera u kojima su
potrebne kombinacije nuklearnih i mitohondrijskih gena, koji zbog sporije brzine molekularnog
sata daju bolju razlucivost na dubljim granama filogenetskog stabla (Korte i sur., 2004).
Bernhard i sur. (2009) su ustanovili da se kombinacijom molekularnih metoda s jasno
definiranim morfolo$kim parametrima postizu to¢niji rezultati $to je i potvrdeno u istrazivanju
Bruvo-Madari¢ i sur. (2013). Autori su tijekom determinacije uocili da sakupljene jedinke ¢ine
kompleks vrsta Hydrochara caraboides-dichroma, odnosno da imaju obiljezja obje vrste
(prijelazni oblik). U navedenom istrazivanju koristeno je 6 molekularnih markera: geni za 28S

rRNA, 18S rRNA, 16S rRNA, 12S rRNA, COI i COII pomocu kojih je ova vrsta potvrdena.

U ovom istrazivanju nakon odradenih morfometrijskih analiza, razlike u veli¢ini jedinki
usporedile su se s rezultatima molekularne identifikacije. 1zmjerene su ukupna duzina i Sirina
tijela uzoraka te povrSina ventralne strane tijela te nakon usporedbe moze se zakljuciti kako
uzorci vrste H. flavipes pripadaju u skupinu manjih jedinki s obzirom na veli¢inu tijela. Osim
razlika u veli¢ini tijela vrste H. caraboides i H. flavipes razlikuju se i po duzini sekvenci §to

mozemo vidjeti u Tablici 6. gdje vrsta H. caraboides ima duzu sekvencu od vrste H. flavipes.

Moguci nedostatak ovog istrazivanja jest nedovoljan broj molekularnih biljega te detaljnije
analize morfoloskih karakteristika koriStenih uzoraka Sto se namjerava provesti u budu¢im
istrazivanjima. U ovom istrazivanju kao molekularni markeri koristili su se geni za podjedinicu
| citokrom oksidaze (COI) i manju podjedinicu ribosomalne RNA (16S rRNA). Zbog problema
u radu s molekularnim markerom 16S rRNA ve¢ od samog pocetka dobiveni rezultati nisu

koristeni u ovom istrazivanju. Za marker 16S rRNA bilo je pripremljeno nekoliko reakcijskih
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smjesa te je isprobano nekoliko razliitih uvjeta za PCR reakciju te je poslije procesa
elektroforeze napravljena detekcija produkata PCR-a, medutim za samo polovicu uzoraka
dobiveni su uspjesni rezultati koji su poslani na sekvenciranje koje nije rezultiralo kvalitetnim

sekvencama koje bi se mogle koristiti u daljnjem istrazivanju.

Program MEGA 6 koristi se za geneticke 1 molekularne analize te ima mogucénost analize
FASTA datoteka, poravnavanja sekvenci i rekonstrukcije filogenetskog stabla metodama:
Maximum Likelihood (ML), Neighbor Joining (NJ) i Maximum Parsimony (MP). U ovom
istrazivanju, rekonstrukcija filogenetskog stabla napravljena je metodom udruzivanja susjeda
(NJ) pomo¢u matrice udaljenosti koja se odreduje raCunajuéi udaljenosti izmedu DNA-
sekvenci te se na temelju nje odreduje izgled filogenetskog stabla. Razlike u sljedovima DNA
povecavaju udaljenost, dok sli¢nosti u sljedovima smanjuju ukupnu udaljenost. Ova metoda
odreduje topologiju stabla i duljinu grana, odnosno udaljenosti izmedu svakog ¢vora stabla.
Prednost ove metode je Sto se moze obraditi velika koli¢ina podataka i raunalno je brza
(Tamura i sur, 2013). U ovom istrazivanju nakon konstruiranja filogenetskog stabla vidljivo je
izdvajanje 3 skupina, a to su: skupina uzoraka vrste H. caraboides, vrste H. flavipes i uzorka
OV sakupljenog na lokaciji Otok Virje, gornji tok Drave, $to nam ukazuje na moguénost

postojanja prijelaznih oblika unutar roda Hydrochara (Slika 19.).

Ovo istrazivanje je znaCajno iz razloga Sto predstavlja jedno od prvih genetskih ili
filogenetskih istrazivanja roda Hydrochara na podruc¢ju kontinentalne Hrvatske te doprinosi
cjelokupnoj slici o filogeniji i prisutnosti roda Hydrochara na podru¢ju Hrvatske. Za daljnja
istrazivanja roda Hydrochara potrebno je uvesti i druge molekularne markere kako bi rezultati
bili §to pouzdaniji, te osim sredi$nje i isto¢ne Hrvatske, prikupiti uzorke s podrucja alpinske i
mediteranske Hrvatske. Takoder, veé¢i prinos filogenetskoj rekonstrukciji doprinijele bi

kombinirane analize molekularnih podataka i morfoloskih karakteristika.
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5. METODICKI DIO

U 5. poglavlju diplomskog rada nalazi se priprema za nastavni sat biologije s nastavhom
temom ,,BeskraljeSnjaci/Razred kukci (Insecta)”. Priprema se moze iskoristiti za odrzavanje

blok sata biologije u trajanju od 90 minuta u drugom razredu srednje skole.

PRIPREMA ZA NASTAVNI SAT BIOLOGIJE

Ime i prezime nastavnika Skola Datum

Maja Lesjak 2018.

Nastavna jedinica /tema Razred

Osobine i organizacijske razine Zivih bic¢a - BeskraljeSnjaci / Razred kukci 2.

(Insecta)

Temeljni koncepti Klju¢ni pojmovi

prilagodbe na zZivotne uvjete, bioraznolikost Hitinska kutikula, uzdus$nice, sastavljeno
oko, preobrazba, bioraznolikost, bioloska
vaznost

Cilj nastavnog sata (nastavne teme)

Upoznati unutarnju i vanjsku gradu kukaca na primjeru vodenih kornjasa (Coleoptera) te ukazati na
veliku bioraznolikost kukaca s osvrtom na biolosku vaznost i Stetnost kukaca.

Ishodi ucenja

1. Opisati vanjsku gradu tijela kukaca i objasniti gradu koZe kukaca.

2. Upoznati unutrasnju gradu kukaca.

3. Objasniti kako je velik broj razvijenih osjetila kod kukaca povezan s prilagodbom na
kopneni i vodeni naéin Zivota.

4. Analizirati nac¢in na koji letni mi$i¢i sudjeluju u letu.

5. Objasniti razliku izmedu potpune i nepotpune preobrazbe.

| 6. Opisati razloge velike bioloSke raznolikosti kukaca te prepoznati njihov znacaj za ovjeka.

Zadatak/ primjer klju¢nih pitanja za provjeru ostvarenosti kr1pPU

Br.| Razrada ishoda nastavne jedinice ishoda

1. Kako je gradeno tijelo kod porodice Hydrophilidae |
(vodoljupci)?
Gdje se nalaze krila na tijelu kukaca? |
Nabroji koji tjelesni privjesci se nalaze na odredenoj |
tagmi na tijelu kukaca?
Koji sloj na kozi kukcima pruza zastitu od isusivanja? |
Na koji nacin pigmenti u kozi pomazu kukcima u |
prezivljavanju na kopnu?

2. | 2.1. Obrazloziti nacin disanja. Sto je specificno kod porodice Hydrophilidae u nacinu | |
2.2. Navesti gradu krvozilnog disanja?
sustava. Kako je graden krvozilni sustav kod kukaca? |
2.3. Opisati na¢in razmnoZavanja. Kakva je oplodnja kod kukaca? |
2.4. Opisati dijelove probavnog Navedi i opise dijelove probavnog sustava. |
sustava.
2.5. Navesti gradu zZivcanog Kakav Zivéani sustav imaju kukci? |
sustava.
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Objasni na koji nacin se kukci nalaze u prednosti
tijelom pronalaska hrane i partnera u odnosu na ostale
clankonosce.

Opisi let kukaca.
Na koji nacin je sposobnost leta pridonijela uspjesnosti
kukaca?

Sto je preobrazba ili metamorfoza?
Na primjeru opisi razliku izmedu potpune i nepotpune
preobrazbe.

6.1. Objasniti  koje  prilagodbe
kukaca su pridonijele velikoj
bioloskoj raznolikosti kukaca.

6.2. Navesti  pozitivne  utjecaje
kukaca na ¢ovjeka.

6.3. Prepoznati negativno
djelovanje kukaca na
zivotinje i biljke.

ljude,

Osim sposobnosti letenja koja je odgovorna za veliku
rasprostranjenost kukaca, koji jos razlozi pridonose
tome?

Navedi nekoliko produkata kukaca koji su izravno
korisni covjeku.

Sto bi se dogodilo na Zemlji kada bi kukci izumrli?

Na koje sve nacine kukci djeluju negativno na ljude,
biljke i na Zivot covjeka na nacin da nanose

gospodarske Stete? Navedi primjere.

Kognitivna razina (KR): I. reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, 1. rjeSavanje problema
Procjena uspjesnosti u¢enja (PU): — odgovara manje od 5 ucenika, +/- odgovara otprilike polovina uéenika, + odgovara ve¢ina u¢enika

Tijek nastavnog sata

Tip sata

Obrada novih sadrzaja

Trajanje

Blok sat (90min)

STRUKTURNI
ELEMENT
JINASTAVNOG
SATA

DOMINANTNA AKTIVNOST

BR. ISHODA

KORISTITIU
1ZVEDBI

METODA

SOCIOLOSKI

TRAJANJIE (min)

Uvodni dio

N = Pobuditi motivaciju u u¢enicima pokazivanjem slika na kojima se nalaze predstavnici
¢lankonozaca (Prilog 1) i postaviti pitanje: Sto prepoznajete na slici? Na koja potkoljena se
dijele ¢lankonosci (Arthropoda) te kako su clankonosci dobili ime?

U = Prepoznaju predstavnike ¢lankonozaca na slici te navode kako se koljeno ¢lankonosci
sastoji od 6 potkoljena: Trilobitomorpha (troreznjaci), Cheliceriformes (klijestari), Crustacea
(rakovi), Myriapoda (stonoge) i Hexapoda (Sesteronosci) te isticu kako je osnovno obiljezje
¢lankonozaca egzoskelet. Kako bi se mogli pokretati u tom skeletu, noge su im ras¢lanjene
odakle i dolazi ime ¢lankonosci.

=

<
<

py)

n

N = Najaviti temu pitanjem: Kojem potkoljenu pripada razred kukaca? Napisati naslov
novog sadrzaja na plocu. Upozoriti uenike kako je potrebno tijekom cijelog sata prepisivati
sadrzaj s ploce.

U = Odgovaraju da razred kukaca (Insecta) pripada potkoljenu Hexapoda. Pisu naslov
novog sadrzaja u biljeznice.

SrediSnji

dio

N = Pomoc¢u PowerPoint prezentacije (Prilog 4) upoznati uenike s vanjskom gradom
kukaca ¢ije se tijelo sastoji od glave, prsa i zatka. Svaki od navedenih dijelova sadrzi razli¢ite
tjelesne privjeske. Upozoriti uéenike na postojanje iznimaka kod predstavnika kukaca ¢ija se
grada tijela razlikuje od one osnovne (porodica Hydrophilidae (vodoljupci)).

U = Uocavaju vanjsku gradu kukaca i tjelesne privjeske koji se nalaze na tijelu te shvacaju
kako postoje iznimke u gradi tijela kukaca.

PP

N = Pomocu PowerPoint prezentacije objasniti gradu koze kukaca koju ¢ini hitinska
kutikula.
U = Uocavaju od Cega je sastavljena koza kukaca.

N = Podijeliti radne listi¢e (Prilog 2) pomocu kojih ucenici shvacaju unutarnju gradu
kukaca. Objasniti zadatak te dati u¢enicima vrijeme za izvrSavanje zadatka.
U = Rjesavaju radne listi¢e u paru te provjeravaju rjesenja.

10

N = Prodiskutirati s uéenicima o na¢inu disanja s naglaskom na pojedine vrste koje su
razvile i dodatne nacine disanja kao S$to su sloj kisika koji se naziva plastron.

U = Aktivno sudjeluju u razgovoru o nau¢enom nacinu disanja i shvacaju kako postoje i
drugi nacini disanja kod kukaca.

N = Pomoc¢u PowerPoint prezentacije prikazati ucenicima razli¢ite usne organe kod kukaca
i objasniti kako njihov oblik utje¢e na nacin hranjenja te ih upoznati s gradom sastavljenih
o¢iju kukaca i ostalim osjetilima koje kukci posjeduju (osjetila za ravnotezu, opip, sluh,
toplinu, njuh).

U = Uocavaju razli¢ito gradene usne organe i gradu sastavljenih oéiju.
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N = Opisati koji misi¢i sudjeluju u letu kukaca. 4 | PP RIF|5

U = Uocavaju kako funkcionira let kukaca. P
N = Postaviti pitanje: Sto je preobrazba? Koje vrste prolaze kroz proces preobrazbe? | 5 | PP RIF
Upoznati ucenike s preobrazbom kukaca koja moze biti potpuna i nepotpuna kada nedostaje P 5

stadij kukuljice.
U = Odgovaraju na pitanja i uo¢avaju da postoji potpuna i nepotpuna preobrazba kukaca.

N = Prodiskutirati s uenicima o bioraznolikosti kukaca te usmjeriti paznju na to kakosu | 6 | PP R|F
kukci najrasprostranjenija i najrazliitija Zzivotinjska skupina. Pomocéu PowerPoint P
prezentacije upoznati u¢enike s nekoliko redova razreda Insecta te zajedno prodiskutirati o 15

zanimljivostima vezanim za odredeni red.
U = Aktivno sudjeluju u razgovoru o bioraznolikosti kukaca.

N = Postaviti pitanja: Nabroji i objasni nekoliko razloga zasto su kukci bitni za biosferu? 6 | PP RIF |7
Na koji nacin kukci Stete Zivotinjama, ljudima i biljkama? P
U = Aktivno sudjeluju u razgovoru i navode koje su vaznosti i Stetnosti kukaca za
biosferu.
Zavrini N = Podijeliti radne listice (Prilog 3) pomocu kojih ¢e u€enici samostalno nauditi vise o | 6 | RL TP |10
dio produktima kukaca koji su izravno korisni ¢ovjeku. Objasniti zadatak te dati uCenicima R

vrijeme za izvrS§avanje zadatka.
U = Rjesavaju radne listi¢e u paru te provjeravaju rjesenja.

N = Najaviti ponavljanje nauc¢enog gradiva na nacin da nastavnik prvi postavi pitanje | R|F
uceniku i kaze jedan mjesec u godini. U¢enik koji je roden u tom mjesecu odgovara na pitanje
i postavlja novo pitanje kolegama u razredu.

U = Aktivno sudjeluju u ponavljanju nauc¢enog gradiva.

10

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - uenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za u¢enike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E — pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP —
projekcija prezentacije, V — video zapis, A —animacija, | — igra, U — igranje uloga, RS — raunalna simulacija, M — mikroskop, L — lupa, F — fleks kamera, T —tablet, MO — mobitel,
OP — organizator paZnje, AL - anketni listi¢c TM - tekstualni materijali (dodati prema potrebi) VM- vizualni materijali

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje

Oblici rada: | — individualno, P — rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno

Materijalna priprema

Nastavna sredstva (a) i pomagala (b):

a) nastavna sredstva - radni listi¢i
b) nastavna pomagala - ploca, kreda, laptop i LCD projektor

Plan ucenickog zapisa

Razred kukci (Insecta)

¢ imaju vanjski skelet - egzoskelet
e grada tijela:

a) GLAVA: 1 par ¢lankovitih ticala, 1 par sastavljenih ociju
b) PRSA: Sastoje se od 3 kolutic¢a: 1 par ili 2 para krila i 3 para nogu za hodanje
c) ZADAK

e disanje uzdusnicama ili trahejama

e usni organi za grizenje, sisanje, lizanje, bodenje i upijanje

e istezanjem i stiskanjem tijela unutarnje hvatiste krila mijenja polozaj (gore-dolje) u odnosu
na vanjsko hvatiste i krila se pomicu.

e preobrazba kukaca:
a) POTPUNA: jaja, li¢inka, kukuljica, odrasli
b) NEPOTPUNA: jaja, li¢inka, odrasli

o velika bioraznolikost kukaca: najrasprostranjenija i najrazlicitija zivotinjska skupina!
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Prilagodba za ucenike s posebnim potrebama

Ovisno o poteskocama ucenicima prilagoditi gradivo i zadatke.

Prilozi

PRILOG 1 Predstavnici ¢lankonoZzaca.

PRILOG 2 Unutarnja grada kukaca.

PRILOG 3 Ljekovitost i kemijski sastav meda.

PRILOG 4 PowerPoint prezentacija ,,Razred kukci (Insecta)®.
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Prilog 1

iformes)

cen

Cheli

Pauk (potkoljeno

Stonoga (potkoljeno: Myriapoda)
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Kukac (potkoljeno: Hexapoda)
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Prilog 2

RADNI LISTIC & UNUTARNJA GRADA KUKACA

ZADATAK: Procitaj navedeni tekst te pomocu njega i udzbenika na prazne crte
upisi odgovarajuce pojmove.

Zivéani sustav ¢ini niz zivéanih &vorova (ganglija), koji su ljestvicasto povezani.
Ganglij glave sloZene je strukture, najrazvijeniji kod zadruznih opnokrilaca, i to jace
u radilica nego kod spolnih Zivotinja. Nadzdrijelni ganglij je najrazvijeniji u tijelu
kukaca i naziva se cerebralni ganglij. Kod razli¢itih se kukaca opaza povezanost
izmedu veli¢ine mozga i stupnja aktivnosti.

je podijeljeno na prednje, srednje i straznje crijevo. Na prednjem crijevu
razlikujemo usta, zdrijelo, jednjak, volju i Zvacni predzeludac. Pomocu zdrijela sisu
hranu, a ako jedu tvrdu hranu, usitnjavaju je u zvacnom predzelucu. Hrana se
probavlja i upija u srednjem crijevu koje pocinje Zljezdanim Zelucem. Straznje
crijevo se otvara crijevnim ili analnim otvorom.

Disanje. Kukci diSu uzdusnicama ili trahejama. Uzdusnice se granaju po tijelu u sve
sitnije traheole koje dopiru do samih stanica i opskrbljuju ih kisikom. Na mjestu gdje
se koZa uvrnula nastaje otvor koji zovemo odusak(stigma). Traheje ulaze i u krila.

Krvotok. Kukci imaju slabije razvijen krvni optok. On se sastoji od jedne Zile koja
¢ini srce, a nalazi se na lednoj strani. Na srcu su koluti¢avo rasporedeni otvori-ostije.

RazmnoZavanje. Kukci su razdvojenog spola. Imaju parne jajnike i sjemenike.
Njihove spolne stanice (spermiji i jaja) odvode parne cjevcice koje se na kraju udruze
u neparnu cjevcicu. Kukci imaju jedan spolni otvor. Oplodnja je unutrasnja.

b—
—




RADNI LISTIC »> UNUTARNJA GRADA KUKACA

RJESENJE:

zadak prsa

ledna krvna zila

glava

cerebralni
ganglij

ticala

analni
otvor

. Zivcana
crijevo .
volja vrpca
usta
Zzdrijelo

oduiak zeludac dusnik
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Prilog 3

Med je sladak gust sok Sto ga pcele medarice
stvaraju od nektara koji skupljaju na
cvjetovima. Med je jedan od najsavrsenijih
proizvoda prirode i u njemu se nalaze gotovo
svi sastojci koji grade ljudski organizam. Svi
dosadasnji pokusaji industrijske proizvodnje
meda usprkos silnoj tehnologiji i ulozenim
ogromnim sredstvima dali su poraZavajuce
rezultate. Tajnu  proizvodnje  pravoga
prirodnog pcelinjeg meda pcele nose u svom tijelu i organima za probavu koji taj proizvod
pretvaraju u lijek gotovo nezamjenjiv u ljudskoj prehrani. Nema na svijetu péele koja
proizvodi lo$ med, a los med rezultat je industrijskoga punjenja meda ili loSega, nesavjesnog
i needuciranog pcelara.

Zreli med ne sadrzi vise od 15% vode, a pcele ga u sacu pokrivaju vostanim poklopcima i tako
¢uvaju od upijanja vlage i kvarenja. U medu se nalaze minerali, aminokiseline, visoko
vrijedne organske kiseline kao $to su mravlja, jabucna, limunska, octena, jantarna,
pigmenti, razni derivati klorofila, vosak te elementi kompleksa vitamina B. Neke vrste meda
sadrze znatne koli¢ine Zeljeza. Nektar koji pcele skupljaju iz cvijeca glavni je izvor
ugljikohidrata koje pretvaraju u lako probavljivi Secer. Glavni sastojci meda jesu
ugljikohidrati i oni Cine 95 - 99% suhe tvari ovisno o vrsti meda. Najzastupljeniji su: glukoza,
fruktoza, maltoza, saharoza i drugi.

Zadaci:

a) U tablicu razvrstaj ugljikohidrate koji su navedeni u tekstu.

monosaharidi

oligosaharidi -
disaharidi

b) Koji su korisni uc¢inci meda na organizam?

c) Nabroji neke anorganske tvari koje ulaze u sastav meda.

d) Koje vrste meda poznajes?

e) Kako bi razlikovao prirodni i med industrijske proizvodnje?

p.s. Ukoliko ne znas odgovor na pitanje upotrijebi joker: potrazi na internetu ili pitaj nastavnikal
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{ Prilog 4

| Prilog 4: PowerPoint prezentacija ,,Razred kukci (Insecta)” nalazi se u prilozima diplomskog rada.

Literatura

Baci¢ T, Erben R, Krajaci¢ M. 2009. Raznolikost zivoga svijeta, udzbenik biologije za drugi razred
gimnazije. Skolska knjiga, Zagreb.

http://www.bvo.zadweb.biz.hr/pages/kukci/kukci.htm
http://www.alfaportal.hr/phocadownload/osnovna_skola/7 razred/biologija/galerija_slika/index.html

Zabiljeske nakon izvedbe
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6. ZAKLJUCAK

Istrazivanje mitohondrijskog markera za gen citokrom oksidaza podjedinica | u 44 jedinki
vodenih kornjaSa roda Hydrochara, analiziranih u sklopu ovog rada, rezultira sljede¢im

zakljuccima:

1. Molekularni marker za gen citokrom oksidaza podjedinica | (COI) potvrdio se kao vrlo

dobar marker za odredivanje vrsta unutar roda Hydrochara.

2. Na lokalitetima Dopsin i Cepin identificirana je vrsta Hydrochara flavipes, §to ujedno

predstavlja i prvu evidenciju ove vrste na podruc¢ju Hrvatske.

3. Molekularnom identifikacijom odredene su dvije vrste iz roda Hydrochara na podrucju

kontinentalne Hrvatske, a to su: Hydrochara caraboides i Hydrochara flavipes.

4. Dobiveni rezultati se podudaraju s opée prihvacenom sistematikom baze podataka
Fauna Europaea prema kojoj je Hrvatska podrucje rasprostranjenosti dvije vrste iz roda

Hydrochara, vrste H. caraboides i vrste H. flavipes.

5. Razli¢itost uzorka s otoka Virje (OV) u filogenetskim analizama ukazuje na postojanje
prijelaznih oblika unutar roda Hydrochara, odnosno na prisutnost nove vrste na

podrucju Hrvatske $to se mora dodatno potvrditi buduéim istrazivanjima.
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8. PRILOZI

Prilog 1. PowerPoint prezentacija Razred kukci (Insecta)“

OSOBINE | ORGANIZACIJSKE RAZINE ZIVIH BICA

R
[ ]
Razred kukci (Insecta)
Maja Lesjak
Sistematika
» O) \: T e

‘,' '& BN ¢ ‘ ]
CARSTVO  KOLJENO RAZRED RED

Coleoptera

(kornjasi)
.« Vanjska grada kukaca
2 GLAVA ZADAK
\. 1 par ticala g Sastoje se od 3 kolutica:

Nema tjelesnih privjesaka
par sastavljenih oCiju > 1 par ili 2 para krila

3 para usnih organa > 3 para nogu za hodanj
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VANJSKA GRADA

’r‘.‘
porodice Hydrophilidae (vodoljupci)
2
-
/‘;\ = .
A4
»s Koza kukaca
= Tijelo kukaca prekriva HITINSKA KUTIKULA koju izluéuje epiderm
= Ona moze biti glatka ili s razli¢itim naborima, dladicama ili ljus¢icama
= Gornji sloj kutikule prekriva koji sprjecava gubitak tekucine iz tijela
= U kozi se nalaze brojni PIGMENTI pa su kukci razli¢ito obojeni
= Hitinsku kutikulu mijenjaju tijekom procesa
& = B CH3_ hitin
- OH 0=
4 NH
o O  HO
( HO (@) 19)
NH
O::< OH
CHs
Mm@ ’
-6, % 8

UNUTARNJA GRADA

Radni listi¢
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- Kukci diSu uzdusnicama ili trahejama
- Uzdusnice nastaju uvracanjem koze u unutrasnjost
tijela u obliku cjevéica

> Granaju se po tijelu u traheole
- Traheole dopiru do stanica te ih

opskrbljujus O, DISANJE

Tko Zeli znati vise! ;

Vrste iz porodica Hydrophilidae nose zrak u obliku zraénog
sloja (plastrona) koji je smjesten na dlacicama na
trbusnoj strani tijela te on vrsi ulogu $krga. Ove vrste
vodenih kornjasa kisik mogu uzimati direktno iz vode i
upravo zbog toga mogu ostati ispod povrsine vode duze
vrijeme.

L")
)

- )
o

za bodenje i sisanje za lizanje kod za upijanje kod za grizenjei

kod komarca whe Zvakanje kod

(- .
| Sastavljeno oko kukca
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Letni m
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" akrila
- B b hvatista krila
A M c lednotrbusni misici

1 d uzduzni misici

Istezanjem i stiskanjem tijela unutarnje hvatiste krila mijenja polozaj (gore-dolje) u odnosu na vanjsko

hvatiste i krila se pomicu.

Preobrazba kukaca

Preobrazba kukaca

POTPUNA NEPOTPUNA
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.

JAJE

Kriladi (PTERYGOTA)

-

Vodencvijetovi (EPHEMEROPTERA)

Leptiri (LEPIDOPTERA)

Tekuti MALLOPHAGA)

Opnokrilci (HYMENOPTERA)

Polukrilci (HEMIPTERA)

Beskrilci (APTERYGOTA)

Mrezo

krilci (NEUROPTERA)

Vretenca (ODONATA)

Ravnokrilci (ORTHOPTERA)

Buhe (SIPHONAPTERA)

Kornjasi (COLEOPTERA)

> Niu jednom stadiju Zivota nemaju krila

Kornjasi (COLEOPTERA)

- Najbrojniji red u Zivotinjskom carstvu

-> Poznato oko 300 000 vrsta

- Veli¢ina: 1 mm - 12 cm

- Dva para krila: gornje je tvrdo potkrilje, a ispod se slaze opnasto potkrilje
- Hrane se biljnom i Zivotinjskom hranom

- Hrustevi, tréci, jelenci, nosorosci, zlatne mare, krijesnice, vodoljupci, strizibube
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Leptiri (LEPIDOPTERA)

- Dva para mrezastih krila prekrivenih [justicama

- Sisu biljne sokove

- Liinke su im gusjenice

Vodencvijetovi (EPHEMEROPTERA)

-> Dva para opnastih krila

- Kao li¢inke Zive u potocima,
jezerima 2-3 godine

- Zive 1-2 dana do razmnoZavanja

Tekuti (MALL

- Nametnici na koZi toplokrvnih Zivotinja
> Krila suim zakrzljala

- Hrane se roznatim tvarima, dlakom i perjem
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Polukrilci (HEMIPTERA)

- Stjenice, bilje usi, cvréc

- Zive u vodi kao vodene stjeniceili kao nametnici

na Covjeku i Zivotinjama ili se hrane biljkama

-> Usni organi za buSenje koze sisavaca
- Vanjski nametnidi; siSu krv sisavcima

- Obicna us, us glave, odjevnaus

Vretenca (ODONATA)

- Licinke Zive u vodi

> Tijelo je vretenasto

- Vrlo su prozdrjivi
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Ravnokrilci (ORTHOPTERA)

- Zeleni skakavac, Zohar, bogomoljka

-> Usni organi za grizenje

- Hrane se biljnom hranom

skakavac

- Muhe, komarci, obadi
- Jedan par opnastih krila

-> Usni organi prilagodeni za lizanje, bodenjei sisanje

MreZokrilci (NEUROPTERA)

- Velika mrezasta krila
-> Usni organi za grizenje
- Liinke su grabeZljive i imaju potpunu preobrazbu
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Buhe (SIPHONAPTERA)

- Usni organi za buSenje koZe i sisanj

pticama i sisavcima
- Glava im je srasla s prsima
- Splosteno tijelo

/ osa

- Dva para opnastih krila, neke vrste imaju Zalac
-> Usni organi za grizenjei lizanje

- ose, pcele, mravi, bumbari

mrav

Bioloska vaznost kukaca

Kukci imaju veliku ulogu kao oprasivadi biljaka

8. T
30 &

Utjecu na rasprostranjenje biljaka

Kukci imaju vaznu ulogu u razlaganju mrtvih organizama
Kukci su vazna karika u odrzavanju kopnenog i vodenog ekosustava
Hrana su drugim Zivotinjskim skupinama

Produkti kukaca izravno su korisni éovjeku

Upotreba kukaca u medicini

o N mieim R

Idealni organizmi za fundamentalna bioloska istrazivanja

L I
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4" Stetnost kukaca

®C  » Uzrognici bolesti

Ce-Cemuha
Bolest spavanja

> Stetnici u poljoprivredi
Y 1

¥ P
Hrane

Komarac malaricar

Malarija / \

Kupusni bijelac
Licinke se hrane liscem kupusa
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