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Uvod

1. UVOD

Analize krvi u humanoj medicini, kao i kod viSihakeznjaka (sisavci, ptice)
vrlo su vazne metode utlivanja fizioloskih i patoloskih stanja organizmaasuiprot
tome, odrdivanje ovih parametara u krvi nizih kraljeznjakgy@sebno u tekinama
optjecajnog sustava beskraljeznjaka, joS j€at¢ u p@etnim fazama istrazivanja.
Hemolimfa dekapodnih rakova, kao njihova osnovnauksiirna i funkcionalna
jedinica, podlozna je fizioloSkim promjenama koje mogue sagledati kroz
biokemijske pokazatelje na ekstracelularnoj razi@ve promjene su inducirane
biotskim (vrsta, dob, spol, fizioloSko stanje orgama) i abiotskim (kakvéa vode,
temperaturagimbenicima.

Istrazivanja hemolimfe rakova su malobrojna i ddasabavljena iskljéivo na
vrstama koje ne obitavaju u Jadranskom moru. Njjeatvideno da se pojedini
biokemijski parametri hemolimfe mijenjaju obziroma fizioloSke procese kroz koje
organizmi prolaze tijekom razltih razvojnih faza, kao 5to su razvoj gonada ice®
presvi&enja, ujedno ukazu§iii na promjene okoliSa u kojem rakovi borave (Daove
sur., 2005; Travis, 1955 b). Neka od dosadasnjilazs/anja koja su obavljena na
rakovima odnosila su se na odir@nje dobi utvdivanjem sadrzaja lipofuscina u
centralnom Ziganom sustavu, Sto je potom pomoglo u procjeni eydktabilnosti
rakova (Maxwell i sur., 2009). Marco i suradnicB®B) istrazivali su neuropeptidne
hormone koji reguliraju mnoge fizioloSke proceseo k&to su reprodukcija,
metabolizam glukoze | pigmentacija. Velazquez (300@zlaze povezanost
reproduktabilnosti i promjene uvjeta okoliSa. Homalme promjene u hemolimfi kao
indikatori one€iscenja okoliSa ili promjena parametara okolisSa, kaom 3Su
zatopljavanje ustanovljene su i time je pdama mogudnost koriStenja rakova kao
biomarkera antropogenetskih kemijskih &8éenja (Lorenzon, 2005). Antropogena
ongis¢enja nerijetko se akumuliraju u moru iz kojeg sdikveroj vrsta lovi za
prehranu ljudi. Procjenjuje se da viSe od 2 miigljudi ovisi o proteinima iz mora
(Bowen i Depledge, 2006). To naglasava vaznostgaevja istrazivanja sa svrhom
proSirenja znanja vezanih za biologiju, fiziologijustandardizaciju biokemijskih
profila hemolimfe rakova kao bioloskih senzora.tblisgija pojedinih organa (jetre,
miSi¢a, Skrga, gonada) omaogye povezivanje biokemijskih parametara s

morfoloSkim i funkcionalnim stanjem tkiva.
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DosadaSnja istrazivanja provedena na biokemijskarampetrima i njihovoj
standardizaciji pokazala su da postoje varijacijeijgdnostima metabolita, hormona,
enzima, ali isto tako i elektrolita krvi riba ovisro biotskim i abiotskim faktorima,
npr. utjecaju sezone, temperature okolida, ishramste oZ-Rakovac i sur., 2002;
Adams, 1990¢0z-Rakovec i sur., 2005; McDonald, 1992)7-Rakovec i sur., 2009;
Coz-Rakovec i sur., 2008 ki0z-Rakovec i sur., 2008 a; TégPopove i sur., 2008).
Kod tri vrste uzgajanih jadranskih riba — lubinaidentrarchus labrax komate
(Sparus auratpi cipla (Mugil spp) jasno se pokazalo da sezona dinashrane kod
svake vrste daju spedifie rezultate u biokemiji njihove krviCbz-Rakovac i sur.,
2009). Malo je biokemijskih i histoloskih istrazija tkiva na vrstamd&alinurus
elephas (Fabricius, 1787),Maja squinado (Herbst, 1788) i Eriphia verrucosa
(Forskal, 1775) (Dul¢ i sur., 1995; Gamulin, 1995; Slavica i sur., 1998)

Rakovi u gladovanju ne mijenjaju vanjski izgledteiinu jer izgubljeno tkivo
nadomjeStaju vodom. Mogu pokazatelji hranidbenog stanja su tezZina
hepatopankreasa ili méiog tkiva ekstremiteta, ali to podrazumijeva uljgaili
ozljedivanje zivotinje. Idealna metoda procjene hranidigeistatusa, zdravstvenog
stanja, stadija preswanja i razine stresa mogla bi biti pretraga hemigirkao
nedestruktivha metoda i osjetljivija od onih metddbje se oslanjaju na fizioloSke
promjene organa (Dall, 1974 b; Floreto i sur., 2000ssila i sur., 2001; Chang,
2005). Ovakva istrazivanja dodatno zemaje dobivaju kod Zzivotinja interesantnih u
uzgoju, ulovu ili preradi, kao Sto su tri komertija vazne vrste dekapodnih rakova —
jastogPalinurus elephagFabricius, 1787.), velika rakoviddaja squinado(Herbst,
1788) i grmaljEriphia verrucosa(Forskal, 1775). Kod ovih vrsta ne postoje opSirna
istrazivanja biokemijskih parametara hemolimfe (@beliti, enzimi i hormoni). Stoga
ih je vazno provesti sa svrhom utiwanja i standardizacije biokemijskih profila
hemolimfe unutar pojedine vrste, kao i divanja razlika méu njima. Timece se
stvoriti nova znanja 0 spedifiosti vrsta obzirom na strukturu i1 funkciju
hepatopankreasa, funkciju ekskretornih organa,kistru proteina i energetski
metabolizam. Uz to, dopunie se znanja vezana za biologiju i fiziologiju ovitsta,
Sto ¢e pomai pri budutoj moguenosti uzgoja rakova od mrijesta do konzumne
velicine.

U Kanadi, SAD-u i Australiji napravilo se mnogo tase omoggtio uzgoj
jastoga. Znanja koja se morajudstda bi se moglo uzgajati rakove od mrijesta do

konzumne veliine multidisciplinarna su, ali ipak zafioju sa osnovnim
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poznavanjem biologije i fizioloSkih procesa kao Stociklus presvigenja, hranidba,

bolesti, spolno ponaSanje i genetika (Cobb i Ri1/li1980; Chittleborough, 1974).
Buduii da se jastog, zbog visoke cijene koja se za njegae posti na trzistu, sve

intenzivnije iskoriStava, potrebno je upoznati aesgimcimbenicima koji nam mogu

pomcii u monitoringu zdravstvenog stanja jastoga.

Prirodni resursi trziSno zanimljivih vrsta rakovajde&e su u prelovu ili u
max. odrzivom lovu (Cetidii sur., 1997; Philips, 2005). Razlog manjeg lovazm
biti bolest prirodne populacije, te su tako ShieldBehringer (2004) ustanovili
virusnu infekciju u jastogRanulirus arguskao mogui uzrok 45% smanjenog ulova.
U istrazivanju Gaffkemije, najpoznatije bolestitfaga, Stewart i suradnici (1966 a)
susreli su se sa problemom nedostatka fizioloS&dataka i biokemijskih parametara
koji bi sluzili kao osnova istrazivanja.

U novije vrijeme znatna se paznja poaye, uz Kklasinu statistiku i
matematikoj obradi podataka s ciliem da om@gusto objektivnije uoavanje
specifénosti kod pojedinih organizama, te istovremeno asigbovezanost pojedinih
podataka s njihovim uzrocima. Postupak “machinenieg methods” su na podacima
iz poljoprivrede razradili jo§ 1995. godine McQueesur., dok su je Mastrorillo i sur.
(1997) uspjesno primijenili prediajuci udio riba male veéine tijela u rijekama.
Prednost uporabe ove mateniladi obrade podataka, u odnosu na Klasistatisttku
obradu, zbog njezine sposobnosti neovisnog grupirgrodataka, u humanoj
hematologiji pokazali su Poynton i sur. (2009).dd@vim metodama dobru procjenu
rezultata pokazuje obrada poéno algoritama (,decision tree model”). Njezinu
uspjesnost u identificiranju preferencija premanistama morskih trpova pokazali su
Dzeroski i Drumm (2003). Ova metoda primijenjenhamatologiji riba, gdje su na
ovaj nain obrateni biokemijski parametri, olak3ala je njihovu stardizaciju Coz-
Rakovec i sur., 2008 a, b; 2009). Uz to je pokaziase na ovaj & korektno
klasificira 85,71 % uzoraka, te jasno na temeljwjibv biokemijskih osobina
identificiraju tri vrste morskih riba — lubin, koméa i cipal. Stogae ta metoda biti

primijenjena i u ovim istrazivanjima.
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2. HIPOTEZA | CILJ RADA

Pretpostavka je da su biokemijski profili hemolinpigedinih vrsta rakovaijja se
staniSta nalaze na radtim dubinama, teiji se bioloski ciklusi odvijaju u razito
doba godine, musobno raztiiti, kao i da ujedno odrazavaju znatan utjecaj dkibt
faktora (vrste, spola, dobi) na biokemijsku sliku.

Ovim istrazivanjem &kuju se nove spoznaje u pogtu

* FizioloSkog raspona biokemijskih parametara hemfelimju vrsta rakova
u metusvlianom periodu

* Povezanost biokemijskih parametara s morfoloskinfunkcionalnim
stanjem tkiva

» Modeliranje biokemijskih profila vrsta

Ovi rezultati¢e posluziti kao znanstveno utemeljena podloga @ badrzivo
gospodarenje i zastitu ovih vrsta rakova.



Literaturni pregled

3. LITERATURNI PREGLED

3.1. SISTEMATIKA | BIOLOGIJA ISTRAZIVANIH DESETERON OZNIH RAKOVA

3.1.1 BIOLOGIJA VELIKE RAKOVICE

Razred: Crustacea

Podrazred: Malacostraca

Red: Decapodi
Podred: Macrura reptantia
Sekcija: Brachyra (Latreille, 18B)

Porodica:  Maiidae (Samouelle, 1819)
Vrsta: Maja squinado (Herbst] 788)

Velika rakovica Maja squinadopripada porodiciMaiidae rakovica. Dugé&a je
prosj&no 111 cm, moze do&e do 250 mm duzZine i tezinu do 1,5 kg. Zivotrikldis traje 5-8
godina i podijeljen je na razdoblie rasta (2-3 gedli koje zavrSava terminalnim
presvi&enjem i razdoblje zrelosti tj. reprodukcije koje Zearajati 6 godina (De Kergariou,
1984). Zivi u Mediteranu, istmom Atlantiku od Sjevernog mora do sjevera Afrike
(Neumann, 1998). Boje je sderumene, a po nogama crveno izmrljana. Obitavéitpgom
Jadranu. Zivi na svakom dnu, ali se najvise zadriavljusturastom i koraljnom dnu (St&v
1968 b). Pokazuje sezonalnu i demografsku vanjaaijodnosu na dubinu, pa je ljeti u
uzobalnom i piem moru do 30 metara dubine, a tijekom zime se madeu dubinama i do
120 metara (De Kergariou, 1984). Mladi primjercidzavaju se u plitkim zasenim
podrijima. Svejed je, iako se pretezno hrani algamajesliise u proljée i u prvom dijelu
ljeta, pricemu Zenka moZe imati tvrdi oklop. Zenka je odrjestinka pri duzini tijela min. 13
cm, a muzjak pri duzini tijela min. 13,3 cm (Samgei sur., 1999). Uglavhom se love u
uzobalnom podriju. U mjesecu svibnju odrasle rakovice secaja u plitka podrgja i ¢esto
skupljaju u nakupine kojima je svrha zaStita oaqainih neprijatelja u vrijeme presekenja
(Stewi¢, 1971). Jednako tako nakupine jedinki se pojavljuj studenom $to se podudara sa
povratkom odraslih rakovica u dublja po&jau (Sampedro i Gonzales-Gurriaran, 2004).

Srednja lovna tezina je oko 0,30 kilograma (M#lj&2008).
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Slika 1. Velika rakovicaMaja squinaddHerbst, 1788)

3.1.2. BIOLOGIJA JASTOGA

Razred: Crustacea
Podrazred: Malacostraca

Red: Decapodi
Podred: Macrura reptantia
Sekcija: Palinura

Porodica:  Palinuridae
Vrsta: Palinurus elaphas (Falwius, 1787)

JastogPalinurus elephagripada porodicPalinuridae Dugaak do 45 cm i tezak 6-8
kg. Srednja lovna tezina iznosi 0,60 kilograma (&t 2008). Demerzalna je vrsta i
gospodarski najvazniji rak u istoom Jadranu (Ceti@ii sur., 1997). Jastog Zivi i u igioom
dijelu Atlantskog oceana od NorveSke do Mauritanije Sredozemnom moru jgest. Uz
hlapa je najvé jadranski rak. Boje je crvenkastoljg@bste. Obitava uzdudtave jadranske
obale, uglavhom na hridinastim predjelima. Zalan #1660 metara dubine, najviSe mu
odgovaraju polozZaji okrenuti prema jugu. Najbrojpg izmeiu 30 i 80 metara. Najgtd

naselja su visko, lastovsko i mljetsko podmorje.
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Slika 2. JastogPalinurus elephag¢Fabricius, 1787)

Hrani se raznovrsnim bodljikaSima, SkoljkaSima, gutha, ribom te raztitim
uginulim organizmimaHranidba ovisi o starosti odnosno ¥ali, te se tako sa ve€linom
povetava udio ribe u hrani (Goni i sur. 2001). Podatkgemovoj biologiji, rasprostranjenosti
I najpovoljnijim lovnim podrdjima na isténoj obali Jadrana, o razdoblju lova, ribolovnim
alatima i o zastiti iznosi Grubig§(1954). Aktivni su uglavnhom roi. Mrijesti se od jeseni pa
tijekom cijele zime (Grubigi 1982). Sparivanje jastoga obavlja se idmenuzjaka tvrdog
oklopa i zenke tvrdog oklopa (Marin, 1986). Zefé&aspolno zrela pri duZini tijela od min.
21cm, a muzjak pri duzini tijela od min. 22 cm ta §n treba najmanjéetiri godine Zivota.
Nedorasli primjerci presvt® se dva puta godiSnje (u prdkei jesen), dok se spolno zrela
zenka presvid samo jednom godiSnje i to u pralge (Slavica i sur., 2004). Zenka nosi pod
zatkom grozdove jaja. Inkubacija traje 3-9 mjesemiisna je o temperaturi. &inacki period
je dug, sa deset prestémja i moZe trajati 4-6 mjeseci kako navodi Jad&@88), ili 64-148
dana kako navodi Kittaka (2000). Juvenilni jast®anulirus cygnusne Zive na istom
podruju sa odraslim primjercima ¢eu zasttenim plitkim lagunama gdje provedu prve tri
godine do 5 godina i zatim se pridruzuju odraslimmpercima (Phillips i sur., 1977).
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3.1.3. BIOLOGIJA GRMALJA

Razred: Crustacea
Podrazred: Malacostraca

Red: Decapodi
Podred: Macrura reptantia
Sekcija: Brachyura

Porodica:  Xanthidae
Vrsta: Eriphia verruccosa (Fakal, 1775)

Grmalj, Eriphia veruccosapripada porodiciXanthidae Zivi u Mediteranu te u
istocnom Atlantiku od Biskajskog zaljeva do Mauretanifgoje je crvenkastosmie do
zelenocrnkaste, sa zutim mrljama. Naraste u dulgoul20 milimetara, a teZzine do 0,40
kilograma. Prosgni primjerak tezi 0,05 kilogram (Mili§f 2008). Nalazimo ga
rasprostranjenog po Skrapljivim i grebenastim afsalal plitkom moru (Flores i Paula, 2001).
Hrani se Skoljkama i puzevima (Silva i sur., 201Basprostranjen je po cijeloj obali

Jadranskog mora. Mrijesti se u od lipnja do kragbokoza (Erkan i sur., 2008).

Slika 3. Grmalj, Eriphia veruccosdForskal, 1775)



Literaturni pregled

3.2. ANATOMIJA | FIZIOLOGIJA ORGANSKIH SUSTAVA DESE TERONOZNIH
RAKOVA

Vodeni biotop primarno je staniSte rakova. Néju&oj rakova Zivi u moru, dok ostali
nastanjuju vode na kopnu i kopno (Matiin i sur., 1999). Tijelo rakova izgiano je od
prostomija sprijeda, razitog broja kolutéa i telsona na kraju. Stalan broj koéatiimaju
samo ViSi raci Malacostraca.Jednostavniji oblici viSih rakova imaju 21 trupkoluti¢, a
ostalima je posljedn;ji trupni koldtireduciran u potpunosti, te ih je 20. d&lekoluticima
mogu se razlikovati glaveni koldti(cefalomere), prsni koluii (torakomere ili pereiomere) i
zactani kolutii (pleomere). Kod desetoronozaca granica tumgereiona i pleona nalazi se
iza 8. pereiomere. Dolazi i do duplikature kozesakaksa koji se nadeoj strani spoji sa
pereionom. Postrani rubovi periomera su slobodnkadae Skrzni pokrovi, branhiosteqiti,

zatvaraju oko bokova tijela sa svake strane pastg&rznu Supljinu.

Slika 4. Opéa anatomija (preuzeto iz Mat@hkin i sur., 1999) 1. antenule, 4. rostrum, 6.
zvani zeludac, 8. Zlijezda srednjeg crijeva, 9. skgetijela, 10. srce, 11. jajnik, 12. straznja
aorta, 13. crijevo, 15. zéana vrpca pleona, 16. telson, 17. uropod, 20. ant2h. zelena
Zlijezda, 22. usta, 23. dz@na vrpca pereiona, 24. ventralna arterija pereidhajajovod, 26.
trec¢i pereipod, 27. ventralna arterija pleona, 28. pt&b, 29. crijevni otvor, 30. sternalna
arterija, 31. osfje, 32. ostija, 33. arterije Zlijezde srednjegeng, 34. pilokki Zzeludac, 35.

o¢na arterija, 36. mozak, 37. oko

Dva su podreda deseteronoznih rakova, plifidatantig i puzai (Reptantid. Puzéi

su, s obzirom na duzinu zatka ili repa razvrstamidngorepce, srednjorepce i kratkorepce
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(Treer i Tucak, 1991). Kod dugorepaca je zadak ¢riga krupan, te zavrSava sa repnom
lepezom. Manji mekani zadak imaju srednjorepci, anjmzavrnut poput male piece ispod
glavoprsnjaka imaju kratkorepci.

Na glavi rakova nég&e se istiu dva para ticala ili antene koja sluze kao osjetni
organi, ali mogu koristiti i za kretanje i pridrzamje. Prva ticala sluze za primanje opipnih i
mirisnih podrazaja. Druga ticala gena su n@e&e kao rasljaste nozice i sluze za veslanje.
Noge na trupu su prsne noge ili pereiopodi icaag noge ili pleopodi. Visi raci imaju 8 pari
prsnih nogu, razvrstane u dva dijela. Kod desetgtaca su tri paréeljusne noge, a pet pari
nogu sluzi za hodanje. Visi raci imaju 6 pari &giih nogu koje su gdane kao prave
rasSljaste noge. Kod muzjaka deseteronozaca prd&aspara izmijenjena u organ za parenje.

Tjelesna Supljina podijeljena je pregradama u nk&okomorica. Postoji velika
srediSnja Supljina, crijevni zaton, u kojem se malarobavilo, a sa svake strane suo
zatoni u kojima su mi&i. Gotovo svi misti su popréno-prugasti. Na k#noj strani je
perikardijalni zaton. Svi prostori obavijeni sutefom i sadrze hemolimfu. Raci primaju kisik
iz vode. Kod rakova s odebljalom kutikulom &td su epipoditi pereipoda paani i ha
razne ndine razvijeni u sSkrge.

Vecina se rakova razvija preobrazavanjetinke. Prvobitni oblik I[Einke je nauplij. U
viSih rakova taj zametni nauplij napreduje u jajgta se razvijaju novi koludi i nastane
licinka zoeja. Léinka nauplij ima oblik listonoSca. Njezino tijelgakoluticavo i na njemu su
tri para udova iz kojih se u tijeku preobrazbe fany prednja i straZznja ticala te gornje
celjusti. Sprijeda binka ima nauplijevo oko, a na kraju tijela dvijdidne cetine. Slijedéi
koluti¢i buduteg raka nastaju na starijem naupliju, time mu gdotiproduljuje, pa postaje
metanauplij.

Visi raci napustaju jaja u stadiju naprednijéinke zoeje koja weima parne & i
zatetke svih koluita, samo na zadnjih 6 koléé nema joS nikakvih nogu. Na tijelu zoej& ve
je odijeljen glavoprsnjak i maleni zadak. Da lakébdi zoeji su na glavoprSnjaku izrasle
velike bodlje. Zoeja ima neparno nauplijevo okoelike parne sastavljenecio U tijeku
preobrazbe izrastu prsne noge, ¢gate noge, pa se zoeja razvije u metazoeju i datjnjo
preobrazbom u odraslu jedinku. Namekniraci imaju nazadnu preobrazbu jer se néjadeo
organa lkinke smanji, u nekim sti@jevima i nestanu, pa je odrasla jedinka jednog&gvn
grade od Iginke.

Vecina se rakova brine za svoje potomstvo, osiirakih rakova koji ispustaju jaja u
vodu. DeseteronoZ¢uvaju jaja na nogama pleopodija, neki ih sakrivegLzasttena mjesta,

a kod nekih se leglo razvija u leznom prostorur@menom godisnjih doba mijenja se i oblik

10
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nekih rakova, ljeti su \@&, a zimi manji. Te promjene se&ituju u duljini, obliku tijela i broju
embrioniranih jaja u leznom prostoru. Pri svakoy@moj poviSenoj temperaturi pove se i
broj jaja u leznom prostoru. Ako se toplinski optimn prekorai tada se kao i pri snizenoj

temperaturi vode broj jaja smaniji.

3.2.1. PROBAVNI SUSTAV

Probavni sustav ima ulogu uzimanja hrane, mekkagi usitnjavanja, kemijske i
biokemijske razgradnje, st&ne apsorpcije i uklanjanja ekskreta. Uratanaajnim
razlikama u gréi probavnog sustava deseteronozaca, osnovn&jkeana staknoj razini,
mehanizam apsorpcije i uskladiStenja hranjivihitvar zajednike (Ceccaldi, 1998 b).
Probavni trakt odraslih deseteronozaca podijegemg tri glavna dijela:

* Prednje crijevo (stomodeum) koje ukljye usta, jednjak i Zeludac
» Srednje crijevo (mesenteron) koje ukljje srednje crijevo, slijepo crijevo i probavnu
Zlijezdu (hepatopankreas)

» Straznje crijevo (proktodeum) koje uldjuje rektum i anus

3.2.1.1. Prednje crijevo

Probavilo rakova p#inje ustima s donje strane glave i proteze se djeiatdo
crijevnog otvora na telsonu. Gornjeljusti sucévrste i sluze za drobljenje i grizenje, a donje
su slabije i sluZze za pridrzavanje pemu se pomazu i sa prednjim parovima prsnih nogu.
Kod deseteronoznih rakova jednjak je jako krat@ipzen cilindrénim epitelom. Taj dio
probavila je ektodermalnog porijekla i iznutra jbagijen intimom koja se kao hitinska
kutikula presvde pri svakom presvtgnju. Tri vrste miginih vlakana obavijaju epitel i
onemoguuju regurgutaciju hrane. U Palinura jednjak se zia@tovo vertikalno poloZzen u
odnosu na horizontalnu liniju koja prati duzineld. U zeludac ulazi neSto posteriornije. U
Brachyura jednjak je povezan sa zelucem u antetalaom dijelu (Forest i Vaupel Klein,
2006).

Zeludac zauzima prostor prednjeg dijela glavopknjaPrve opise Zeludaca
deseteronoznih rakova dao je Mocquard (1883) kogtsuhvaali opise viSe od Sezdeset vrsta
rakova, dalje su opisi proSireni u radovima Maynaiando (1974), Felgenhauer (1992),
Dall i Moriarty (1983). Podijeljen je na dva dijelaredniji ili kardija&ni (pars cardiaca, koji
se preko otvora, kardije, otvara prema jednjaktrazeji piloricki (pars pyloricg koji se

11
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preko otvora, pilorusa, otvara prema srednjem \arijePrednje crijevo seze sve do kraja
Zeluca. Prednji dio kardigaog prostora ima tanku stijenku koja je fleksibilngluzi za
prihvat neprobavljene hrane. Straznji dio karthigg prostora zajedno sa dijelom pitiag
¢ini misi¢no-hitinozno podrée koje se naziva i zetani mlin ili proventriculus Stijenka
ovog dijela Zeluca ofmna jecvrstim kalcificiranim dijelovima kutikule koj&ine plate i
osikule i pokréu se mi&ima. Zeli&ani mlin prvi je opisao Geoffroy (1709), Huxley 83
uocava razliku izméu dijela koji sluzi za mljevenje tj. usitnjavanjalijela koji filtrira, a to
potvrduje i Ngoc-Ho i Nguyen (1984) koji su préavali velkine ¢estica hrane u raznim
dijelovima Zeluca. Zekani mlin se sastoji od osikula koji se mogu uspitire@ zubima u
kraljeznjaka i sluze kao dio za mljevenje hranejeld koji se nalazi u posteriornom dijelu
kardijatnog prostora i nastavlja se u piton prostor, a sastoji se od sustava utora i z&lsta
sa dodatnimtvori¢ima, bodljama i kontrolira vealinu ¢estica kojace se propustiti u srednje
crijevo tj. ima ulogu filtracije. Osikule su i@%e parne, podijeljene su u sedam kategorija na
osnovu njihove lokacije, inervirane su iz stomasigénog ganglija sa 23-30 zivaca. U
Palinura ventralno kardiae osikule su reducirane, inervirane sa 12 zivawgeglom iz
stomatogastnog ganglija (Moulins i Vedel, 1977). U Brachyuraikule su u potpunosti
razvijene (Barker i Gibson, 1978).

Anteriorni cekum

Pilori¢ni Zeludac

Kardijacni zeludac

Jednjak

Slika 5. Shematski prikaz prednjeg i srednjeg crijeva u @enozaca (preuzeto iz Ceccaldi,
1989).
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Hrana ulazi u Zeludac i kie se dorzalnim dijelom kardijnog prostora, slijedi
Zzeluwani mlin gdje se usitnjava i ulazi u pildni prostor gdje se nastavlja usitnjavati p@mo
lateralnih osikula i vréa se u prednji kardigmi prostor da bi se ponovno usitnila u Zelnom
mlinu. Samo najfinije&estice hrane u koloidnom stanju ili sitnije ulazeradnje crijevo gdje
se odvija biokemijska probava hrane p@moenzima koji se proizvode u stanicama
hepatopankreasnih tubula. Grubestice i neprobavljene tvari usmjeravaju se u Bjeaz
crijevo. U Zeldanom mlinu hrana se mijeSa sa probavnim sokom jgogmeie boje. U
probavnom soku nalaze se enzimi: proteaza, tripsimotripsin, karboksipeptidaza,
deoksiribonukleaza, ribonukleaza, fosfataza, cedylaitinaza, amilaz#, glukanaza, manaza,
maltaza, izomaltaza, esteraza, hemicelulaza i dib@n(Kooiman, 1964; Takahashi i sur.,
1964; Brockerhoff i sur., 1967; Wojtowicz i Brockeif, 1972). Sadrzaj z¢aog Zeluca je
kiseo (pH oko 5,1). Djelovanjem enzima bjalamnine, ugljikohidrati i masti razgrade se na
svoje sastavne dijelove. Hrana iz straZznjeg digianog Zeluca dospije u slijepe mjeSinice
srednjeg crijeva i tu se hrana potpuno razgradiesorbira. Cijelo prednje crijevo
ektodermalnog je porijekla i mijenja se tijekom uiecenja.

3.2.1.2 Srednje i straznje crijevo

Srednje crijevo se sastoji od zlijezda srednjegewai (hepatopankreas), srednjeg
crijeva i anteriorno poloZzenog cekuma. Oblaze émgeslojni cilindreéni epitel koji je obavijen
uzduznim i prstenastim m&iim slojem. Hepatopankreas je parni Zljezdani orgaji
zauzima velik dio volumena glavoprsSnjaka i polozenateralno od zeluca. Svaka lateralna
strana sastavljena je od dva ili viSe reznjevgreavnim sustavom je spojena preko glavnog
kanala ili preko prednje komorice u koju se otvarajojni kanali. Glavni kanal se grana na
sekundarne, tercijalne i tako do krajnjeg slijegaanala. Promjer kanala se grananjem
smanjuje. Svaki kanal je gtan od epitela sa probavnom ulogom, bazalne memprane
kontraktilnih stanica i tunike proprie (Verri i su2001). Kanali su obavijeni méiim slojem
koji osigurava kretanje tekine kroz kanale. Sadrzaj kanala prazni se u Zelgdpgcse odvija
probava. Boja hepatopankreasa moze biti crvenadanzelena, Zuta, plava ili kestenjasta i
ovisi o kolkini i vrsti pohranjene hranjive tvari (Gibson i Bar, 1979). TeZina
hepatopankreasa iznosi 2-6 % ukupne tjelesne t@ziemu njegova tezina ovisi o kaini
pohranjenih hranjivih tvari i stupnju presténja (Martin, 1973). Uloga hepatopankreasa je
raznovrsna: apsorpcija hranjivih tvari, sekrecijazima, osmoregulacija, detoksikacija,
pohrana hranjivih tvari (Vonk, 1960; Yonge, 1924e@ i sur., 1974; Ahearn i sur., 2004).
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Jacobs (1928) je klasificirao stanice hepatoparsa®a osnovu histologije ito na E, R, F i B.
E ili embrionalne stanice nalaze se na krajevimmaah&a. Mitotickom diobom od ovih stanica
nastaju R ili resorptivne i F ili vlaknate stanic8 ili mjehuraste stanice koje nastaju od F
stanice. Al- Mohanno i Nott opisali su i male Mrstae 1985 godine. R stanice su najbrojnije,
imaju granule koje mogu sadrzavati kalcij, fosforagnezij, olovo (Hopkin i Nott, 1979),
americij i ostale radionuklide (Paquet, 1991) Staauje da bi te stanice mogle imati ulogu u
detoksikaciji. Osim toga u zrelim R stanicama niataz lipide, glikogen, bakar, cink i
sumpor. F stanice sintetiziraju probavne enzimed@palaze u stafmim granulama i prazne
se u lumen kanala. U hepatopankreasu se pohrargagrve za razne organe, pa tako
nalazimo lipide, pigmente i metale koji su nuzrijeku presvigenja (Drach, 1939). Lipidi su
glavni izvor energije, mjesto pohrane je hepatopzaxk U gladovanju se datgm pad
lipoproteina, zatim proteina. U hepatopankreasu na&uplja i glikogen (kojeg prije
presvigenja ima vise), masti, kao i mineralne tvari (Kelei fosfat i magnezij fosfat).
Kalcosferiti tj. nakupine kalcij fosfata u hepatogeeasu najbrojnije su u krajnjem
prijesvlia&nom periodu i predstavljaju rezervu za brzu kateifiju oklopa (Travis, 1955 a).
Ogura (1959) utvduje da se bakar pohranjuju u stanicama sa lipidratihama, a Zeljezo u
vakuolama stanica sa malo pohranjenih rezervi. d€a@i bakra, cinka, magnezija i kalcija
jako varira ovisno o stupnju prestéaja (Al- Mohanno i Nott, 1985). U hepatopankreasu
nalaze i slobodne amino kiseline koje se mobiljaina procesu prilagodbe na promijenjeni
salinitet (Richard i Ceccaldi, 1975). Kg&ha karotenoida kao 5to su zeksantin, beta karoteni
astaksantin povana je u vrijeme spolnog sazrijevanja tj. formieajgja (Vincent, 1988 b).
Srednje crijevo posjeduje sluzne Zlijezde koje isvggadrzajem obavijaju feces i formiraju
peritroficnu membranu. Osim toga srednje crijevo ima vazogwl absorpciji vode koja se
odvija neposredno nakon odbacivanja oklopa (MyKISS0).

Zavrsni dio probavila naziva se straznje crijevazel je od srednjeg i ektodermalnog je
porijekla. Oblozen je jednoslojnim cilindnim epitelom i hitinskom kutikulom iznutra i
slojem prstenastih i uzduznih nd8i izvana. Sadrzaj crijeva Kee se peristaltikom i

antiperistaltikom.

3.2.2. OPTIJECAJINI SUSTAV

Optjecajni sustav ima ulogu dostatne opskrbe duiratkisikom i hranjivim tvarima,
uklanjanje otpadnih produkata mijene tvari i dostésormona. Sustav je otvoren i sastoji se

od srca, pom@nog srca, arterija, kapilara, sinusa i lakuna. Zlstmgenosti optjecajnog
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sustava u deseteronozZacaimjenice da je kod njih termin ,otvoreni sustav‘tas kao
histoloski termin, a ne govori o njegovoj funkcitmzsti Reiber i McGaw (2009) predlazu da
se ovakav sustav nazove nepotpuno zatvoreni subkegostatak se nalazi u venoznom
sustavu u kojem lakune ne posjeduju pravi enddelija istrazivanja navode da lakune
morfoloski slte kapilarama, a nedostatak endotela moze se komafmzazalnom laminom
proprijom organa koje oplakuju (McGaw, 2005). Seee proteze cijelom duzinom tijela i
sastoji se od kardiomera od kojih svaka ima pajaospar lateralnih arterija. Srce je svojom
ulogom vezano za mjesto izmjene plinova te je taj@ u tom podiju i nazivamo ga
ventrikul, a u podr&jima bez mogtnosti izmjene plinova ostije i poneke arterije n&tdgu
(McMahon, 2001 a). Na mjestima kardiomera u stjemkae nalaze popfeo prugasti misi.
Deseteronozni rakovi nastanjuju raznolika pdégruod dubokih mora, plitkih uzobalnih
pojaseva, rijeka do kopnenih podjar Evolucijski su se prilagiavali zahtjevima okolisa i
razvili prilagodbe vidljive u grdi optjecajnog sustava. Srce se skratilo Sto jalpratomjene

u metamerama tj. spajanje somita (Wilkens, 1999).

Ostija

Ostija

Anteriorna
arterija

é/I\ Zalistak
%
% N\ 8
\\)
Anteriolateralne

N / N W
arterije Hepati¢ke arterije

Sternalne arterije Deorzalna abdominalna arterija

Slika 6. Shematski prikaz razvoja optjecajnog sustava u tdes®zaca: A. prikaz
optjecajnog sustava u stomatopodahipotetski prelazni oblik C. prikaz optjecajnogtayva
u dekapoda (preuzeto iz Wilkens, 1999)

Srce se kod deseteronoznih rakova nalazidroiestrani, predstavlja sktanje tri kardiomere

(Wikens i sur., 1997 b) i ima tri para ostiola, dvara s léne strane i jedan par s trbusne.
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Ostiole imaju oblik Iée i otvaraju se u paralelnom smjeru sa émi$n viaknima. Glavni je
organ propulzije hemolimfe, u tome mu pomazu pémocsrce i okolni migi. Srce ima jednu
komoru, graeno je od unutarnjeg pogre prugastog midnog sloja i vanjske adventicije,
pravi endotel ne postoji, iako se kod nekih rakpegvljuje sloj vezivnog tkiva. Predstavlja
0,1-0,15 % ukupne tezine (Maynard, 1960). Nalaziusperikardijalnoj Supljini koja je
obavijena vezivnim tkivom i posjeduje tri ligamemkigia ga povezuju sa srcem. Dijastolu srca
omoguuju ligamenti svojim Sirenjem. Usmjeravanje hemdénostvareno je zaliscima.
Zalisci mogu biti na ptetku arterija koje izlaze iz srca, unutar artefiijaunutar venoznih
sinusa pa se prema tome oana kao kardioarterijalni, arterijalni i venozni liszi
(Matonikin i sur., 1999). Zalisci su polumjessesti. Na kraju dijastole ostiole se otvaraju,
kardioarterijalni zalisci se zatvore, s&nsnjem ligamenata miokard se raSiri. Krv iz
perikardijalnog sinusa ulazi u srce kroz ostiolakbdh toga nastupa kontrakcija miokarda,
ostiole se zatvaraju, intrakardijalni tlak rasteyrdioarterijalni zalisci se otvaraju i srce se
prazni. Putem arterija i kapilara krv dolazi dovkki Stijenka arterije gdgena je od intime,
endotela i debelog kolagenog sloja. U zilama netg@smiStna vlakna, pa je elasticitet
ovisan o intimi ili o povrSinskom sloju endotelngtanica. Pretpostavlja se da hemolimfa
prelazi iz arterija i kapilara u intersticijske lake, a onda u venske zatone tj. sternalni sinus
odakle ulazi u ventrolateralne branhijalne sinusa torakalne sinuse. Brahijalni sinusi
skupljaju deoksigeniranu krv, usmjeravaju je preskagama gdje se oksigenira i preko
brahioperikardijalnih Zila odlazi u perikardijaldupljinu. Sinusi su ond@eni jasno vidljivim

membranama, a lakune ih nemaju.

Perikardijalni sinus

Srce sa ostijama
Dorzalna abdominalna

arterija e ’ S e - Antenalna arterija

Veniralna abdominalna arterija  Sternalna arterija Ventralna arterija

Slika 7. Optjecajni sustav u dugorepaca
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Rad srca je pod kontrolom¢anog gangliona sa devet Zivaca koji osiguravajmiio
stezanje srca. Perikardijalni organ koji se nalaziperkardijalnoj Supljini oslolda
neurohormone koji mogu utjecati na rad srca ivegaise CCAP (McMahon, 2001 a). Brzina
kucanja srca je razita, kod manjih srce brze kuca u odnosu na vebken toga povéavaju
se otkucaji srca poviSenjem temperature i smamenigtenziteta svijetla. Smanjenjem
kolicine kisika smanjuju se i otkucaji srca (McMahonur.s 1997).P. interruptusima 60
otkucaja u minuti i najviSi izmjereni krvni tlak teakova (Belman, 1975). Acetylcholin,
dopamin, glutamati i adrenalin ubrzavaju rad sm&ane rakova, izuzev koBaphnie(Green,
1961), dok ga GABA usporava.

Hemolimfa iz srca izlazi u 5 anteriornih i dvijegteriorne arterije. Medijalna arterija iléma
vodi hemolimfu do mozga,¢gu i antenula. Belmann je 1975 godine opisao pé&macsrce ili
cor frontale kod Panulirus interruptus Rad srca moZzZe biti p@jan poménim srcima.
Pomana srca pouwsavaju tlak samog srca koji nije dovoljan da bikse potisnula u sva
podruja tijela. Ona swesto samo lokalna proSirenja koja mogu smanjivabj ®bujam
pomcaiu kontrakcija tjelesnih mi&a. Takvi se migi pri¢vrséuju na karapaksu, stijenci zeluca
ili prolaze uz krvne Zile. Nedostatak zalistakaamatnom srcu umanjuje mogaoost prave
sikane funkcije. Steinacker (1978) je utvrdio da néwedinacije izméu srca i poménog
srca. Dva para postranih arterija su anteriornerigeti hepatike arterije. Anteriorne arterije
opskrbljuju hemolimfom mise, probavni sustav, hepatopankreas, ekskretornanerg
gonade. Hepatke vode hemolimfu u hepatopankreas. Posteriorndyuibus arteriosus
izlaze parne sternalne arterije koje vode u pleepdtlipede i ventralna abdominalna arterija
koja opskrbljuje abdominalnu muskulaturu i probasustav. Dorzalna abdominalna arterija

proteze se do kraja telsona.
3.2.2.1. Hemolimfa

Hemolimfa je krv rakova. Sastoji se od plazmeimlocita. Mijenja sastav ovisno o
fizioloSkom stanju Zivotinje, tijekom ciklusa préagenja i u odnosu na uvjete okoliSa. Stoga
je prosj€éne vrijednosti potrebno sagledavati u okviru ovitjecaja (Maynard, 1960).
Specifena tezina hemolimfe raznih vrsta deseteronoznibvalkree se od 1,025-1,052, Sto
je malo viSe od speciine tezine morske vode. Plazriai voda, ioni, ugljikohidrati, lipidi i
proteini. Hematokrit je mali i iznosi 1 % (Drach939; George i Nichols, 1948). Volumen
hemolimfe je promjenjiv i pros§mo je 20 % od tezine Zivotinje. Anorganski dio sase od

Na', K*, c&*, Mg** i CI. U hemolimfi morskih rakova ima manje magnezijggmeu
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hemolimfi drugih beskraljeZznjaka, isto tako racajmmanje natrija od morskih koltiéivaca,
mekuSaca i bodljikaSa. Respiratorni pigment rakggdnemocijanin, uvijek je slobodan u
hemolimfi, nema ga u stanicama. Sinteza hemocigaadvija se u hepatopankreasu (Taylor i
Anstiss, 1999). U deseteronozaca su identificiramapodtipa hemocijaninan, B, i v
(Burmester, 2004). Hemocijanin predstavlja 80-9%ukapnih proteina u hemolimfi rakova
(Djangmah, 1970). Kalina ovisi 0 stupnju preswanja, hranidbenom statusu, stresu i
zdravstvenom stanju (Boone i Schoffenich, 1979; éfdagn, 1983, 1986; Yoganandhan i
sur., 2003). U sastavu hemocijanina kod hlapa i$ 1@%5% C, 6,85 % H, 16,78 % N, 0,90 %
S, i 0,187 % Cu (Matookin i sur., 1999). Postoji korelacija u k&hi Cu i Zn kod
deseteronozaca (Martin i sur., 1977). Pretpostadjda je uloga cinka stabiliziranje kvaterne
strukture hemocijanina. Hemocijanin je bezbojatikeemolekularne tezine, vezan s kisikom
je plave boje (Green, 1961). Od organskih spojefiaraolimfi rakova ustanovljeni sud&esi,
lipidi, neproteinski dusik i proteini u krvnoj plam.

Hemociti su stanice hemolimfe. Imaju niz fizioldski patofizioloskih uloga:
zarastanje rana, koagulacija, fagocitoza, inkapgalawvrscenja oklopa (Ravindranath,
1980; Hose i sur, 1987; Bauchau, 1981; Vacca iéfimgn, 1983). Broj stanica ovisan je o
fizioloSkom i zdravstvenom stanju zivotinje. Bragrhocita uCarcinus maenapoveta se za
100 % neposredno nakon preseiaja (Maynard, 1960). Tijekom bolesti broj hemodadita
hemolimfi moze pasti za 43 % (Yoganandhan i sudQ32. Klasifikacija se radi mnogo
godina, ali zbog raalitih kriterija koriStenih kod determinacije teSke faditi komparacije
vezane za izgled i funkciju (Martin i Graves, 198®&)se i sur., 1990). Klasifikacija prema
tinktorijelnim svojstvima stanica jako je osjethivéesto je neprimjenjiva za sve vrste rakova
(Martin i Graves, 1983). Martin i sur. 1987 godinapravili su klasifikaciju na kozici
Sicyonia ingentiskoja se oslanja na morfologiji stanica promatramlektronskim i
svjetlosnim mikroskopom, citokemiji i funkciji stema kao Sto su fagocitoza, koagulacija i
inkapsulacija i opisali su dvije kategorije, hijai i granulirane hemocite. Hose i sur. 1990
godine prosSirili su istrazivanje na tri vrste desehoznih rakovaHomarus americanys
Panulirus interruptusi Loxorhynchus grandisRezultati istrazivanja potvrdili su da se
hemociti deseteronoznih rakova pojavljuju u dvaikahl hijalini i granulirani. Panulirus
interruptusima najveéi postotak hijalinih stanica (56 %), 10-12 % madjtanulocita i 31 %
velikih granulocita. Hijaline stanice su male, retglazmatski omjer im je > 0,35. Hardy
(1892) ih je opisao kao jako osjetljive na vanjsikgcaje, kao Sto je strano tijelo, gemu
dolazi do dezintegracije stijenke i izlaska proégphe. Nazvao ih je eksplozivnim stanicama i

pretpostavio da sudjeluju u stvaranju koagulumagrdeje centralno smjeStena. Ako se bojaju

18



Literaturni pregled

sa tripanskim plavilom poplave prije same lize.n8ta posjeduju tanke citoplazmatske
granule, tijekom lize stanice sadrzaj izlazi u ptazi uzrokuje koagulaciju. Koagulacijski
protein (CP) je otoplien u hemolimfi i prelazi bffin aktivacijom koagulina u prisustvu €a
iona. Transglutaminaze se nalaze u hemocitima KiAprl960). Vacca i Fingerman 1983
godine ustanovili su da hijalini hemociti proizvodé&enolne proteine koji su potrebni u
bojanju oklopa, a granulociti proteine. Neposredrakon presvigenja (5-10 sati) broj
hijalinih hemocita se pova i stabilizira se nakon 24-48 sati, dok se brangiiranih
hemocita poveéa prije presviéenja.

Granulociti se dijele na male granulocite i velgkanulocite. Nukleoplazmatski omjer im je <
0,35, ne bojaju se tripanskim plavilom. Ne mijenjage morfoloski tijekom koagulacije.
Granulociti posjeduju citoplazmatske granule kajepszitivne na PPO i in vitro fagocitiraju
bakterije i hife plijesni. PPO-profenoloksidazeaejgzim ukljiten u mehanizam melanizacije i
prepoznavanja stranih tijela (Soderhall, 1982). iMm@hnulociti zaduzeni su za fagocitozu,
dok su veliki granulociti zaduzeni za inkapsulagliiose i Martin, 1989). Mitoza je dgena u
hijalinim stanicama i malim granulocitima Sto dpje na postojanje dvije linije stanica
(Martin i sur., 1987). Svi hemociti su PAS pozitivdto dokazuje da sadrze polisaharide,
glukozu, glukozamine, maltozu, glukozu 6-fosfat {dtzo i Marin, 2010; Dall, 1974 b).
Hematopoetsko tkivo nalazi se u dorzalnom ili dtatyalnom dijelu Zeluca, bazi II
maksilipeda i u &noj arteriji (Johansson i sur., 2000; Ghiretti-da&di i sur. 1977).

3.2.2.2. Obrambeni mehanizam

Rakovi posjeduju prirdeni imunitet, nemaju limfocite ni antitijela. Pr@eni imunitet
moze biti stariini ili humoralni. Stanini obrambeni sustav oslanja se na aktivnost hemocit
uklju¢uje fagocitozu, hemocitnu infiltraciju u oseo ili inficirano tkivo, koagulaciju i
inkapsulaciju. Humoralni obrambeni sustav se oalanf sekreciju stanica i stanu
dezintegraciju i djeluje sinergijski sa stamim te djeluju aglutinacijski, litki, precipitirajute
i baktericidno. U nespectinom imunoloskom odgovoru hemocita prepoznajemaiviaést
fenoloksidaza i malanizaciju (Sinderman, 1971; $bdd, 1999). Rakovi nemaju se&ni
imunitet ni imunoglobuline, ali imaju proteine pogmavanja (PRP) koji prepoznaju i
reagiraju na strane molekule (Cerenius i sur., 1994
Fagocitoza je temeljni i najvazniji oblik obrambemakcije organizma na infekcije. Osniva
se na sposobnosti stanica da mikroorganizme ilurdekigu stranu tvar prozderu i razgrade

enzimima. Mehanizam fagocitoze u rakova jednakn@no u kraljeSnjaka. Lizosomi- granule
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u citoplazmi fagocita sadrze antibakterijske tvahidroliticke enzime (Sinderman, 1971).
Infiltracija i nakupljanje hemocita u ogenom ili inficiranom tkivu dogda se sa svrhom
zarastanja tkiva i fagocitoze stranog tijela (Retl Rowley, 1979).

Inkapsulacija jetest oblik starinog obrambenog sustava. Invadirani organizam s&Zoka
malim i velikim granulocitima i stvara se fibrin. ddgulacija hemolimfe je sloZeni
biokemijski proces u rakova sa tri r&#ia naina formiranja koaguluma (Tait, 1911).
Sprjetava gubitak hemolimfe i sluzi u obrani od patogkomsu preveliki za fagocitozu. Tait
dijeli koagulaciju hemolimfe rakova na tri tipa: Aeglutinacija stanica bez koagulacije
plazme; B- aglutinacija stanica koju prati koagyéaplazme i C- istovremena aglutinacija i
koagulacija plazme. Daljnja istrazivanja dpju da je mehanizam isti, razlika je u brzini
oslobalanja stanine protoplazme i broju hemocita (Ghidalia i sur81,9Hose i sur., 1990).
Za proces koagulacije potrebni su plazma i starf@erliat, 1985). Klji&na sastavnica
koagulacije je CP protein ili koagulacijski proteimekad ga se nazivalo fibrinogen,
fibrinogenu nalik (Durliat i Vranckx, 1976), koagglen (Martin i sur., 1991). Po sastavu je
lipoglikoprotein, polimerizacija CP proteina ddgase pod utjecajem transglutaminaza. U
rakova transglutaminaze iz hemocita i njihovo oafi@imje u cirkulaciju zap®nju niz
reakcija sa CP-om (Martin i sur., 1991). Transghitze su C& ovisni enzimi koji su
sposobni stvarati- (y-glutamil)-lizin veze i formirati agregaciju prote& i mogu sprijéiti
diferencijaciju stanica u hematpoetskom tkivu ihoyo otpuStanje u hemolimfu (Fuller i
Doolittle, 1971b; Kopé&ak i sur., 1993; Xionghui i sur., 2008). Koagujaaisporava niska
temperatura (Dean i Vernberg, 1966). Promjene meral potrebnom za koaguliranje moze
biti indikator stresa (Durliat i Vranckx, 1983; 3ua i sur. 2001). Hemolimfa rakova
inficiranih virusom se ne gruSa (Yoganandhan i,s2003), skno je nd@eno kod infekcije
bakterijama (Lightner i Lewis, 1975; Stewart i sur969). Vrijeme koagulacije korelira sa
kolicinom neurohormona u oklopu (octopamin) koji ubrz&eagulaciju i sprjgava gubitak
hemolimfe kod ozljeda (Battele i Kravitz, 1978).

Velik dio proPO nalazi se u granuliranim hemocitjreko se u nekih vrsta rakova nalazi u
plazmi u neaktivnom obliku, prelazi u fenoloksidaP® pod utjecajem imunostimulansa
(Hernandez-Lopez i sur., 2003). Imunostimulanssgpstance koje p@ti imunoloSki sustav
na obranu od infekta. Proizvodi su mikroorganiz&aa Sto je- 1,3-glukan, peptidoglikani i
lipopolisaharidi. 1zvo3- 1,3-glukana su statnie stijenke gljivica i pljesni, peptidoglikani se
nalaze u stijenkama stanica Gram pozitivnih bajktea lipopolisaharidi u Gram negativnim
bakterijama. PO enzim je okiglaa reakcije koje vode inkapsulaciji, melaniza@g)utinaciji

i degranulaciji (Sodenhall, 1999).
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3.2.2.3 Biokemijski parametri hemolimfe

3.2.2.3.1. Metaboliti

Proteini krvne plazme

Krvna plazma sadrzi smjesu od stotinu eatdi proteina od kojih se naj¢edio nalazi u
tragovima. Oni su sastavni dio svake stanice. 8jwakontraktilne elemente i enzime koji
oslobalaju energiju potrebnu za odrzavanje zivota. Nalseeu krvi gdje imaju funkciju
transporta lijekova, hormona, vitamina i elekt@lkoji se vezu na proteine. Pojedini proteini
imaju  speciftne uloge npr. enzimi, hormoni, inhibitori enzimagktori koagulacije,
hemocijanin i zastitna funkcija. Utje na koloidno-osmotski tlak i time na raspodjelud&o
izmeadu vaskularnog i méustanénog prostora (Straus, 1988; Karlson, 1988)
Koli¢ina proteina plazme ovisi o stadiju presdaja i uhranjenosti (Stewart i Li, 1969; Dall,
1974 b; Hepper, 1977). Za vrijeme gladovanjadiodi proteina plazme pada. Prema Stewartu
i Li-u (1969) najviSa kotiina proteina je u miisvlaanom stadiju i u ranom predsél@om.
Laxmilatha i Laxminarayana (2004) nisu nasli pramejeu kvalitivnom sastavu proteina
plazme tijjekom razilitih faza presvi&enja, razlike su bile kvantitativne, ukupni protein
plazme rasli su od poslijes¥laog stadija, tijekom ndisvianog sa padom ukupne kihe
proteina neposredno prije presidaja. Razlike u kvalitativnom sastavu proteindemje u
tijeku razvoja gonada, Glikoprotein hemolimfe wnkeVG moze se & u hemolimfi i
njegova kol¢ina varira ovisno o stupnju zrelosti (Laxmilathaeixminarayana, 2004).
Ukupni proteini mogu biti pov@&ni tijekom nekih bolesti. Kod infekcijfenaeus indicusa
virusom (WSSV sindrom) poavaju se ukupni proteini i slobodne amino kiselime
hemolimfi, a smanjuju se u mé&ma i hepatopankreasu (Yoganandhan i sur., 200)l08
tomu mogu biti povéane kolEine virusa u hemolimfi, Sto je i poeno istrazivanjima (Sahul
Hameed i sur., 1998) ili sposobnost virusa da seag@m kao proteaza i razduge tkivo
(Beckage, 1996).
Lipidi
Osim kao izvor energije lipidi su neophodni za rgsbces presvienja, razmnozavanje,
sastavni su dio staime membrane i steroidnih hormona (Cooper i Hausnz&i0).
Trigliceridi su esteri trovalentnog alkohola gliokxr i masnih kiselina (Murray i sur., 2011).
Netopivi su u vodi. Lipidi krvne plazme ili serumeedstavljaju lipide u transportu u tkivo i iz
tkiva. Na ovim lipidima se @ odrazavaju promjene u metabolizmu i mobilizalggida.

Predstavljaju najvazniju grupu masnih supstanaglsdiSta energetskih potreba organizma.
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Deponirani trigliceridi predstavljaju rezervni maf@l iz koga se oslolda energija.
Deponiranje masti u vidu trigliceirida se odigravavim tkivima, méutim hepatopankreas
je u kvantitativnom smislu najvazniji depo masted@niranje i mobilizacija masnog tkiva
odigrava se stalno, bez obzira na gojno stanjetibjao U sliaju uzimanja velikih kotiina
hranjivih materija dolazi do ¥eg deponiranja triglecirida, dok se ud&ljevima gladovanja
rezerve ugljikohidrata iscrpe i energetske potrebgodmiruju powsanom mobilizacijom i
oksidativnom razgradnjom triglicerida masnog tkivAbog hidrofobnosti lipidi se u
hemolimfi transportiraju u obliku vodotopljive mélgle sastavljene od apoproteina i lipida
gradei lipoproteine. Dijele se po gustona VLDH (very low density), LDH (low density),
HDL (hight density) i VHDL (very high density). Lgproteini su glavni oblik transporta
lipida (Teshima i Kanazawa, 1980). Rege su to fosfolipidi (PL) ali mogu se @ai
digliceridi (DG), trigliceridi i hidrokarboni (Yep+Plascecnia i sur., 2000). Kolesterol je
izoprenoidni spoj koji spada u grupu sterola, @ajasz aktivirane octene kiseline. Kolesterol
je esencijalan za rakove jer ga ne mogu sintetiZiRabid i sur., 1999) Bitan je za razvoj
gonada (Wouters i sur., 2001), sastavni je dio lomamte je primijéena njegova mobilizacija
tjekom spolnog ciklusa (Harrison, 1990). Nalazi se svim stanicama. Zajedno s
fosfolopidima sudjeluje u izgradnji membrana. Oni jshodna sirovina za hormone u Y-
organu (Mykles, 2010).

Glukoza

Glukoza je jednostavni &er monosaharid, koji se nalazi u hrani, krvi i vajgizvor energije
za organizam. Ona je zavrsni produkt probave ugjirata. Monosaharidi, fruktoza i
galaktoza pretvaraju se u glukozu. Ona je jedinnasaharid prisutan u z&gnoj kolic¢ini u
tielesnoj tekuini. Oksidacijom glukoze proizvodi se energija Feleisne stanice. Razina
glukoze u hemolimfi ovisi 0 endogenim i egzogenitfecajima kao Sto su: dnevni ritam
(Kallen i sur., 1990), ciklus preswanja, rukovanje, zatenistvo i izlozenost zraku (Telford,
1968; Ridgway i sur., 2006; Hall i Ham, 1998; Duwtansur., 2000), hipoksija, temperatura
(Ocampo i sur., 2003) i hranidba (Radford i subQ%2). Kvantitativnha kontrola razine glukoze
u hemolimfi je kontrolirana hormonima, a najvazpgiCHH. Kod pada katine D-glukoze u
hemolimfi iz sinusne Zlijezde se osldlagu CHH hormoni koji potiu hidrolizu glikogena.
Glukoza koja nije potrebna za dobivanje energijeesa se u formi glikogena kao izvor
potencijalne energije. Najvedio glikogena spremljen je u hepatopankreasuanisama
miSica. Kada se ove ili druge stanice zasite glikogengdsak glukoze se pretvara u mast i
sprema u masno tkivo. Glikogen je glavni izvor gierza proizvodnju hitina. Kalina D-

glukoze u hemolimfi je manja nego u kraljeznjaka&i(Vi sur., 2001).

22



Literaturni pregled

Yoganandhan i sur. (2003) ustanovili su da su ukughikohidrati i glukoza bili povéani u
hemolimfi tijekom WSSV sindroma kojeg uzrokuje \&rudok je u hepatopankreasu i
glukoze iz hepatopankreasa i masi

Ureja, NH3

Ureja je diamid karbonske kiseline koji je glavnetabolEki produkt duSikovih tvari, a nalazi
se u hemolimfi i izlduje se u antenalnoj zlijezdi i Skrgama. U metablolizse razgrduje
odreiena kolEina preteina, a dusSik iztuje kao mokréevina putem urina. Metabolizmom
aminokiselina nastaje amonijak, NH3, odnosno NHKako je amonijak we u niskim
koncentracijama otrov, potrebna je pretvorba u @rggojeve. Konmo uklanjanje NH3
provodi se sintezom mokiavine. Ona je neotrovan spoj koji lako difundirakibioloske
membrane, pa se preko Skrga moze lako odstranitkdlhu vodu raci izltuju amonijak i
amino spojeve, u posve maloj kafii mokracevinu i mokranu kiselinu. Mokréa se stvara u
vrsnoj vreici i u mokranoj cjewici. lako kolicinski u vodu izl¢uju najviSe amonijaka u
mokr&i ga ima vrlo malo. Razlog tomu je Sto se amoni@dlc¢uje putem Skrga. Tijekom
nekih bolest primjgeno je povéanje amonijaka u hemolimfi kao posljedica zakaz@aan
ekskretornih organa (Yoganandhan i sur., 2003ekdin emerzijegMaje squinadadkoli¢ina
ureje u hemolimfi se po¢ala, sa maximumom nakon 48 sati (Durand i sur.0200

Kreatinin

Kreatin je po kemijskoj strukturi metilquanidoctekiaelina. 1z slobodnog kreatin-fosfata se u
normalnim fizioloskim uvjetima odvaja fosforna Wis@, pa se dobije kreatinin u
ireverzibilnoj neenzimskoj reakciji uz gubitak vodMastaje i kao spontani neenzimski
proizvod pretvorbe kreatinin fosfata koji se nalazirvi, a izliéuje se preko bubrega. Stalna
produkcija kreatinina je proporcionalna cjelokupnajlicini kreatina i fosfokreatina u
organizmu i miginoj masi (Murray i sur., 2011). Dnevna Katfia izlutenog kreatinina nalazi
se pod neznatnim utjecajem ndrdg rada ili volumena iztienog urina. Laboratorijski nalaz
moze biti upotrijebljen kao mjera funkcije ekskmeibh organa. Kreatinin se normalno
proizvodi u ujedn&nim kolcinama kao rezultat cijepanja fosfokreatina i ézlj@ se u urinu.
To prvenstveno ovisi 0 glomerularnoj filtraciji. Baa kreatina u serumu rezultanta je

njegova nastajanja, prelaska u igsi u kreatinin, te neapsorpcije u tubulima.
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3.2.2.3.2. Enzimi

Alkalna fosfataza (ALKP)

Grupa enzima s optimumom aktivnosti u alkalnom pgdrod Ph izméu 9,8-10,5. Magnezij
ion je aktivator fosfataze, ali njegova prisutnogé potrebna za optimalnu aktivnost koliko
kao stabilizator enzima.

Nalazi se u jezgri i citoplazmi osteoblasta, adin& ovisi 0 stupnju razvoja i lokaciji stanice.
Alkalna fosfataza je enzim lokaliziran u st&woj membrani, katalizira hidrolizu fosfatnih
estera na mjestima kalcifikacije. Pri pdaeju koncentracije iona fosfata u pogjt
kalcifikacije produkt topljivosti soli kosti se preasSuje, pa nastaje precipitacija u organskoj
osnovi. Alkalna fosfataza se nalazi u organima ivitka koji ne podlijezu procesu
kalcifikacije, te tu nema dovoljne keéine organskih fosfata. Za vrijeme razgradnje gleog

u stanicama hrskavice nastaju organski fosfatrériekbji bi mogli sluziti kao supstrati za
djelovanje alkalne fosfataze i kao izvor organsfasjata.

Kreatin kinaza (CK)

Organski specitian enzim koji katalizira prijenos fosfatne grupddgfokreatina na ATP. Ima
tri izoenzima: CK1 koji se primarno nalazi u moz@K2 koji se nalazi u miokardu i CK3
nadeni u skeletornom mi&u i miokardu.

Transaminaza (AST)

Enzim koji katalizira proces prodenja amino grupe iz jedne molekule na drugu, odmosn
proces provdenja aminokiseline u keto kiselinu transaminacijofifjekom ovog procesa
amonijak se ne pojavljuje u slobodnom stanju. Kaanza transaminaze je piridoksal fosfat
koji sluzi kao funkcionalni intermedijalni spoj urqresu transaminacije. Proces je pod
katalitickim djelovanjem transaminaza koje se nalaze u smaggu, bubrezima, testisima i
jetri. AST se koriste kao indikator ostmja jetre i izlaska enzima u ekstracelularnu ¢aku
Gama glutamil transpeptidaza (GGT)

Nalazi se stadinim membranama u ¢mi tkiva ali djelomgno visoki nivo je prisutan u jetri i
bubrezima.

Laktat dehidrogenaza (LD, LDH)

Laktat-dehidrogenaza tetramerni je enzim koji s#agiaod dviju vrsta monomera: H (za srce)
i M (za miSt). Katalizira interkonverziju laktata i piruvataaprostranjen je u tkivu bubrega,
jetre, skeletne muskulature i miokardu. Javlja setoj koncentraciji kada je tkivo oteno.
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3.2.2.3.3. Elektroliti

Imaju vaznu ulogu u odrzavanju ravnoteze i raspedjede, normalnog osmotskog
tlaka, acidobazne ravnoteze i neuromuskularne podraZzljivosti.
Kalcij je kation u krvnoj plazmi. Fizioloski je aktivarareo kao ionizirani. Proteini krvne
plazme vezu dio kalcija i pridonose boljoj topljstokalcijevih soli u plazmi. Nedifuzibilni
kalcij vezan je na serumske albumine. Ima mnotgne funkcije. GruSanje krvi, izgradnja
egzoskeleta, podraZljivost i kontrakcija ni&i prijenos podrazaja u sinapsama i primarnim
osjetnim stanicama, regulira propusnost u stijéagilara i starinih membrana i aktivira
neke enzime. Potrebe za kalcijem se razlikuju wvakovisno o okoliSnim parametrima te
tako Ca u moru ima 10 mmol/L i dostupan je kroznradok u slatkovodnim tokovima Ca
ima do 3 mmol/L i hrana je vazna za unos Ca. dmwdi kalcija u hemolimfi ovisi o okoliSu, u
morskih je rakova koncentracija Ca u hemolimfi madda od Ca u morskoj vodi, dok je kod
slatkovodnih puno @ razlika. Sadrzaj Ca u hemolimfi mijenja se ikgm ciklusa
presvigenja (Greenaway,1985). Tijekom gladovanja &oh Ca se ne mijenja (Travis, 1955
b). Kalcij se moze skladistiti kao granule kalcpgv fosfata koje se mogu dau
hepatopankreasu i kao kalcijev karbonat u gastraii hemocelu (Greenaway, 1985). Kalcij
se izlikuje kroz crijevo. Hormorp ecdysone mobilizira Ca iz oklopa na mjesta pohrane
(Willig i Keller, 1973). Respiratorna ili metabdkia acidoza mobiliziraju Ca iz egzoskeleta, te
postoji mogénost da rakovi obole od ekskretorne kalcinoze (DOae., 2005).
Fosfor je kemijski element vazan u ishrani. Sastavni ife spojeva sa energetski bogatim
vezovima (kreatin fosfat), pa je vazan zaanje, oslobdanje i prijenos energije. U formi
fosfata je komponenta egzoskeleta i udim je u veliki dio metabalkih procesa. U
hemolimfi se pojavljuju kao PO ili HPO,* (Travis, 1955). Kollina u hemolimfi mijenja
se tijekom ciklusa preswlanja, par dana prije presvtnja koltina raste i pada nakon
presvi@&enja. U gladovanju pada kéilna fosfora (Travis, 1955 b).
Klor je anion ekstracelularne tekne, te sa Na odrzava ravnotezu t@ka, osmotski tlak i
acidobazinu ravnotezu. Promjena koncentracije klorida urserprate iste promjene natrija.
Uklanjanje klorida iz cirkulacije odvija se u anédmoj Zlijezdi i Skrgama.
Natrij je glavni kation ekstracelularne teékoe, prvenstveno intersticijskog prostora. O
koncentraciji Na iona najviSe ovisi ravnoteza teka i odrzavanje osmotskog tlaka.
Najvetim djelom se izlduje mokr&om. K+ se nalazi u stanicama. Prolazom hemolimde kr
vrSnu vreéicu kalij prelazi u primarni urin. 1zEuje se u urinu. Koncentracija K u stanicama

niza je od ekstracelularne koncentracije. Unutaist@ prostor bogat je Ki Mg?".
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Magnezij je sastavni mineral egzoskeleta (Travis, 1957)lupgé&ao anestetik, pogotovo na
niskim temperaturama ufje¢i na mogunost prilagodbe rakova niskim temperaturama
(Frederich i sur., 2000).

3.2.3. REPRODUKTIVNI SUSTAV

Spol deseteronoznih rakova je ge®igtiodraien, razvoj i funkcija gonada, pojava
sekundarnih spolnih karakteristika je pod utjecafgmmmona. Ako se Y-organ odstrani prije
spolne zrelosti razvoj gonada se poremeti. Razeajenika i muskih spolnih obiljezja je pod
kontrolom androgene zlijezde. U Zenki postoji honaai odnos izméu jajnika i X-organa
koji stvara hormone koji sptavaju razvoj jaja. Svi deseteronosci su razdvogpmda. Plodila
rakova su parni organi s parnim odvodnim &gjeama, uz koje se vezu Zlijezde. Zlijezde kod
Zenki izlwuju ljepilo za jaja, a kod muzjaka spermatoforeldda se dorzalno u toraksu,

izmedu perikardijalnog sinusa i srednjeg crijeva.

pereion
peraiopodiji

g

Fleon s
pleopadijima:
ey

Slika 8. Vanjske spolne razlike kod dugorepaca (preuzebdtontkina i sur., 1999)
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3.2.3.1 Sjemenici, spermiji i spermatofori

Sjemenici leze dorzalno u posteriornoj ¢tne torakalne Supljine. Sjemenik
deseteronozZaca je oblika slova H, podijeljen jetrhgodrwtja: anteriorni, intermedijarni i
posteriorni (Erkan i sur., 2009; Lima i Gesteir@08). Zreli sjemenik je obavijen vezivnim
tkivom i sadrzi brojne sjemene kargaliu kojima se nalaze Sertolijeve stanice i tazli
razvojni stadiji spermija. Praspolne stanice unsjamenika prolaze dva zriobena dijeljenja,
nakon toga metamorfoziraju u spermije. Kad su urgjemenika okrugli su ili ovalni, u vodi
mijenjaju oblik u onaj karakterigtan za vrstu. Sertolijeve stanice nalaze se uznktije
sjemenog kanala. Imaju prehrambenu ulogu, resorbiraju viSak d@ome koji se stvara
tjekom spermiogeneze, te stvaraju mukopolisahariomota spermija. Zreli spermiji
prolaskom kroz sjemenovode izlaze na spolnom otilbgonoporama. Sjemenovod je paran
i vodi do otvora na osnovi 5 pereipoda. Sjemenowaloleze jednoslojni cilindéni epitel i
vezivno tkivna ovojnica. Sjemenovod se moze padijed tri podr&ja: proksimalni dio koji
skuplja spermije iz sjemenika, Zljezdani koji stvatelatinozni matriks i terminalni sa
misSicnim  sfinkterima  koji sluzi za ejakulaciju sperme. Ejemenovodu se formira

spermatofora.

Slika 9. Reproduktivni sustav W\rmases rubripesa. Jajnici (OV) spojeni transverzalnim
mostom (TB) i jajovodi (GD); b. Sjemenici (T) prokslni sjemenovod (PVD), srednji
sjemenovod (MVD) i distalni sjemenovod (DVD) i eydicijski kanal (ED) (pruzeto iz
Garcia i Silva, 2006)

Spermiji deseteronozaca su nepokretni, bé&a.blakvi nepokretni oblici sjemena
Zovu se spermatosomi. Poseban oblik daju imdieizkruti nastavci. Razlikuju se po broju
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krutih nastavaka pa tako razlikujeranistellatesa jednim krutim nastavkonmultistellatesa

viSe krutih nastavaka (Felgenhauer, 1992). U mazjaklikujemo fizioloSku zrelost kada je
sposoban stvarati zrele spermije i funkcionalndostekada je sposoban oploditi Zzenku.
MorfoloSke vanjske spolne oznake su vidljive na®nozi koje su duze od Zenki i po duzim

klijestima.

3.2.3.2. Jajnici, jajne stanice i vitelogeneza

Jajnici su smjeSteni u dorzalnondijelu torakalne Supljine, dorzalno od
hepatopankreasa. Parni su orgga veli¢ina ovisi o starosti i velini raka. Reznjevi jajnika
gradeni su od epitela koji stvara oogenetske&gré&vaka viéa sadrzi po jedno jaje. Jajnici se
mijenjaju tijekom razvoja u valini, boji i velicini oocita. Nezreli jajnici su bijele boje,
mijenjaju se u naramstu i kad su zreli imaju ciglasto crvenu bojusiake strane jajnika
izlazi jedan jajovod. Praspolne stanice u stijenkgamika prolaze zriobeno dijeljenje, nakon
¢ega bivaju okruzene slojem malih stanica. Kadafsldgularnih stanica pukne, jaja dospiju
u sredisnju Supljinu jajnika. Oocite rastu zbog raolivanja lipida i proteina, a rast se odvija
u dva stadija: primarna i sekundarna vitelogendaga prolaze iz ovarija kroz jajovode i
izlaze na spolnom otvoru koji se nalazi na 3 palijpé&amo Dendrobranchiati osldiagu jaja
u vodu, dok ostali deseterono3ci nose jaja na pi@pom podr&ju. ZenkeMajidae imaju
mogunost prihvata spermatofora, te takohionoecetes opiliomoze prihvatiti 10-12
spermatofora razlitih muzjaka (Saint-Marie i sur, 2000). Spermatefospremaju u
kopulatorne vrée ili spermathecaeU rakoviceMaja squinadoutvrdeno je da se oplodnja
moze dogoditi pet puta nakon samo jedne kopulg@e Kergariou, 1984). Abdominalni
pleopodi su razgranati u Zenki i endopodi stvarajasto za prihvat i noSenje jaja tijekom
inkubacije. Peta noga u Zenki zavrSava malim klijeg i sluzi sa manipulaciju jajima i
uredenje mjesta prihvata.

Zenka se smatra zrelom kada je sposobna proiZagstlU rakova se proizvodnja FSP
hormona smatra sekundarnom spolnom osobinom. Rdizya hepatopankreas. Najae
kolicina FSB nalazi se tijekom vitelogeneze i resorpiignanjka iz jaja. Vitelogeneza se
odvija u B, C i @3 stadijupresvi&enja. U O stadiju vitelogeneza je inhibirana jer preselaje
ima prednost u odnosu na razvoj gonada (Subramoerd@@0). Reprodukcija kratkorepaca i
dugorepaca odvija se tijekom dugog dusviainog stadija. Ekdisteroidi su ukfeni u

kontrolu reproduktivhog ciklusa, njihova ké&ha raste sa razvojem oogonija (Arvy i sur.,
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1954). Unutrasnja povrSina pleopoda andopoditapedita je prekrivena Zlijezdama koje se

nazivaju cementne zlijezde.

Slika 10.Spolni organi rakovice (Preuzeto iz Todd, 1836)mjajnici; a'. transvezalni most;

b'. posteriorni spoj; c. i d. kopulatorne #edli spermathecae

3.2.4. DISNI SUSTAV

Glavno mjesto izmjene plinova u rakova su $krgeg&kakova su selektivne barijere
izmedu vanjske okoline i organizma sa ulogom izmjenengda, izl€ivanja duSikovih
spojeva, regulacije volumena tijela i odrzavanjaeldbazne ravnoteze. One su tanke
ekstenzije kozgiji je unutarnji prostor ispunjen hemolimfom. Sntgg$e su u parnim Baim
Skrznim Supljinama koje su owene vanjskim zidom toraksa i branhiostegitom. Osaov
grada podrazumijeva da svaki torakalno tjelesni prialesnoze nositi Skrge. Prema mjestu
gdje su dvrséene razlikujemo pleurobranhije, artrobranhije i @ocnhije. Pleurobranhije se
nalaze umetnute u epimeralni zid, artrobranhije artadijalnoj membrani izni tjelesne
stjenke i priviesaka i podobranhije na tjelesninvjpscima. Tako je n&gse 48 Skrga na tri
maksilipeda i pet pereipoda. Kod nekih vrsta rakdegodila se redukcija broja Skrga.

U deseteronozZaca Skrge su sastavljene od viSailjerplosnatih, listastih ili prstastih
Skrznih lamela pokrivenih kutikulom koja je selekid propusna za ione i male organske
molekule. Skrzni luk ima lateralno smjestenu aferenarteriju i medijalno smjestenu
eferentnu arteriju. Iznde arterija i oko njih smjesteni su brojni nefrocikrzne lamele su
graiene od epitelnih, potpornih stanica i mreze stamideoju su uklopljeni nefrociti. Na

prednjoj strani Skrzne Supljine nalazi se velikiesiorni otvor kroz koji skafognatit, egzopodit
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druge maksile, izvid vodu. Voda ulazi kroz diSne kanale na osnoviegaih privjesaka.
Mogué je i obrnuti tok vode u Skrznoj Supljini. Postejie tipova Skrga: dendrobranhijatni,
trinobranhijatni i filobranhijatni. Filobranhijalngkrge imaju svi kratkorepci. (Pequeux i sur.,

2006).Palinurus elephagma Skrge trihobranhijatnog tipa (Lucu i sur., @R0

Slika 11 Shematski prikaz tipova Skrga. A. FilobranhijeTBihobranhije C. Dendrobranhije
(preuzeto iz McMahon i Wilkens, 1983)

3.2.5. OSMOTSKA REGULACIJA

Homeostaza koncentracije soli u tjelesnim teékama vaZzna je za odrzavanje
normalnih funkcija organizmaCak i u rakova koji Zive u moru i kod kojih je osrskit tlak
hemolimfe jako stian okolnom moru postoje mehanizmi regulacije voloaneemolimfe, pri
¢emu su proteini hemolimf@mbenik koji zahtijeva transport vode. Osmoregy&ase odvija
kroz metabolike mehanizme koji podrazumijevaju enzimatski kdiraa transport iona i
kontrolu permeabilnosti pojedinih tkiva na vodu. Ha svrhu diferencirala su se tkiva:
antenalna zlijezda, Skrge, probavni epitel i kukwtjecaj osmotskog Soka manifestira se
najprije na epitelnim stanicama koje su u kontatwanjskim medijem, zatim u hemolimfi i
kona&no na starinoj razini. OdrZavanje stabilnog osmotskog tlakazense ostvariti
promjenom volumena bez promjene u sastavu ili za@mfem volumena i promjenom
sastava. Kod rakova kino je zadrzati volumen, te oni kontrolom sastawplieaju osmotski
tlak. Postoje vrste koje se uvijek nalaze u okrietalno visokog saliniteta i nazivamo ih
stenohaline, mi#u njima ima vrsta koje mogu podnijeti promjene kamreieno vremensko
razdoblje, pa ih nazivamo fizioloSki euryhalini dsmokonformeri. Ekoloski euryhalini ili

osmoregulatori nalaze se u okruzenjima sadiéiph razinama saliniteta. Svi rakovi posjeduju
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osmoregulacijske mehanizme koji funkcioniraju uedénim rasponima saliniteta. Kddaje
squinadomehanizam nijedinkovit kod pada saliniteta za 10-20% (Pequeux ., 2006).
Rakovi mogu razviti mehanizme prilatpranja osmotski raziitim okoliSima na n&n da se
permeabilnost membrane smanji, @ajsse izldivanje vode urinom i poja se unos soli.
Takve rakove nazivamo osmoregulatori. Osmokonforimeju slabije razvijene mehanizme
koji se svode na smanjene osmotskog gradientadizrhemolimfe i vanjskog medija te je
hemolimfa u osmotskoj ravnotezi sa okolinom. Protédiemolimfe zaduzeni su za malu
razliku u osmotskom tlaku. Glavni doprinos osmatesthu euryhalinih rakova imaju Na i CI.
Koncentracija pojedinih anorganskih iona u hemadliovisi o temperaturi okoliSa, velni,
spolu, stadiju presvtgnja i svi ti parametri utfel na sposobnost organizma da se prilagodi
osmotskom tlaku okoline. Osim anorganskih iona mdlenfi se nalaze proteini, amino
kiseline, amonijak, glukoza i lipid&ija koncentracija moze varirati pod utjecajem o&waiin

ili fizioloSkih parametara.

Izlozenost on&Scéenju i uzr@nicima bolesti moze smanijiti osmoregulativni kapetcipa se

kapacitet osmoregulacije moze koristiti kao biokador ongiS¢enja (Lignot i sur., 2000).

3.2.5.1 Ekskrecijski organi

Za ekskreciju rakovima sluzi par cjevastih orgadlog velike duljine cjegice tih
organa su smotane, a otvaraju se pri dnu strajigeyticala, ticalne ili antenalne Zlijezde, ili
pri dnu straZznje donjéeljusti, donj@eljusne ili maksilarne Zlijezde. U viSih rakovéitike
imaju donj@eljusnu, a odraslima je jako razvijena ticalnaezija. Antenalna zlijezda na
slijepom kraju ima vrSnu véecu iz koje preko ljevkastog uttaja izlazi mnogostruko smotana
mokratna cjevica koja moze formirati labirint. Kod nekih se ratocjeica prije zavrSetka
proSiri u mokréni mjehur, iz kojeg vodi do otvora na povrSini kje&raci mokratovod. Kod
deseteronozaca ticalna se Zlijezda moze jakodativennogobrojnim ograncima na vrel i
cjewici. Antenalna arterija dovodi hemolimfu u vrSnuedicu koja je mjesto stvaranja
primarnog urina i zatim u mokfau cjewicu. Primarni urin sadrzi Na K* i pretpostavlja se
da je to razlog viSeg osmotskog tlaka primarnogaiti odnosu na hemolimfu (Riegel, 1970),
dok finalni urin morskih rakova ima osmotski tlaklos slican hemolimfi. Selektivha
resorpcija bi se mogla odvijati u mokrej cjewici ili mjehuru. Iz nje izldena mokréa ima

mnogo véu koncentraciju magnezija i sulfata i nizu koncaaifu kalija i kalcija.
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Slika 12. Antenalna ili ticalna zlijezda (preuzeto iz Matékin-a i sur., 1999) 1. labirint, 2.

mokratni mjehurt, 3. cijev, 4. mokréna cjevica, 5. zavrSna vigca

U okolnu vodu rakovi izltuju amonijak, ureu, mokéau kiselinu. Ekskrecija ovisi 0
fizioloSkom stanju, temperaturi, hrani i stresukdakolicinski u vodu izl¢uju najvisSe
amonijaka u mokra ga ima vrlo malo. Specijalizacija antenalne Zlgje je u resorpciji vode.
lonski sastav i ekskrecija dusikovih spojeva b@deregulirana u Skrgama. Glavni duSikov
Spoj je amonijak i on predstavlja 72% ukupnog das#ucenog uJasus edwardsiiU urinu
urea, amonijak i amino spojev¥ine samo 21%. Ca se izlje crijevom, Mg antenalnom
Zlijezdom. Na, K, ClI Skrgama (Cobb i Phillips, 1980
Kod osmoregulatord&riocheir sinesisanteriorne Skrge sluZze za disanje, a posteriotne s
odgovorne za osmoregulaciju (Torres i sur., 200@kva razlika nije primijéena kod svih
rakova (Lucu i Towle, 2003). Kdlina ATP je véa u epitelnim stanicama rakova koji zZive u
razrijedenom mediju. ATP se sintetizira u katabolizmu prali Prolin transportira NH3 do
mjesta ekskrecije i umjesto glukoze sluzi za pretrratanica. U sktaju razrieienja prolin
izlazi iz stanica i hemolimfom odlazi u 3krge. Aktost Nd/K*-ATP-aza je véa u tri
posteriorna para Skrga Sto épje da su posteriorne Skrge glavno mjesto osmaoaege)
regulacije transporta iona i unosa Na (Pequeux.i 4988). Aktivnost NEK*-ATP-aza u
tkivu Skrga nije se mijenjala u osmokomform®alinurus elephas Maja squinaddijekom
razrjgienja (Lucu i sur., 2000). Permeabilnost Skrga iaatknalne zlijezde je pod kontrolom
endokrinog sustava. Kateholamini prisutni u pedikainom organu, uglavhom dopamin i

indolamin reguliraju transport vode i iona (Pequel895). Dopamin povava unos Na, kao
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i CHH hormon. CHH hormoni imaju utjecaj na ionskavmotezu i ravnotezu vode. Torakalni
ganglion i perikardijalni organ sa biogenim aminisiadjeluju u neuroendokrinoj kontroli
osmoregulacije. Lovet i Watts (1995) navode dadiamini (putrescin, spermidin, spermin)
uklju¢eni u regulaciju homeostaze djel¢ijuizravno na N&K*-ATP-azaenzim. Probavni

epitel i kutikula imaju ulogu u homeostazi hemoknf

3.2.6. ENDOKRINI SUSTAV

Neuroendokrini sustav rakova bolje je razvijen qitedijalnog endokrinog sustava.
Razvio se iz neuralne cijevi i sastoji se od nendo&rinih stanica koje izltuju
neurohormone koji se pohranjuju i osldbpr u hemolimfu putem neurohemalnih organa. U
deseteronoZzaca neuroendokrine stanice nalazimoougaf@u, cerebralnom, torakalnom i
abdominalnom gangliju. Neurohemalni organi su staj@Su perikardijalnom organu i

sinusnoj zlijezdi.

Slika 13. Neuroendokrini sustav rakova, X-organ (pruzetbdeenzon-a, 2005)

X-organ je smjeSten uconom drSku deseteronozaca i centralno je mjestqulaeiji
bioloSkih aktivnosti. Izlduje niz neurohormona koje nazivamo CHH, MIH, VIH,O\H.
CHH je prvi otkriveni hormon (Abramowitz i sur., 44) ukljuéen u regulaciju razine glukoze
u hemolimfi i metabolizam lipida (Santos i sur.9T® Chang i sur. (1999) otkrili su snazno

otpuStanje CHH iz endokrinih stanica crijeva psgmog presvigenja pricemu djeluje na

33



Literaturni pregled

poveani unos vode u tkiva. Tijekom izlaganja zraku pewa se razina CHH hormona u
hemolimfi Sto uzrokuje hiperglikemiju i hiperlaktgm (Webster, 1996; Chang i sur., 1999).
Spaning-Pierrot i sur. (2000) otkrili su da regalitnos vode i unos Na u Skrgama. Razina
CHH poveava se pri stresu i pri izloZenosti teSkim metalitfi@renzo, 2005). Razina CHH
hormona véa je ljeti u odnosu na zimu Sto rezultira smanjefdkomotornim i metabatkim
procesima tijekom zime (Chung i Webster, 2005). Mhlidrmon inhibira presvienje,
zaduZzen je za larvalni razvoj i razvoj gonada. bimai proizvodnju ekdisteroida. VIH hormon
inhibira vitelogenezu. MOIH (mandibular organ-initthg hormone) hormon inhibira
proizvodnju methyl farnesoata u mandibularnom owgateduzen za reprodukciju i razvoj,
moze uzrokovati heperglikemiju. Perikardijalni ong@lucuje kateholamine (dopamin i
octopamin) koji pojgavaju unos Na i CCAP koji pajava rad srca. Torakalni ganglion
proizvodi dva osmoregulacijska hormona (Tullis ink@moto, 1974), a u malim kéihama
nalazi se i CHH (Chang i sur., 1999 a). Neurordguil&ao Sto su serotonin, fenfluramin i
fluoxetin uzrokuju povéanu razinu CHH u hemolimfi (Santos i sur., 2001).

Epitelijalni endokrini sastoji se od nakupina madranih epitelijalnih stanica koje
proizvode hormone i oslobiaju ih u hemalne sinuse. U deseteronozaca endakigaini su:
Y-organ, androgena Zlijezda, antenalna Zlijezdanditaularni organ i ovariji (Fingerman,
1992).

Slika 14. Endokrini organi u rakova (preuzeto iz Forest augel Klein-a, 2006). a.
kratkorepci; b. dugorepci; c. jednakonoSci. 1. gaor;, 2. mandibularni organ; 3. antenalna

Zlijezda; 4. jajnici; 5. androgena Zlijezda
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Y-organ je parni organ koji lezi u epidermisu postateralno prema jednjaku, njegov
rad regulira X-organ. Y-organ proizvodi: ecdysofi @0- hydroxyecdisond), 2-deoxy-20
hydroxyecdysone, 25-deoxy-20-20-dihydroxyecdys@#emethyl-20-hydroxyecdysone, 25-
deoxy-20 hydroxyecdysone, 25-deoxyecdysone, 3-debgdysone. Ekdisteroidi su glavni
pokreta&i ciklusa presvié&enja i smatra se da su ukigni u kontrolu Zenskog reproduktivhog
ciklusa (Subramoniam, 2000). Androgena Zlijezda azeal se u terminalnom ili
subterminalnom dijelu sjemenovoda, odgovorna jeraasoj muskih spolnih organa. U
deseteronozaca nalazi se u posteriornom dijeluesjesroda (Erkan i sur., 2010). O samom
razvoju androgene Zlijezde ovisi diferencijacijeolspu rakova, ako je ona razvijena, rak
postaje muzjak. Zaustavi li se njezin razvoj, rakstpje zenka. Proizvodi AH hormon.
Antenalna Zlijezda regulira fizioloSke procese kij;n presvidenja, reprodukciju,
hidromineralni metabolizam. Mandibularni organ pramidi MF (methyl farnesoate) koji je
uklju¢en u metabotke procese, regulaciju ciklusa presdaja, reprodukciju i razvoj.
Funkcionira kao gonadotropin u oba spola i stinauliazvoj ovarija. Ovariji proizvode

vitelogenin, zaduzen za razvoj oocita.

3.2.7. GRAA INTEGUMENTA | PRESVLA CENJE

Stantni epiderm koze izlkeuje hitinsku kutikulu koja obavija tijelo rakovagEoskelet
je sastavljen od 4 osnovna dijela. Izvana je epklild, a ispod nje je protokutikula koju
izgraiuje egzokutikula i endokutikula. Egzoskelet §@rste hitinske grde, avrsnut
kalcijevim karbonatom (42%), magnezijevim karbomato kalcijevim fosfatom (Travis,
1957). Zbogévrste grde egzoskeleta rakovi ne mogu rasti kontinuiranojepajihov rast
vezan za presvianje ili ekdisis. Kod nekih rakova nakon nekolikegvlaenja dogda se

terminalno presvik&enje iza kojeg vise nema presidaja.

3.2.7.1 Presvl#&enje ili ekdisis

Rast rakova odvija se skokovito i prati se kroz gdamje duzine glavoprSnjaka
(karapaksa) i povanje tezine. Razlike u hranidbi, temperaturi, g$logi, starosti,
parametrima okoline, a mogl i genetici nose i razlike u¢estalosti presvigenja i brzini
rasta. DeseteronoZci sa st&wsodratenim brojem presvigenja imaju tendenciju produzenja
medusvilainog perioda i sve manjeg duzinskog rasta. HHamarus americanupresvi&i se

deset puta u prvoj godini Zivota, 3-4 puta u drugigcoj, 2 puta u tréoj i cetvrtoj i nakon
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toga 1 puta godiSnje (Cobb i Philips, 1980). P@®rje ukljiuje sve fizioloSke i
morfoloSke promjene koje su potrebne da bi se pa&snje uspjesSno odvijalo ukkujudi
pripreme i oporavak od preséknja.

Mozemo razlikovati predswai, presvi&ni, poslijesviani i medusviani period sa pet
stadija (A-E) i mnogo podstadija (Drach, 1939; Aikd973; Passano, 1960). Vremensko
trajanje A i B perioda je 5 %, C 40-60 % i D 40B0ukupnog ciklusa. Vanjski pokazatelji,
kao Sto su tvrdea oklopa i promjena boje oklopa, koji bi nam magmdmaii u odretivanju
dobro udljiv u Panulirus argus po resorptivnoj liniji koja se pojavljuje duzinom
bronhiostegita. Par sati prije presidaja nabubri intersegmentalna membrana koja dijeli
glavoprsnjak i abdomen. Prije samog pressiga tezina naraste 10 % zbog Ekwle
resorbirane vode (Travis, 1954). U periodu A okjepujedngeno mekan izuzev gornje
celjusti i klijesta, zatim kroz periode B i C doladd postepenog otvrdba, pa tako na kraju
C perioda i péetkom D perioda potpuncaiersne. Stadij C4 je naeisvlatni period (Passano,
1960). Pred kraj perioda D dolazi do retrakcijedepma i vidljivo je omekSavanje i
potamnjenje ruba glavoprsSnjaka (Aiken, 1973).

U medusvianom i predsviénom periodu deseteronoSci stvaraju zalihe (Spindler
Barth, 1976; Stewart i Li, 1969; Hepper, 1977). Wdosvia&nom periodu dolazi do
skladiStenja duSika, magnezija, kalcija, fosfataglikogena u hepatopankreasu. U
predsvatnom periodu primjéuje se rast razine serumskih proteina, bakra, nmjgne
fosfata. Koltina Ca raste, od 10-100 % i najviSu razinu dosegeposredno prije
presvigenja. To se poklapa sa apsorpcijom vode koja pagtuje presviéenja. Resorpcija
Ca painje u Dy i traje do D. Morski rakovi pohranjuju samo mali dio Ca iz gk < 10 %,
ostatak se izkuje u predsvienom periodu putem crijeva (Travis, 1955 b). Zbogegtane
kolicine Ca hemolimfa moZe postati mtijee boje u D stadiju (Drach, 1939). Promjene u
metabolizmu bjelatevina, masti i ugljikohidrata uvjetovane ciklusomegvlaenja opisali su
brojni istraziv&i (O'Connor i Gilbert, 1968; Travis, 1955 b; Watam 1960).

Neki rakovi resorbiraju minerale iz stare kutukulgtvaraju od njih zalihe da bi im
kutikula Sto prije ¢vrsnula nakon preswanja. Za vrijeme otapanja stare kutikule mijenja se
sastav krvi. Pow&va se koncentracija&@a, masti, kalcija i bjela@evina, ali se ne po¢ava
koncentracija hemocijanina. Koncentracija tih sastadijelova hemolimfe postaje ponovno
normalna na kraju pres\Wenja. Pri kraju predsvtaog perioda (B) kutikula puca, a mekano
tijelo nabuja. Koriste se razni &ni da se tijelo odrzi u maksimalnom obujmu dok aov

kutikula ne @vrsne, pa tako rakovi uzimaju vodu apsorpcijompilenjem (Dall i Smith,
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1978). Tkiva rastu brzo, a nova kutikul&vosne za vrijeme poslijeswlaog perioda. Nakon
presvi@&enja oklopi rakova su mekani, teSko hodaju i nespoissu jesti. Hrana ne doprinosi
kalcifikaciji u A stadiju. Koltina uskladiStenog Ca ovisi o dostupnosti Ca iz iSkolza
vecinu rakova more je glavni izvor Ca. Kalcij se patjtge kao kalcosferit u hepatopankreasu
(Greenaway, 1985) i u gastrolitima kao kalcijeviarat. Najprije ¢vrsne gornjaceljust i
klijeSta. Za to se vrijeme mineralne zalihe broseé:.

Presvl&denjem upravljaju neurohormoni. U rakova su otkrevdn skupine hormonalnih
struktura. Takozvani X -organ sinusno-zljezdanogfleksa. Nalazi se unutatreog drska.
Na antenalnom ili 2. maksilarnom koléudinalazi se Y organi koji pa@til presvigenje. Ako se
Y organi odstrane ne dolazi do preseiaja. Sekrecijom Y organa zapgu promjene
presvi@enja koje se ne mogu zaustaviti ni u¢gsiu da se Y organ odstrani. MIH hormon
regulira duljinu perioda izniel dva presvigéenja. MIH hormon ili inhibirajdgi hormon je
peptid kojeg proizvodi X-organ, transportira se@kma do sinusno-Zlijezde gdje se skladisti
ili otpuSta. Djeluje na Y-organ i inhibira otpusgarMH hormona. Druga skupina hormona
ubrzava pripremu za presvknje. Y-organ proizvodi ecdyson koji se pretvoradysteron.
Tre¢i hormon kontrolira kollinu vode i svoju djelatnost pos&va za vrijeme presuanja.
Spomenuta tri skupine hormona ne djeluju na paéswje izravno, nego preko hormona

izlu¢enih iz Y-organa.

3.2.8. BOLESTI

S obzirom na uzkmika bolesti rakova dijelimo na bakterijske, viragiparazitarne i
gljivi¢ne. Podatci o bolestima rakova u divljini oskudniidnose se na snazne epizootije.
Vecdi broj podataka o bolestima na divljoj popula@jinosi se na vrste koje su trziSno
zanimljive i na trziSte dolaze Zive. U novije vnje brojnija su izvje& iz uzgajalista i

mrjestiliSta rakova.

3.2.8.1. Bakterijske bolesti

Hlapovi iz rodaHomarus jako su osjetljivi na bakterijuderococcus viridankoja
uzrokuje bolest nazvanu Gaffkaemia ili bolest cthenepova.A. viridansje gram pozitivha
bakterija koja nije dio normalne bakterioflore hMapUzr@nik ulazi kroz oStéenja
egzoskeleta. U ostalih vrsta rakova ova baktegjaizrokuje bolest. Bolesni rakovi su slabi,

anoreksini, abdomen je crvene boje, hemolimfa je svijetiperili crvene boje i ne grusa se.
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U hepatopankreasu, srcu i skeletnim tmsa bolesnih rakova pada k&iha glikogena. U
hemolimfi se smanjuje broj hemocita, pada &ak glukoze i laktatne kiseline (Stewart i sur.,
1969).
Tijekom lova jastogddomarus americanukoji se odvija ljeti i u jesen u Novoj Engleska d
10 % ulovljenih rakova su mekanog oklopa. Takkora drze se u zateniStvu dok im ne
o¢vrsne oklop. U uvjetima zateniStva kojecesto prate stres, velika guékonasada i loSa
kvaliteta vode javlja se shell-disease bolest. Bgle karakteristina po lezijama i erozijama
na oklopu. Primarni uzrok je ogtnje oklopa koje se komplicira sa hranidbenim sires
loSim uvjetima drzanja. Lezije su pozitivne na gna@gativne bakterijé¥ibrio, Pseudomonas
i Aeromonas Bolesni rakovi imaju 35% manje lipida u hepatdpaasu i 40 % manje
proteina u hemolimfi (Floreto i sur., 2000). StetvaCornick (1972) ustanovili su manjak
glukoze u hlapaHomarus americanukao posljedicu infekcije sa A. viridans tijekom
gaffkemije.

Bakterije Vibrio alginolyticus, Vibrio harvey, Vibrio paraha®lyticus i Vibrio
anguilarum su oportunistike bakterije koje uzrokuju bolest kod imunokomprranih
jedinki. Ova grupa bakterija $esto izolira kod zdravstvenih problema rakova rajgtno je

uzracnik septikemija koje prate ozljede, stres i bol€Stiields i sur., 2006).

3.2.8.2. Virusne bolesti

PaV1 virus inficiraPanulirus argusa i pretpostavlja se da je on uzrok pada ulova
jastoga za 45 % od prijasnjih ulova na Karibimam@rno napada mlade jastoge 20-55 mm
duzine glavoprnjaka. Siri se kontaktom, hranorijvaiom (udaljenost manja od 1m). Kod
Panulirus argusa DNAvirus PaV1 uzrokuje hipertrofiju jezgre i oficiranim hemocitima
mogu se nd viralne inkluzije. Bolest zahva hijaline hemocite i male granulocite, dok se
promjene ne nalaze u velikim granulocitima (Shiel8ghringer, 2004). U bolesnih zivotinja
hepatopankreas je imao manje R stanica Stauw@una smanjenje glikogenskih zaliha.
Inficirani jastozi imaju manje hemocita i nizu naaiglukoze od neinficiranih jastoga (Li i
sur., 2008). Razina fosfora i triglicerida je Zago manja u slabije inficiranih i zéano vea
u jako inficiranih jastoga. Jednaki trend varijacy razinama imaju AST, ALKP i proteini
seruma. Simptomi bolesti su letargija, gubitak waene, tremori i mlijéno kredasta
hemolimfa koja ne koagulira (Johnson, 1983). Ma3$&i slcan virus prijavljen je u

hemocitimaCallinectes sapidu€lohnson, 1976).
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Virusi su ekonomski bitni patogeni u uzgoju koziddije neobéno da virusi inficiraju
hemocite. Mdu 13 utvdenih, WSSU (white spot syndrome virus) je jedannagbitnijih i
izaziva velike gubitke (Yoganandhan i sur., 2008)tus inficira samo male i velike
granulocite. Razina glukoze, ALT i AST je zagno ve&a u hemolimfi, hepatopankreasu,
Skrgama i migiima P. indicus(Mohankumur i Ramasamy, 2006 a). U Americi i Axiglike
gubitke izazivaju i IHHNV (infections hypodemal ahdemotopoetic necrosis virus), YHV
(yellowhead virus) i TSV (taura syndrome virus) ighdfs i sur., 2006).

3.2.8.3. Gljiviéne bolesti

U divljini, medu odraslim rakovima nije wena infekcija gljivicama. Naj\e broj
izvjeStaja o gljivénim infekcijama opisuje stiajeve iz uzgoja. Razlog je vjerojatno uzgojni
medij koji je najeXe visoke temperature, bogat hranjivim tvarima i gaéen kisikom.
Vecinu gljivicnin  bolest u deseteronozaca uzrokuju gljivice izreda Oomycetes
PhycomycetesDenteromycetes
Miceliji gljivice roda Lagenidium nalaze se u unutrasSnjim organima latdomarus
americanus Penaeus setiferouis Cancer magisteili inficiraju jaja kao uCancer sapidus
(Rodgers-Talbert, 1948). Primarno inficiraju emiijarvalne stadije.

Miceliji gljivice roda Haliphthoros uzrokuje smrt poslarvalnih hlapova i jastoga. U
recirkulacijskim sistemimddaliphthorus milfordensisizrokuje velike gubitke kotHomarus
americanus i Homarus gammarus(Fisher i sur., 1975). Gljivice se razvijaju ispod
glavoprsnjaka, u Skrznoj Supljini i zglobovima gshih privjesaka. Simptomi bolest su
letargija, gubitak apetita, sie nekroténe lezije po Skrgama. Melanizacija je crveno &me
boje.

Gljivica iz rodaFusariumuzrokuje bolest koju nazivamo ,black spot* i javge uHomarus
americanugLightner i Fontaine, 1975) ili ,black gill diseetsu Penaeus japonicu@Egusa i
Ueda, 1972). Hife i konidijeFusarium solani mogu se na u Skrznim lamelama i
endokutikuli. Hemociti okruzuju hife, inkapsulirajln i stvaraju melanin crne boje. Simptomi
bolest su crne lezije, uglavnhom na abdominalnonryagul telsonu i uropodima. Lezije su

granulomatozne. (Shields i sur., 2006).
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3.2.8.4. Parazitarne bolesti

Protozoarni paraziti brojni su na rakovima, pojednazivaju velike gubitke i utj&u
na prezivljavanje rakova u uzgoju. TrepetljikaSophryoides haemophilazrokuje bolest u
Homarus americanusParazit ima predispoziciju prema tkivima bogakisikom kao Sto su
Skrge, vezivno tkivo i hepatopankreas. Inficiraakavi imaju hemolimfu bijele mligne boje
koja se ne grusadematodinum pereze dinoflagelat koji zivi u hemolimfi rakova i bz
proliferira. Mortalitet je velik i mozZe biti do 7%. Uzrokuje bolest kodCancer pagurus
Cancer, irroratus Cancer boralis Ovalipes ocellatusNephrops norvegicugnficirani rakovi
su letargtni, naragaste boje, hemolimfa je mlijao bijele boje i ne grusa se, ndigi je
atrofirano i vodenasto (Shields i sur., 2003).
Mikrosporidije su intracelularni paraziti. TruskavAmeson michaeliszrokuje lizu mistja,
te tkivo nalikuje pamuku i neprikladno je za hrauimebaParamoeba pernicosaficira
Ziv¢éano tkivo, vezivno tkivo i hemolimfu rakova, vertra povrSina tijela poprima sivu boju
(Couch, 1983). Rakovi su slabi i pokazuju znakoarafize dijelova tijela.
Vrpéar Carcinonemertes regicides Carcinonemertes carcinophilgNemertea se hrane
jajima brojnih vrsta rakova i utje na fekunditet (Shields i Wood, 1993). Kuldymorphus
botulis (Acanthocephalp parazitira u stijenci crijeva, hepatopankreasu sibbodan u
hemocelu. Uzrokuje kastraciju, promjenu pigmengécpromjene u ponasanju (Shields i sur.,
2006).
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4. MATERIJALI | METODE RADA

4.1. ISTRAZIVANI RAKOVI | KREIRANJE EKSPERIMENTA

U istrazivanje su bile ukljtene tri trziSno vrlo vazne vrste rakova, jasRajinurus
elephas(Fabricius, 1787.), velika rakoviddaja squinado(Herbst, 1788) i grmalEriphia
verrucosa(Forskal, 1775). Velika rakovica je uzorkovana oavigradskom moru 2.03. 2010
godine. Uzorkovano je 68 komada iz ulova. Nakorvaldrzana je u vanjskim bazenima sa
protokom svjezeg moré&ja je temperatura bila 11 °C. U bazenima su blldn2nakon toga su
transportirane do laboratorija. Transportirane suliathoratorija u termo izoliranim posudama,
izloZzene zraku i pothiene radi umanjivanja stresa i humanog ponaSanjavednjama.

Transport je trajao 4 h. Bile su 9 h izloZzen&ara

Slika 15.Vanjski bazeni za drZzanje rakovica u Novigradu

Grmalj je uzorkovan na tri lokacije, Starigrad 9,08rsi 13.09. i Zdrelac 2.10. 2010 godine.

Uzorkovano je 76 komada. Temperatura mora bile0jé@ Nakon ulova transportirani su u
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termo izoliranim posudama, izloZeni zraku i podleiai radi umanjivanja stresa i humanog
ponasSanja sa zivotinjama. Bili su 9 h izlozeni mrak

Jastog je uzorkovan u Komizi, 24.07. i 30.08. 20W@orkovano je 39 komada iz ulova.
Nakon ulova jastozi su drzani u bazenima sa dotolamjeZzeg mora. Prva grupa je
transportirana u hladnjaizloZzena zraku i pothteena do Zadra, smjestena tri dana u bazenu
na temperaturi 18 °C i zatim transportirana u teim@iranim posudama, izlozena zraku i
pothlaiena radi umanjivanja stresa i humanog ponasSarjaveinjama. Transport je trajao 4
h. Bili su 9 h izloZeni zraku. Druga grupa jensportirana u hladn§a izlozena zraku i
pothlaiena do Zadra, smjeStena tri dana u bazen na te@8miC,1zatim transportirana u termo
izoliranim posudama, izlozena zraku i potidaa radi umanjivanja stresa i humanog
ponaSanja sa zivotinjama. Transport je trajao 8ili.su 9 h izlozeni zraku.

Rakovima je uzorkovana hemolimfa, nakon toga ndjgrsa je biometrija, odgen spol i
stupanj presvk&enja. Uzorci tkiva: hepatopankreasa, probavnogasastSkrga, srce i gonada
20 rakova uzorkovani su za histoloSke analizebid&emijsku analizu uzimali su se uzorci
hemolimfe u epruvete s EDTA, odmah nakon toga dagtrala se na StatSpin 12 000 g kroz
95 sekundi i potom se dobivena plazma spremila8fa’€. Biokemijske analize hemolimfe
obavljene su uz pondobiokemijskog analizatora. Obradili su se slgdparametri
hemolimfe: ukupni proteini (TP), kolesterol (CHOLyjjgliceridi (TRIG), glukoza (GLU),
urea (BUN), kreatinin (CREA), alanin aminotranstexa(ALP), kreatinin kinaza (CK),
aspartat aminotransferaza (AST), gama glutamilspaptidaza (GGT), laktat dehidrogenaza
(LDH). Minerali u serumu analizirani su ha atomskapsorpcijskom spektrometru, AAnalyst
200, (Perkin Elmer instruments, SAD). Rakovici ggmala hemolimfa iz ventralnog sinusa
kroz zglobnu membranu na osnovi 5 pereipoda, gumalperikardijalne Supljine, jastogu iz

ventralne abdominalne arterije.

4.2. METODA ULOVA

Velika rakovica Maja Squinadd ulovljena je u Novigradskom moru. Za ulov se
koristila mreza rakovica (Cetihii Swiniarski, 1985). MreZa rakovica je jednostrukeeza
staja&ica koja se smije koristiti u ribolovu na @k. Duljina mreze iznosi oko 45 metara
odnosno 200-220 oka, a visina do 4,5 oka. dei jedne stranice oka popone iznosila je 160
mm. Mreza se spuStala ngeei dizala u jutarnjim satima. Rakovice su naktva drzane u
bazenima sa stalnim protokom svjeZzeg mora. Ribg@owbavljen u razdoblju dopustenog

lova od 1. prosinca do 1. lipnja.

42



Materijali i metode

Jasvmm

Q)
. Sarliéi

& _Naranéié
a

Yo

Q.
)atriéi

Slika 16. Novigradsko more

Jastog Ralinurus elephasje ulovljen zoni viskog akvatorija. Za ulov seristila

mreza jastogara i komiSka sklopiva vrSa. Mrezaogmta je jednostruka mreza staa za

ribolov jastoga Ralinurus elephags hlapa Homarus gammarysi kuka Scyllarides latup

koja se smije koristiti samo u ribolovu nacdk kao Sto je navedeno u Pravilniku o obavljanju
gospodarskog ribolova (N.N. 083/2000). Vela oka mreznog tega smije biti od 120
milimetara do 130 milimetara. Visina ne smije hica od 4,5 oka mreznog tega. Komiska

vrSa je sklopiva vrSa od mreznog tega, valjkastolika. Sastoji se od tri drvena ilicana

obrwa promjera 60-80 cm i tri drvena Stapa duljine 1B0-cm, oko kojih je razapet mrezni

teg veltine jedne stranice oka 55 mm (Cetinisur.,

dopustenog lova od 1. svibnja do 1. rujna.

1997). Ribolov je obavljen u razdoblju
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Slika 17.KomiSka sklopiva vrSa (pruzeto iz Cefinisur., 1997)
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Grmalj Eriphia verrucosaulovljen je u Starigradu, na otoku PaSmanu i sivie kraj
Zadra. Ulovljen je rtno u nénom lovu. Pri lovu je koriSteno svijetlo. Ribolo pbavljen u

razdoblju dopustenog lova.

4.3. BIOMETRIJSKA MJERENJA UZORAKA RAKOVA

Tijekom istrazivanja na svim rakovima obavljena biometrijska mjerenja.
Biometrijskim mjerenjima ribe obuhvatili smo slggé pokazatelje:

* Duzina glavoprsSnjaka mjerena je pémom mjerkom od dorzalno anteriorngke,
izmedu rostuma, do posteriorne ¢k koja je bila dorzalno posteriorna sredina
glavoprsnjaka.

 Ukupna duzina je mjerena samo kod jastoga. Mjerenanetrom od dorzalno
anteriorne toke, izmefu rostruma, do posteriorne sredine telsona.

 Sirina glavoprsnjaka mjerena je na velikoj rakovigrmalju. Mjerena je porsnom
mjerkom u najSirem dijelu glavoprsnjaka.

» Ukupna tezina rakova mijerena je digitalnom vagoetller Toledo (0,019g).

Slika 18. Mjerenje duzine i Sirine glavoprSnjaka. a. Sirigevoprsnjaka; b. duzina

glavoprsnjaka
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Slika 19.Duzina dugorepaca. c. ukupna duzina tijela

4.4. ODRBEPIVANJE STADIJA PRESVLA CENJA

Stadij presvl@enja odréen je prema Drach-u, (1939), koji je ciklus polijena pet
stadija A-E i viSe podstadija. Aiken (1973) je nfamiiao podjelu i prilagodio je jastozima.
Stadij presvl&enja svakog pojedinog raka odredili smo prema @irdklopa (A-E) uzimajai
u obzir promjene u tvrdo oklopa glavoprsSnjaka (slika 20) navedene za swskdij i
podstadij.

A;- mekano tijelo, apsorpcija vode, promjena dimentijela koja zavrSava 4-8 h nakon
presvigenja

A, - oklop mekan, usta i vrhovi KklijeSta tvrdi, za&pge mineralizacija

B - oklop fleksibilan

C, - oklop fleksibilan, zap@inje kretanje

C,- glavoprsnjak postaje tvrd u posteriodorzalnojeldido rostruma

Cs - branhialni dio glavoprsnjaka mekan, sve ostaldo

C4 - svi dijelovi glavoprsnjaka tvrdi, ndesvilani stadij

D1- pasivni predsvini stadij, retrakcija epiderma
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D,- aktivno predsviéni stadij
D3 - resorpcija minerala iz egzoskeleta,
E - pasivha faza preswenja, apsorpcija vode, aktivha faza pre&sga, puca torakalno-

abdominalni membrana, skida se glavoprsnjak

Slika 20. KoriStenje tvrdoe glavoprSnjaka u odievanju stadija presvignja. A. lagano
udubljivanje pod prstima u podifju A- stadij B ili C;. Ukoliko je podruéje A tvrdo ali se
podrije B moze udubiti — stadij£C Ukoliko je podrije A, B i C tvrdo- stadij G (preuzeto
iz Aiken, 1973)

4.5. ODRBPIVANJE SPOLA RAKOVA

Kod odrelivanja spola sluzili smo se vanjskim spolnim ozmaka Vanjske spolne
oznake vidljive su kod muzjaka na osnovi petog ipeda gdje se nalazi spolni otvor ili
gonopora. Spolni otvor muzjaka kod grmalja i rakevprekriven je repom (slike 22 i 26) dok
je kod jastoga oblika male stope na osnovi petogipeda (slika 24). Vanjske spolne oznake
vidljive su kod Zenki na osnovi tteg pereipoda. Spolni otvor Zenke kod grmalja i vid®

prekriven je repom (slike 21, 23 i 25), dok je kastoga spolni otvor neza&n repom.

46



Materijali i metode

Slika 23.Vanjske spolne oznake Zenke jastoga

47



Materijali i metode

Slika 26.Vanjske spolne oznake muZzjaka grmalja
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4.6 OBRADA UZORAKA HEMOLIMFE | BIOKEMIJSKE ANALIZE HEMO LIMFE

Po dolasku u laboratorij uzorkovana je hemolimta mokemijske analize. Za
biokemijsku analizu uzimani su uzorci hemolimfe prirete s EDTA, centrifugirani su na
StatSpin 12 000 g kroz 95 sekundi i potom je plazp@hranjena na -80 °C do obrade na
analizatoru. Plazma je analizirana na Zavodu z®ldgiju i radiologiju Veterinarskog
fakulteta u Zagrebu. Vrijednosti biokemijskih paetara hemolimfe: ukupni proteini (TP),
kolesterol (CHOL), trigliceridi (TRIG), glukoza (Gl), urea (BUN), kreatinin (CREA),
alanin aminotransferaza (ALP), kreatinin kinaza [CkKspartat aminotransferaza (AST),
gama glutamil transpeptidaza (GGT), laktat dehidnaga (LDH), odmdivali su se
kolorimetrijskom metodom uz porddiokemijskog analizatora SABA 18 (AMS, lItalija) sa
regensima Dijagnostike d.o.o. (Sisak).
Minerali u serumu analizirani su na atomskom apsmiom spektrometru, AAnalyst 200,
(Perkin Elmer instruments, SAD) u Bolnici za inieke bolesti, Zagreb. Kalcij, magnezij i
bakar su izraZzeni u mmol/L. Cink se izrazava u {dimdli kako su vrijednosti bakra kod
rakovica, grmalja i jastoga bile puno viSe nego kdpldi, prer&unati su
u mmol/L. Koristio se standardni panel za kraljeke;.

Slika 27.Uzimanje uzorka hemolimfe iz ventralne abdominarterije jastoga
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4.7. HISTOLOSKE ANALIZE

HistoloSka obrada tkiva hepatopankreasa, probawusgava, Skrga, srca i gonada
obavljena je prema Clark i sur. (1973). Uzorci &ifiksirani su u Davidsonovom fiksativu
(Bell i Lightner, 1988), sastava navedenog pattdon 1.. Omjer tkiva i dodanog fiksativa bio
je 1:10. Fiksacija je trajala 24-72 h, nak&ega su uzorci tkiva prebani u 50 % etanol na
neodr@eno vrijeme. Tkivo je zatim dehidrirano u slijedianola razléitih koncentracija (70
%, 96 %, 96 %, 100 %, 100 %) i ksilolu, te prozimanparaplastu pod tlakom (histokinet
Leica TP1020). Za parafinsko uklapanje u blokovesten je parafinski dispenzor Tissue
Tek Leica EG 1120. Rezovi su napravljeni mikrotomiem2255.

OsusSeni preparati bojani su hematoksilinom i eanimn sljedéem postupku: 2 x 2
minute rehidriranje sa ksilenom, 1 x 2 minute apsolalkohol, 2 x 1 minuta apsolutni
alkohol, 1 x 1 minuta voda iz slavine, Mayer-ov lmeaksilin (tatka 2.) kroz 8 minuta, voda
iz slavine 30 sekundi, kiseli alkohol {t@a 3.) 30 sekundi, Young-ov eozin {ka 4.) 4
minute, voda iz slavine 1 minuta, dehidracija xutanjanja u slijedu alkohola (70 %, 96 %,
100 %) i 2 x 2 minute u ksilenu. Preparat je uljplu kanadski balzam i suSio se najmanje
jedan sat na 37 °C.

1. Davidson fiksativ

Kiseli alkohol 110 ml
95% etanol 330 ml
Destilirana voda 335 ml
Formalin 220 ml

2. Mayer-ov hematoksilin

Hematoksilin 29
Natrijev jodid 0,449
Aluminij amonij sulfat 100 g

Limunska kiselina 29
Kloralni hidrat 100 g
Destilirana voda 2L

3. Kiseli alkohol 0,5%
Hidrokloriéna koselina 0,5 ml
Izopropanol 69, 8 ml

Destilirana voda 29.7 ml
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4. Young-ov eozin
Eozin 15¢9
Eritrozin 59
Kalcij klorid 55¢
Destiliranavoda 2L
Zatim su se mikroskopski pregledali preparati keéissvjetlosni mikroskop Olympus BX51
sa pratéim SW za automatsku obradu slike tipa analySIS-PRO.

4.8. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Tijekom istrazivanja provodila se statédia obrada prikupljenih podataka. Za sve
prikupljene rezultate provela se deskriptivha stéta (srednje vrijednosti, mjere disperzije)
kao i analiza znmmjnosti razlika (t-testovi) i povezanosti (kore]acifaktorske analize)
izmeaiu mjerenih varijabli. Sve statigke analize obavile su se poéuoprogramskih paketa
Statsoft Statistika 7 i Microsoft Office.

Pored klaginih statisttkih metoda u analizi i interpretaciji ovisnosti mgaih
parametera o vrsti rakova, u ovom radu su koriStemetode dubinske analize podataka (data
mining) kojecesto koriste algoritme iz podfja strojnog denja. Ovim pristupom dobivaju se
modeli koji koriste podatke na efikasniji dma od standardniih statiskih metoda. Pristup
modeliranju podataka preko strojnogenja omogtava, u nekim skajevima istovremeno
koriStenje podataka sa prediktivnog aspekta, alhadele podataka koji omoéavaju
jednostavniju interpretaciju sa stanoviSta vahjaial interesa za istrazivani fenomen. U
smislu dubinske analize podataka (engleski nazivgata mining), mozemo stoga razlikovati
deskriptivne i prediktivne modele.

Deskriptivni ili opisni modeli podataka dobiveni &oriStenjem programskog paketa
WEKA (Witten i Frank, 1999), poznatog paketa progeaaza dubinsku analizu podataka iz
kojeg je koriStena implementacija programa C4.5if@n, 1992) za izgradnju stabla
odlwivanja. Takder je za vizualizaciju viSe-dimenzionalnih podatdaiSten programski
paket R (R Development Core Team, 2007) koji dastosadrzi stotine (mozda i tis)
algoritama i tehnika za obradu podataka. U sklogketa R, koriStena je i implementacija
algoritma sldgajnih Suma (Breimen, 2001; Liaw i Wiener, 2002).(&andom Forest), za
odralivanje vaznosti varijabli odnosno transformiranjenize-dimenzionalni prostor radi

vizualizacije podataka.
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Prediktivni zn&aj mjerenih parametra na mjerenom uzorku ocjenjivaino
koriStenjem Experimenter okruzenja WEKA paketagkomogéuje usporedbu &g broja
konkurentnih modela na istim podacima. Pri tom sadoristili uobajenim evaluacijskim
pristupom za strojnodenje — unakrsnom validacijom (en cross-validation)

Algoritam stabla odlgivanja jedan je od n&g&e koriStenih algoritama u dubinskoj
analizi podataka. Algoritam stabla o¢ianja rekurzivno dijeli skup podatakacuorovima
stabla, prema optimalnim uvjetima (vrijednost digme varijable), koje su nazieme na
granama stabla ispagvora. Optimalni uvjet za pojedigivor stabla je onaj koji maksimalno
smanjuje entropiju primjera (u smislu homogenostis& primjera), u podskupovima koji
nastaju “cijepanjem” primjera u konkretnaiworu. Stablo se gradi od gore (kompletni skup
primjera), prema nadolje, &orovi pri dnu, nakon kojih se stablo viSe ne gramatvorovi
odluke (ili listovi stabla), u kojima je definiraridasa primjera koji zadovoljavaju uvjete na
putu od prvogévora prema konkretnondvoru odluke. Cvorovi odluke nastaju ako su
zadovoljeni predefinirani uvjete (od strane korksr)j] o homogenostivora u smislu klasa
primjera, maksimalnoj dozvoljenoj dubini stablangkom drugom, sloZzenijem uvjetu.

Algoritam sli&ajnih Suma péiva na algoritmu stabla odlivanja, no, umjesto
izgradnje jednog stabla, izgge cijeli niz stabala, koristepritom randomizaciju i u odabiru
primjera i odabiru varijabli za gradnju modela. Ougprimjera predstavlja postupak pod
nazivom “bootstrapping”, u kojem se zapravo iz pmsth podataka izdvaja odieni
podskup. Na tako odabranim primjerima se gradineg@del (stablo odttivanja), ali se za
gradnju pojedinog stabla koristi samo alinei, manji podskup, stajno odabranih varijabli.
Gradenjem véeg broja stabala, te njihovim “glasanjem” u smidlasificiranja nekog novog
primjera (primjer koji nije koriSten za izgradnjuontela), stvara se znatno robustniji model u
odnosu na model jednog stabla a@dhanja. No, pored prediktivne dnosti algoritam
sliéajnih Suma takder omogdava niz drugih analiza ili modela i to preko stites
dobivenih usporedbom rezultata pojedinih staba@jadreiivanje zn&aja pojedinih varijabli
za stvaranje klasifikacijskog modela (odnosno kamianje klasa), (ii) prikaz odnosa
(medusobne udaljenosti) primjera u niZze-dimenzionalnprastoru prikaza podataka, (iii)
formiranje tzv. prototipova primjera pojedine klgw@mjera, (iv) parcijalne ovisnosti varijabli
o klasama i stino.

U naSim analizama koristili smo opciju odreanja zn&aja pojedinih varijabli za stvaranje

klasifikacijskog modela, odnosno razlikovanje izim&lasa primjera.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA
5.1. BIOMETRIJSKA MJERENJA ISTRAZIVANIH VRSTA RAKOV A

5.1.1. Biometrijska mjerenja rakoviceMaja squinado

Srednje vrijednosti, raspon i standardna devijacijgerenih biometrijskih obiljezja za
cijeli uzorak rakovica prikazani su u tablici 1tablici 1a izdvojene su vrijednosti za muzjake
rakovice, u tablici 1b za Zzenke rakovica. Ulovljgaakupno 63 rakovice atega 49 muzjaka
i 14 zenki. Prilikom testiranja spolnih razlikalftea 2) utvdeno je da nema spolnih razlika u
vrijednostima mjerenih biometrijskih parametara ondka. U tablici 3 prikazana je
povezanost teZzine rakovica sa duzinom i SirinonvapeSnjaka. TezZina rakovice pokazuje
visoku povezanost sa duzinom i tezinom glavopranjak= 0,93; r = 0,93). Nismo ulovili

nijednu zenku koja je nosila vanjska jaja.

Tablica 1. Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja cijelog tkeorakovica

N M Minimum  Maksimum SD
Duzina glavoprsnjaka (cm) 63 12,46 9,80 15,20 1,18
Sirina glavoprsnjaka (cm) 63 10,51 8,20 13,10 1,09
TeZina (gr) 63 569,563 277,17 1020,70 176,29

Tablica 1a.Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja muzjakaoraga

N M Minimum  Maksimum SD
Duzina glavoprsnjaka (cm) 49 12,48 9,80 15,20 1,21
Sirina glavoprsnjaka (cm) 49 10,51 8,20 13,10 1,15
Tezina (gr) 49 582,39 277,17 1020,70 185,11

Tablica 1b. Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja zenki rakav

N M Minimum  Maksimum SD
Duzina glavoprsnjaka (cm) 14 12,39 10,20 13,80 1,13
Sirina glavoprsnjaka (cm) 14 10,50 8,80 12,20 0,95
Tezina (gr) 14 524,51 300,86 738,00 132,98

Tablica 2. Prikaz testiranja spolnih razlika u biometriji oakca

M@m) M(32) t df p NM) N(@
Duzina glavoprsnjaka (cm) 12,48 12,39 0,23 61 0,82 49 14
Sirina glavoprsnjaka (cm) 10,51 1050 0,02 61 0,98 49 14
TeZina (gr) 582,39 52451 1,08 61 0,28 49 14
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Tablica 3. Prikazkorelacija izméu biometrijskih mjera za cijeli uzorak rakovica

Duzina glavoprsnjaka  Sirina glavoprsnjaka TeZina
Duzina glavoprsnjaka (cm) 1,00 0,96 0,93
Sirina glavoprsnjaka (cm) 0,96 1,00 0,93
TeZina (gr) 0,93 0,93 1,00

5.1.2. Biometrijska mjerenja jastogaPalinurus elephas

Srednje vrijednosti, raspon i standardna devijacijgerenih biometrijskih obiljezja za
cijeli uzorak jastoga prikazani su u tablici 4ablici 4 a izdvojene su vrijednosti za muzjake
jastoga, u tablici 4 b za zZenke jastoga. Ulovljgnakupno 39 jastoga agkga 9 muzjaka i 30
Zenki. Prilikom testiranja spolnih razlika (tabli& utvideno je da muzjaci imaju z&@no
duZe glavoprsnjake. U tablici 6 prikazana je powesatezine jastoga sa ukupnom duzinom i
duzinom glavoprsSnjaka. Tezina jastoga pokazujekugmovezanost sa ukupnom duzinom i
duzinom glavoprsnjaka (r = 0,83; r = 0,77). Nismlovii nijednu Zenku koja je nosila
vanjska jaja.

Tablica 4. Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja cijelog tkeojastoga

N M Minimum  Maksimum SD
Ukupna duZina (cm) 39 27,04 21,50 36,5 3,31
Duzina glavoprsnjaka (cm) 39 11,32 9,30 13,2 1,17
TeZina (gr) 39 517,09 308,00 1492,0 218,64

Tablica 4 a.Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja muzjakégga

N M Minimum  Maksimum SD
Ukupna duZina (cm) 9 29,38 24,90 36,50 3,08
Duzina glavoprsnjaka (cm) 9 12,18 10,90 13,20 0,90
Tezina (gr) 9 685,79 481,00 1492,00 315,93

Tablica 4 b. Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja zenkiggst

N M Minimum  Maksimum SD
Ukupna duZina (cm) 30 26,33 21,50 32,10 3,09
Duzina glavopr3Snjaka (cm) 30 11,06 9,30 13,20 1,13
Tezina (gr) 30 466,48 308,00 888,00 153,69

Tablica 5. Prikaz testiranja spolnih razlika u biometriji tega

Mm M2 t df p Nm Nz
Ukupna duZina (cm) 294 26,3 259 37 0,014 9 30
Duzina glavoprsnjaka (cm) 12,2 11,1 2,72 37 0,010 9 30
TeZina (gr) 685,8 466,5 2,88 37 0,007 9 30
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Tablica 6. Prikazkorelacija izméu biometrijskih mjera za cijeli uzorak jastoga

Ukupna duzina  DuZina glavoprdnjaka  TeZina
Ukupna duZina (cm) 1,00 0,86 0,83
Duzina glavoprsnjaka (cm) 0,86 1,00 0,77
TeZina (gr) 0,83 0,77 1,00

5.1.3. Biometrijska mjerenja grmalja Eriphia veruccosa

Srednje vrijednosti, raspon i standardna devijacijgerenih biometrijskih obiljezja za
cijeli uzorak grmalja prikazani su u tablici 7tablici 7 a izdvojene su vrijednosti za muzjake
grmalja, u tablici 7 b za zenke grmalja. Ulovljgeaukupno 76 grmalja otega 47 muzjaka i
29 Zenki. Prilikom testiranja spolnih razlika (tighbl 8) utvidieno je da muzjaci grmalja imaju
zn&ajno veu tezinu od Zenki grmalja. U tablici 9 prikazangpvezanost teZzine grmalja sa
duzinom i Sirinom glavoprSnjaka. Tezina grmalja gmkje visoku povezanost sa duzinom i
Sirinom glavoprsnjaka (r = 0,87; r = 0,90). Nismowili nijednu zenku koja je nosila vanjska
jaja.

Tablica 7. Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja cijelog tkeogrmalja

N M Minimum  Maksimum SD
Duzina glavoprsnjaka (cm) 76 5,23 3,90 7,20 0,80
Sirina glavoprsnjaka (cm) 76 6,29 5,00 8,20 0,82
Tezina (gr) 76 103,12 37,13 296,00 48,28

Tablica 7 a.Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja muzjaka @ja

N M Minimum  Maksimum SD
Duzina glavoprsnjaka (cm) 47 5,36 3,90 7,20 0,78
Sirina glavoprsnjaka (cm) 47 6,40 5,00 8,20 0,81
TeZina (gr) 47 113,52 48,16 296,00 50,86

Tablica 7 b. Prikaz rezultata biometrijskog mjerenja Zenki dijena

N M Minimum  Maksimum SD
Duzina glavoprsnjaka (cm) 29 5,04 4,00 6,90 0,82
Sirina glavoprsnjaka (cm) 29 6,10 5,00 7,90 0,81
TeZina (gr) 29 86,25 37,13 192,00 38,96

Tablica 8. Prikaz testiranja spolnih razlika u biometriji gatlja

M M t df p Nm Nz
m z
Duzina glavoprSnjaka (cm) 54 504 169 74 0,09 47 29
Sirina glavoprsnjaka (cm) 6,4 6,10 156 74 0,12 47 29
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Tezina (gr) 1135 86,25 2,47 74 0016 47 29

Tablica 9. Prikazkorelacija izméu biometrijskih mjera za cijeli uzorak grmalja

Duzina glavoprsnjaka  Sirina glavoprsnjaka TeZina
DuZina glavoprSnjaka (cm) 1,00 0,89 0,87
Sirina glavoprdnjaka (cm) 0,89 1,00 0,90
TeZina (gr) 0,87 0,90 1,00

5.2. BIOKEMIJSKA MJERENJA ISTRAZIVANIH VRSTA RAKOVA

5.2.1. Biokemijska mjerenja rakoviceMaja squinado

Srednje vrijednosti, raspon i standardna devijabiggkemijskih parametara za cijel
uzorak rakovica prikazani su u tablici 10, u tabli0 a izdvojene su vrijednosti za muzjake
rakovice, u tablici 10 b za zenke rakovica. Priltkdestiranja spolnih razlika (tablica 11)
utvrdeno je da ima spolnih razlika u biokemijskim vripedtima rakovica. Statigki
zn&ajne razlike utwtene su u razinama kalcija i magnezija. U tablicptiRazani su rezultati
povezanosti biometrijskih vrijednosti i biokemijekvrijednosti cijelog uzorka rakovica. CK i
Zn su nisko negativno povezani s duzinom glavopis)j Sirinom glavoprsnjaka i tezinom
rakovica. U tablici 13 prikazani su rezultati pegaosti biokemija cijelog uzorka rakovica.
Razina kolesterola je vrlo jako pozitivno povezaaarazinom triglicerida (r = 0,91) i jako
pozitivno povezana sa razinom uree (r = 0,79). iatiglicerida je jako pozitivho povezana
sa razinom uree (r = 0,79). Razina Cu je umjeresmtipno povezana sa razinom Zn (r =
0,48). S obzirom na brojne povezanostdm@arametrima biokemija, provedena je faktorska
analiza na glavne komponente. Koristio se Keisetrr@nov kriterij za odrdivanja broja
faktora (Eigen>1). U tablici 14 prikazan je reztlfaovedene faktorske analize (metoda:
glavne komponente) biokemijskih parametara rakovice
U tablici 15 prikazan je rezultat provedene konfitorne faktorske analize za faktor 1. pri
cemu 57 % varijabiliteta izdvojenih 5 parametarakbmija rakovica objaSnjava zajedkii
faktor. Najveée faktorsko zasenje imaju CHOL i TRIG. U tablici 16 prikazan jezrdtat
provedene konfirmatorne faktorske analize za faktotDH i CK imaju najvée faktorsko
zastenje na drugom faktoru. Izdvojenih 6 parametarkdmnaje dijele 37 % zajedtke

varijance.
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Rezultati

Tablica 10. Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja cijelog uzirakovica. N — broj rakova,;

M — aritmettka sredina; SD — standardna devijacija

N M Minimum  Maksimum SD
LDH U/L 57 36,89 6,00 107,00 22,88
CK U/L 60 307,50 28,00 773,00 238,78
TP g/L 61 47,74 11,00 81,00 11,75
CHOL mmol/L 61 0,84 0,30 1,42 0,31
TRIG mmol/L 61 0,23 0,07 0,40 0,09
BUN mmol/L 61 3,17 0,80 6,08 1,16
GLU mmol/L 61 2,92 1,10 5,18 0,82
Ca mmol/L 61 16,53 12,50 22,40 1,97
Mg mmol/L 61 96,21 37,60 188,00 32,95
Cu mmol/L 61 0,83 0,20 1,90 0,31
Zn pmol/L 61 13,70 5,70 31,50 4,33

Tablica 10 a.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja muzjaka raka

N M Minimum  Maksimum SD
LDH U/L 44 3593 6,00 107,00 23,50
CK U/L 46 291,07 32,00 773,00 236,11
TP g/L 47 47,51 11,00 81,00 12,58
CHOL mmol/L 47 0,81 0,30 1,28 0,30
TRIG mmol/L 47 0,22 0,10 0,36 0,08
BUN mmol/L 47 3,05 0,80 5,02 1,12
GLU mmol/L 47 2,95 1,10 5,18 0,88
Ca mmol/L 48 16,79 13,80 22,40 1,92
Mg mmol/L 48 91,61 37,60 188,00 30,81
Cu mmol/L 48 0,81 0,37 1,90 0,29
Zn pmol/L 48 13,35 6,30 22,60 3,36

Tablica 10 b.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja zenki ralavi

N M Minimum  Maksimum SD
LDH U/L 13 40,15 11,00 76,00 21,21
CK U/L 14 361,50 28,00 704,00 248,40
TP g/L 14 48,50 37,00 64,00 8,72
CHOL mmol/L 14 0,93 0,37 1,42 0,36
TRIG mmol/L 14 0,26 0,07 0,40 0,11
BUN mmol/L 14 3,56 1,67 6,08 1,25
GLU mmol/L 14 2,80 1,83 3,98 0,61
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Ca mmol/L 13 15,57 12,50 18,80 191
Mg mmol/L 13 113,18 70,80 168,00 36,24
Cu mmol/L 13 0,89 0,20 1,54 0,37
Zn pmol/L 13 14,97 5,70 31,50 6,87

Tablica 11. Prikaz rezultata testiranja spolnih razlika u bioie rakovica (t-test). df —

stupnjevi slobode; p — razina statikB zn&ajnosti razlike izméu aritmetékih sredina

Mm ME t df p Nm Nz

LDH U/L 3593 40,15 -0,58 55 0,564 44 13
CK U/L 291,07 361,50 -0,97 58 0,338 46 14
TP g/L 4751 4850 -0,27 59 0,785 47 14

CHOL mmol/L 0,81 0,93 -1,18 59 0,243 47 14
TRIG mmol/L 0,22 0,26 -1,59 59 0,117 47 14
BUN mmol/L 3,05 3,56 -1,46 59 0,150 47 14
GLU mmol/L 2,95 2,80 0,61 59 0547 47 14

Ca mmol/L 16,79 1557 2,04 59 0,046 48 13
Mg mmol/L 91,61 113,18 -2,16 59 0,035 48 13
Cu mmol/L 0,81 0,89 -0,84 59 0,403 48 13
Zn pmol/L 13,35 1497 -120 59 0,234 48 13

Tablica 12.Prikaz rezultata povezanosti biometrija i biokengijalog uzorka rakovica

Duzina glavoprsnjaka  Sirina glavoprdnjaka  TeZina
LDH U/L 0,14 0,17 0,14
CK U/L -0,30 -0,31 -0,30
TP g/L 0,04 0,11 0,02
CHOL mmol/L  -0,08 -0,10 -0,14
TRIG mmol/L  -0,07 -0,07 -0,11
BUN mmol/L -0,11 -0,12 -0,12
GLU mmol/L -0,05 -0,01 -0,07
Ca mmol/L -0,08 -0,07 -0,03
Mg mmol/L -0,18 -0,18 -0,17
Cu mmol/L -0,11 -0,06 -0,11
Zn pmol/L -0,34 -0,27 -0,29
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Rezultati

Tablica 13. Prikaz rezultata povezanosti biokemija cijelog uzorka rakovica

LDH CK TP CHOL TRIG BUN GLU Ca Mg Cu Zn
UL UL a/L mmol/L mmaol/L mmol/L mmaol/L mmoliL mmollL  mmoliL pmol/L
LDOH
T 1,00 0,59 -0,03 -0.16 -0,23 -0,01 -0,13 0,26 -0,16 -0.15 -0.12
CK
™ 0,59 1,00 015 0,38 041 0,31 0,32 0,36 0,34 0,26 0,31
TP
" -0,02 0,15 1,00 0,16 0,15 0,01 0,55 -0,06 0,00 -0,16 0,05
a
cHOL -0,16 0,38 0,16 1,00 0,91 0,79 0,32 0,32 0,08 -0.09 0,05
mmal/L
TRIG
-0,23 0,41 015 0,91 1,00 0,79 0,29 0,38 07 -0.09 013
mmaol/L
BUN
-0.01 0,31 0,01 0,79 0,79 1,00 07 0,29 014 0,01 012
mmol/L
GLU
-0,13 0,32 0,55 0,32 0,29 07 1,00 -0,15 013 -0.05 0,05
mimal/L
Ca 026 0,36 -0,06 0,32 0,38 40,29 -0,15 1,00 -0,24 -0.08 -0.04
mmol/L
Mg -0,16 0,34 0,00 0,09 07 014 013 -0.24 1,00 -0,06 010
mmol/L
C
! -0,15 026 -0,16 -0.09 -0,09 0,01 -0,05 -0,08 -0,06 1,00 0,43
mmol/L
Z
. -0,12 0,31 0,05 0,05 013 012 0,05 -0,04 010 0,48 1,00
umol’L
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Tablica 14.Prikaz rezultata provedene faktorske analize (nzetglivne komponente)

biokemijskih parametara rakovice

Faktor 1  Faktor 2
LDH U/L -0,19 -0,62
CK U/L 0,46 0,71
TP g/L 0,34 -0,10
CHOL mmol/L 0,91 0,02
TRIG mmol/L 0,92 0,10
BUN mmol/L 0,80 0,04
GLU mmol/L 0,50 0,06
Ca mmol/L -0,45 -0,33
Mg mmol/L 0,24 0,30
Cu mmol/L -0,23 0,71
Zn pmol/L -0,01 0,67
Expl.vVar 3,25 2,06
Prp.Totl 0,30 0,19

Tablica 15.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktoshkalize za faktor 1:

Faktor 1

TP g/L 0,31
CHOL mmol/L 0,94
TRIG mmol/L 0,94

BUN mmol/L 0,85
GLU mmol/L 0,49
Expl.Var 2,83
Prp.Totl 0,57

Tablica 16.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktoshkalize za drugi faktor:

Faktor 2
LDH U/L 0,70
CK U/L -0,85
Ca mmol/L 0,54
Mg mmol/L -0,45
Cu mmol/L -0,48
Zn pmol/L -0,53
Expl.Var 2,23
Prp.Totl 0,37
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5.2.2. Biokemijska mjerenja jastogaPalinurus elephas

Srednje vrijednosti, raspon i standardna devijabiggkemijskih parametara za cijel
uzorak jastoga prikazani su u tablici 17, u talli¢ a izdvojene su vrijednosti za muzjake
jastoga, u tablici 17 b za Zenke jastoga. Priliktestiranja spolnih razlika (tablica 18)
utvrdeno je da ima spolnih razlika u biokemijskim vripgdtima jastoga. Zgajno se
razlikuju u razinama uree, kolesterol ima tendendg bude zr@ajno razlgéit. U tablici 19
prikazana su rezultati povezanosti biometrijskilpednosti i biokemijskih vrijednosti cijelog
uzorka jastoga. Ukupna duZina jastoga umjerenmzétipno povezana sa LDH, TP i BUN i
umjereno negativno povezana sa CREA. DuZina glawjgka jastoga je umjereno negativno
povezana sa CREA. Tezina jastoga je nisko pozitpoweezana sa TP, umjereno pozitivho
povezana sa LDH, BUN i Zn, umjereno negativno pamnazsa CREA. U tablici 20 prikazani
su rezultati povezanosti biokemija cijelog uzor&atpga. Razina Zn je vrlo visoko pozitivho
povezana sa razinom TP, ALP i BUN, visoko pozitiypavezana sa razinom CHOL, TRIG,
umjereno pozitivno povezana sa razinom GLU, Ca i Swbzirom na brojne umjerene
povezanosti m#u parametrima biokemija, provedena je faktorskalizaana glavne
komponente. Koristio se Keiser-Gutmanov kriterij adreiivanja broja faktora (Eigen>1). U
tablici 21 prikazan je rezultat provedene eksploaofaktorske analize (metoda: glavne
komponente) biokemijskih parametara jastoga. UidaBP prikazan je rezultat provedene
konfirmatorne faktorske analize za faktor 1. pemu 73 % varijabiliteta izdvojenih 7
parametara biokemija jastoga objasSnjava zafkdifaktor. Najvee faktorsko zasenje imaju
TRIG, Zn, Cu, ALP, TP. U tablici 23 prikazan je véat provedene konfirmatorne faktorske
analize za faktor 2. S drugim faktorom su povezaz@e biokemijskih parametara Ca, GLU,
BUN, TP i CREA. Faktor objasnjava 59 % varijabiigeih biokemijskih parametara.
Na tre&em faktoru najvée faktorsko zasenje imaju GGT, urea i glukoza. Ngtvrtom
faktoru najvée zastenje (saturaciju) imaju magnezij, glukoza i ureeeci cetvrti faktor
imaju niske Eigen vrijednosti Sto zZhiada su vjerojatno u granicama statikd pogreske.
Dakle, nije bilo potrebno detaljnije analiziratidaa faktora.
S obzirom da je iz brojnih istrazivanja poznatosdaproteini vezani uz razine cinka i bakra,
provedena je i dodatna konfirmatorna faktorskaiaaaamo s tim varijablama (tablica 24).
Faktor je skoro ekvivalentan ukupnim proteinima emiolimfi, pa se moZe tako i
interpretirati. Isto je vidljivo i iz korelacijagzine cinka i bakra su visoko pozitivho povezane

sa razinom ukupnih proteina.
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Rezultati

Tablica 17.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja cijelog uzojastoga.

N M Minimum  Maksimum  SD

CREApmol/L 26 192,69 10,33 744,13 239,06
LDH U/L 13 202,54 40,00 559,00 154,96
TP g/L 31 48,03 7,00 91,00 19,90
GGT U/L 19 2,88 1,61 11,68 2,20
ALP U/L 31 99,13 17,00 266,00 55,52
CHOL mmol/L 31 0,51 0,07 1,59 0,39
TRIG mmol/L 31 0,13 0,01 0,27 0,06
BUN mmol/L 23 0,73 0,35 1,77 0,33
AST U/L 7 122,14 30,00 385,00 128,13
GLU mmol/L 31 0,93 0,16 3,64 0,65
Ca mmol/L 16 27,62 23,60 31,20 2,58
Mg mmol/L 16 63,06 32,50 103,00 18,73
Cu mmol/L 16 1,43 0,16 3,12 1,04
Zn pmol/L 16 73,88 23,00 208,00 44,97

Tablica 17 a.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja muzjakagast

N M Minimum  Maksimum  SD

CREApumol/L 4 27,25 15,06 55,25 18,87
LDH U/L 3 296,33 102,00 559,00 236,04
TP g/L 6 50,67 27,00 73,00 17,92
GGT U/L 3 317 2,99 3,34 0,17
ALP U/L 6 86,33 36,00 120,00 35,76
CHOL mmol/L 6 0,27 0,13 0,44 0,12
TRIG mmol/L 6 0,11 0,03 0,22 0,07
BUN mmol/L 5 1,04 0,52 1,77 0,48
AST U/L 2 111,00 41,00 181,00 98,99
GLU mmol/L 6 0,77 0,16 1,07 0,33
Ca mmol/L 2 26,90 23,60 30,20 4,67
Mg mmol/L 2 59,00 58,00 60,00 1,41
Cu mmol/L 2 0,66 0,32 1,00 0,48
Zn umol/L 2 81,50 50,00 113,00 44,55
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Tablica 17 b.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja zenki jastog

N M Minimum  Maksimum SD
CREApmol/L 22 222,77 10,33 744,13 248,65
LDH U/L 10 174,40 40,00 399,00 125,79
TPg/L 25 47,40 7,00 91,00 20,64
GGT U/L 16 2,82 1,61 11,68 2,40
ALP U/L 25 102,20 17,00 266,00 59,46
CHOLmmol/L 25 0,57 0,07 1,59 0,41
TRIG mmol/L 25 0,13 0,01 0,27 0,06
BUN mmol/L 18 0,64 0,35 1,33 0,22
AST U/L 5 126,60 30,00 385,00 148,62
GLU mmol/L 25 0,97 0,21 3,64 0,71
Ca mmol/L 14 27,72 24,50 31,20 2,43
Mg mmol/L 14 63,64 32,50 103,00 20,04
Cu mmol/L 14 154 0,16 3,12 1,07
Znjastozi ymol/lL 14 72,79 23,00 208,00 46,59

Tablica 18.Prikaz rezultata testiranje spolnih razlika u biokejastoga (t-test).

Mm M@ t df p Nm Nz
CREApmollL 27,24 222,77 -155 24 014 4 22
LDH U/L 296,33 17440 122 11 025 3 10
TP giL 50,67 47,40 036 29 072 6 25
GGT UL 317 2,82 024 17 081 3 16
ALP UIL 86,33 102,20 -062 29 054 6 25
CHOL mmollL 0,27 057 -1,80 29 008 6 25
TRIG mmol/L 0,11 0,13 -0,77 29 045 6 25
BUNmmollL 1,04 064 270 21 001 5 18
AST U/L 111,00 12660 -013 5 090 2 5
GLUmmollL 0,77 097 -064 29 053 6 25
Ca mmol/L 26,90 27,72 041 14 069 2 14
Mg mmol/L 59,00 6364 -032 14 076 2 14
Cu mmol/L 066 1,54 -112 14 028 2 14
Zn pmol/L 81,50 72,79 025 14 081 2 14
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Rezultati
————————————————————————————————————————————————

Tablica 19. Prikaz rezultata povezanosti biometrija i biokemggelog uzorka jastoga.

Istaknute su korelacije (r) koje su statiktiznatajne na razini p < 0,05.

Ukupna duzina  DuZina glavoprdnjaka  TeZina
CREA pmol/L -0,63 -0,54 -0,50
LDH U/L 0,66 0,22 0,60
TP g/L 0,40 0,27 0,36
GGT U/L -0,24 -0,18 -0,08
ALP U/L 0,34 0,27 0,19
CHOL mmol/L -0,11 -0,03 0,03
TRIG mmol/L 0,26 0,16 0,17
BUN mmol/L 0,49 0,28 0,43
AST U/L -0,14 -0,22 -0,27
GLU mmol/L 0,11 0,06 -0,07
Ca mmol/L 0,26 0,19 0,34
Mg mmol/L -0,08 -0,05 -0,03
Cu mmol/L 0,21 0,20 0,34
Zn pmol/L 0,44 0,47 0,57
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Tablica 20. Prikaz rezultata povezanosti biokemija cijelog uzorka jastoga (tablica a)

CREA LDH TP GGT ALP CHOL TRIG Urea AST GLU Ca Mg Cu Zn

pmol/L Ui oL UiL UiL mmolllL  mmollL  mmoliL UiL mmollL  mmoll mmoll mmoll pmoll
_.“uh.._um_ﬂ__.. 1,00 -028 054 030 0,48 0,02 -0.25 -0,26 0,29 -0.24 -0.54 0,07 -0,38 -0,60
LDH
UL -0.28 1,00  -015 0,12 -0,12 -0.38 -0,03 0,47 0,90 -0.30
MH 0,54 -0,15 1,00 -0.14 0,55 047 0,65 0,51 047 0,43 0,72 -0.27 0,86 0,92
GGT
UL 0,30 01z -014 1,00 -0,16 0,21 -0,10 0,50 0,21 0,30 -0,29 0,03 -0,05 01z
ALP
UL 0,48 -012 055 -016 1,00 0,51 0,59 -0,10 -0.46 0,39 0,58 -0,23 0,77 0,91
CHOL

0.0z -0,38 047 0,21 0,51 1,00 0,69 0,00 0,64 021 0,31 -0,18 0,81 0,77
mmol/L
TRIG

-0.25 -0.03 065 -010 0,59 0,69 1,00 0,51 012 0,39 0,61 -013 0,82 0,83
mmaol/L
BUN -0,26 0,47 0,51 0,50 -0,10 0,00 0,51 1,00 017 012 075 0,27 0,37 0,95
mmaol/L
AST
UL 0,29 0,90 047 021 -0.46 064 01z 0,17 1,00 -0.26
GLU

-0,24 -0,20 0,43 0,30 0,39 0,21 0,39 0,1z -0,26 1,00 052 -0,25 047 0,66
mmolL
Ca -0,54 072 -0.29 0,58 0,31 0,61 0,75 052 1,00 0,13 0,65 0,55
mmol/L
Mg 0,07 -0.27 0,03 -0,23 -0.18 -013 0,27 -0.25 0,13 1,00 -0.22 -017
mmaol/L
Cu

-0,38 0,86 -0.05 0,77 0,281 0,82 037 047 0,65 -0,22 1,00 0,65
mmaol/L ' 8 ' 8 8
Zn -0,60 0,92 0,12 0,91 0,77 0,83 0,95 0,66 0,55 -017 0,65 1,00
pmol/L
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Tablica 21.Prikaz rezultata provedene eksploatorne faktorskadize.

Faktor
CREA pmol/L -0,04
TP g/L 0,59
GGT U/L -0,00
ALP U/L 0,67
CHOL mmol/L 0,96
TRIG mmol/L 0,83
BUN mmol/L 0,20
GLU mmol/L 0,23
Ca mmol/L 0,42
Mg mmol/L -0,13
Cu mmol/L 0,86
Zn pmol/L 0,70
ObjaSnjena varijanca (eigen) 3,92
Proporcija objasnjene varijance 0,33

1 Faktor2
-0,83
0,67
-0,24
0,40
-0,14
0,35
0,63
0,44
0,80
0,04
0,37
0,65
3,29
0,27

Faktor 3
0,23
0,05
0,94
-0,23
0,12
0,08
0,68
0,39
-0,02
0,04
-0,01
0,36
1,76
0,15

Faktor 4
-0,15
0,16
0,07
0,36
0,11
-0,04
-0,46
0,55
-0,19
-0,83
0,14
0,14
1,49
0,12

Tablica 22.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktorshkalize za prvi faktor

Faktor 1
TP g/ -0,87
ALP U/L -0,83
CHOL mmol/L -0,77
TRIG mmol/L -0,88
Ca mmol/L -0,73
Cu mmol/L -0,93
Zn pmol/L -0,95
Eigen 5,10
Proporcija varijance 0,73

Tablica 23.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktorshkalize za drugi faktor

Faktor 2
CREA pmol/L 0,67
TP g/L -0,86
BUN mmol/L -0,72
GLU mmol/L -0,58
Ca mmol/L -0,94
Expl.Var 2,93
Prp.Totl 0,59
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Tablica 24.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktorshkalize na izmjerenim

razinama proteina, bakra i cinka.

Faktor
TP g/L -0,99
Cummol/L -0,89
Zn pmol/L -0,92
Expl.Var 2,62
Prp.Totl 0,87

5.2.3. Biokemijska mjerenja grmaljaEriphia veruccosa

Srednje vrijednosti, raspon i standardna devijabiggkemijskih parametara za cijel
uzorak grmalja prikazani su u tablici 25, u tab#6 a izdvojene su vrijednosti za muZzjake
grmalja, u tablici 25 b za Zenke grmalja. Prilikdestiranja spolnih razlika (tablica 26)
utvrdeno je da ima spolnih razlika u biokemijskim vripgdtima grmalja. Zn@jno se
razlikuju u razinama BUN i Zn. U tablici 27 prikadasu rezultati povezanosti biometrijskih
vrijednosti i biokemijskih vrijednosti cijelog uzZd grmalja. DuZina glavoprSnjaka grmalja
umjereno je negativno povezana sa AST i nisko megaipovezana sa LDH i BUN. Sirina
glavoprsnjaka grmalja umjereno je negativno povazmAST i nisko negativho povezana sa
LDH, CK, BUN. Tezina grmalja je nisko negativno paana sa TRIG. U tablici 28 prikazani
su rezultati povezanosti biokemija cijelog uzorkmalja. Razina ALP je vrlo jako pozitivho
povezana sa razinom Mg, jako pozitivho povezanASa i umjereno pozitivho povezana sa
TP, GGT, TRIG i BUN. Razina AST je jako pozitivhoyezana sa LDH i ALP, umjereno
pozitivho povezana sa CREA, TP, GGT, CHOL. S olmima brojne umjerene povezanosti
medu parametrima biokemija, provedena je faktorskdizamaa glavne komponente. Koristio
se Keiser-Gutmanov kriterij za odreanja broja faktora (Eigen >1). U tablici 29 priea je
rezultat provedene faktorske analize (metoda: gldkamponente) biokemijskih parametara
grmalja. U tablici 30 prikazan je rezultat proveddwnfirmatorne faktorske analize za faktor
1. pri ¢emu 61 % varijabiliteta izdvojenih 6 parametarakbmija grmalja objasSnjava
zajedntki faktor. Najveée faktorsko zasenje imaju AST i TP. U tablici 31 prikazan je
rezultat provedene konfirmatorne faktorske analiaefaktor 2. Faktor objaSnjava 41 %
varijabiliteta izdvojenih 10 biokemijskih parametaNajvee faktorsko zasenje imaju ALP
i GGT.
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Rezultati

Tablica 25.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja cijelog uzngrmalja.

N M Minimum  Maksimum SD
CREApmol/L 40 19,10 2,73 40,97 10,40
LDH U/L 55 203,29 23,00 494,00 144,71
CK U/L 32 15,85 547 34,70 7,63
TP g/L 68 60,54 34,00 98,00 20,80
GGT U/L 32 12,69 1,34 100,62 20,44
ALP U/L 18 61,21 4,05 320,32 83,99
CHOL mmol/L 68 0,28 0,10 0,82 0,13
TRIG mmol/L 68 0,08 0,03 0,50 0,06
BUN mmol/L 66 1,47 0,71 3,76 0,53
AST U/L 32 229,47 16,00 556,00 185,59
GLU mmol/L 67 1,73 0,06 7,40 1,43
Ca mmol/L 37 25,22 10,50 49,20 13,34
Mg mmol/L 39 9159 29,00 425,00 80,65
Cu mmol/L 39 242 1,12 4,92 0,92
Zn pmol/L 39 58,54 12,00 120,00 26,66

Tablica 25 a.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja muzjaka diana

N M Minimum  Maksimum SD
CREApmol/L 31 19,03 2,73 36,11 9,78
LDH U/L 38 203,95 23,00 493,00 143,28
CK U/L 22 16,16 5,83 34,70 7,98
TP g/L 43 63,86 35,00 98,00 22,26
GGT U/L 18 8,53 1,34 44,22 10,99
ALP U/L 15 59,40 4,05 320,32 90,76
CHOL mmol/L 43 0,26 0,10 0,51 0,09
TRIG mmol/L 43 0,08 0,03 0,50 0,07
BUN mmol/L 41 1,58 0,71 3,76 0,56
AST U/L 24 228,83 16,00 556,00 189,38
GLU mmol/L 42 1,84 0,06 4,58 1,25
Ca mmol/L 19 21,13 12,80 49,20 11,66
Mg mmol/L 20 77,95 35,00 237,00 44,84
Cu mmol/L 20 2,37 1,16 4,04 0,84
Zn pmol/L 20 45,10 12,00 90,00 21,90
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Tablica 25 b.Prikaz rezultata biokemijskih mjerenja Zenki grraalj

N M Minimum  Maksimum SD
CREApmol/lL 9 19,35 4,71 40,97 12,98
LDH U/L 17 201,82 34,00 494,00 152,32
CK U/L 10 15,18 5,47 26,04 7,17
TP g/L 25 54,84 34,00 92,00 16,96
GGT U/L 14 18,03 1,74 100,62 27,99
ALP U/L 3 70,26 16,70 100,13 46,48
CHOL mmol/L 25 0,32 0,10 0,82 0,17
TRIG mmol/L 25 0,08 0,03 0,24 0,04
BUN mmol/L 25 1,30 0,73 2,27 0,44
AST U/L 8 231,38 22,00 542,00 186,26
GLU mmol/L 25 1,56 0,25 7,40 1,72
Ca mmol/L 18 29,53 10,50 49,00 13,95
Mg mmol/L 19 105,95 29,00 425,00 105,75
Cu mmol/L 19 2,48 1,12 4,92 1,02
Zn pmol/L 19 72,68 40,00 120,00 24,12

Tablica 26.Prikaz rezultata testiranja spolnih razlika u biokegrmalja (t-test).

Mm M@ t df p Nm Nz

CREApmol/L 19,03 1935 -0,08 38 0936 31 9

LDH U/L 203,95 201,82 0,05 53 0,960 38 17
CK U/L 16,16 15,18 0,33 30 0,742 22 10
TP g/L 63,86 5484 1,75 66 0,085 43 25
GGT U/L 8,53 18,03 -1,32 30 0,197 18 14
ALP U/L 59,40 70,26 -0,20 16 0,845 15 3

CHOL mmol/L 0,26 0,32 -1,77 66 0,081 43 25
TRIG mmol/L 0,08 0,08 0,01 66 0,99 43 25

BUN mmol/L 1,58 1,30 211 64 0,039 41 25

AST U/L 228,83 231,38 -0,03 30 0974 24 8

GLU mmol/L 1,84 1,56 0,76 65 0,450 42 25
Ca mmol/L 21,13 2953 -199 35 0,054 19 18
Mg mmol/L 77,95 105,95 -1,09 37 0,284 20 19
Cu mmol/L 2,37 2,48 -0,36 37 0,720 20 19
Zn pmol/L 45,10 72,68 -3,74 37 0,001 20 19
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Rezultati

Tablica 27. Prikaz rezultata povezanosti biometrija i biokemggelog uzorka grmalja
Istaknute su korelacije (r) koje su statiktiznatajne na razini p < 0,05.

Duzina glavoprsnjaka  Sirina glavoprdnjaka  TeZina
CREA pmol/L  -0,16 -0,22 -0,06
LDH U/L -0,30 -0,37 -0,22
CK U/L -0,26 -0,36 -0,29
TP g/L -0,04 -0,05 0,14
GGT U/L -0,16 -0,16 -0,18
ALP U/L -0,38 -0,41 -0,39
CHOL mmol/L  -0,19 -0,21 -0,08
TRIG mmol/L  -0,15 -0,16 -0,24
BUN mmol/L -0,31 -0,27 -0,22
AST U/L -0,46 -0,45 -0,31
GLU mmol/L -0,01 -0,16 -0,00
Ca mmol/L 0,05 0,03 -0,01
Mg mmol/L -0,12 -0,13 -0,13
Cu mmol/L 0,15 0,11 0,12
Zn pmol/L 0,06 0,02 0,01
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Tablica 28. Prikaz rezultata povezanosti biokemija cijelog uzorka grmalja

CREA LDH CK P GGT  ALP CHOL TRIG BUN AST GLU Ca Mg Cu £n

pmol/L UL uiL g/l uiL uiL mmol/L mmol/L mmol/L uiL mmol/L mmol/L mmolL mmol/L mmol/L
mﬂ_w”r 100 035 016 068 006 052 037 -0,18 026 057 071 0.46 -043 0.27 052
o 035 100 016 051 031 022 048 006 032 083 049 011 012 019 022
CK
m 0,16 0,16 1,00 040 0,58 0,62 0,44 0,24 0,01 0,21 0,19 0,21 -0,16 022 -013
MH. 0,68 0,51 040 1,00 047 0,54 0,53 0,10 0,38 0,60 0,56 0,23 0,11 0,62 0,35
GGT
UIL 0,06 0,31 058 047 1,00 0,62 0,37 0,48 0,34 0,59 011 0,31 0,11 0,26 047
ALP
UIL 0,52 022 062 0,54 0,62 1,00 012 0,58 0,52 0,75 0,23 0,52 0,91 0,44 042
CHOL
mmoliL 0,37 048 044 053 037 0,12 1,00 0,07 07 047 0,42 018 0,33 0,58 0,29
TRIG

-0.18 0,06 024 010 0,48 0,58 0,07 1,00 0,60 0,01 0,01 0,11 0,34 0,49 0,09
mmol/L
BUN 0,26 0,32 001 038 034 0,52 07 0,60 1,00 021 0,23 -0,04 0,38 0,22 -0.24
mmol/L
ﬂw__M— 0,57 0,83 021 0,60 0,59 0,75 0,47 0,01 0,31 1,00 0,34 0,25 -0,08 0,09 0,01
GLU

0,71 0,49 019 0,56 0,11 0,23 0,42 0,01 0,23 0,34 1,00 0,29 0,12 0,26 0,06
mmol/L
Ca 0,46 -011 0,31 023 031 0,52 018 0,11 -0,04 0,25 0,29 1,00 0,05 07 0,58
mmol/L
Mg -0.43 -012 016 0,11 0,11 0,91 0,33 0,34 0,38 -0,08 012 0,05 1,00 0,34 0,12
mmaol/L
cu 027 -019 022 0,62 0,26 0,449 0,58 0,449 022 0,09 0,26 07 0,34 1,00 027
mmol/L
Zn 0,52 -022 -013 035 047 042 0,29 0,09 -0.24 0,01 0,06 0,58 012 027 1,00

pmol/L
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Tablica 29.Prikaz rezultata provedene eksploratorne faktoasiadize

Faktor 1 Faktor 2

CREA pmol/L 0,83 -0,03
LDH U/L 0,69 -0,08
CK U/L 0,36 0,33
TP g/L 0,74 0,34
GGT U/L 0,37 0,57
ALP U/L 0,37 0,86

CHOL mmol/L 0,55 0,28
TRIG mmol/L -0,12 0,74
BUN mmol/L 0,19 0,50

AST U/L 0,77 0,16
GLU mmol/L 0,66 0,05
Ca mmol/L 0,34 0,30
Mg mmol/L -0,24 0,74
Cu mmol/L 0,19 0,61
Zn pmol/L 0,23 0,31
Expl.Var 3,78 3,32
Prp.Totl 0,25 0,22

Tablica 30.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktorshkalize za prvu komponentu

Faktor 1
CREA umol/L 0,79
LDH U/L 0,79
TP g/L 0,84
CHOL mmol/L 0,68
AST U/L 0,82
GLU mmol/L 0,75
Expl.Var 3,65
Prp.Totl 0,61
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Tablica 31.Prikaz rezultata provedene konfirmatorne faktomkalize za drugu komponentu

Faktor 2
CK U/L 0,52
TP g/L 0,67
GGT U/L 0,75
ALP U/L 0,98

TRIG mmol/L 0,65
BUN mmol/L 0,53
Ca mmol/L 0,48
Mg mmol/L 0,54
Cu mmol/L 0,65

Zn pmol/L 0,45
Expl.Var 4,10
Prp.Totl 0,41

5.3. USPOREDBE IZMEDU VRSTA RAKOVA U BIOKEMIJAMA HEMOLIMFE

Srednje vrijednosti, poluinterkvartilno rasprsenj@aspon rezultata (bez ekstrema) mjerenja
razine kreatinina u hemolimfi jastoga i grmaljakpdane su na slici 28. Testiranjem
zn&ajnosti razlika (tablica 32) dana je zn&jna razlika u vrijednostima CREA jastoga i
grmalja. Jastozi imaju viSu razinu kreatinina odmalja. Srednje vrijednosti,
poluinterkvartilno rasprSenje i raspon rezultat@z(kekstrema) mjerenja razine LDH u
hemolimfi jastoga i grmalja prikazane su na sli@i Zestiranjem zri@jnosti razlika (tablica
33) nalena je zné&jna razlika u vrijednostima LDH jastoga i grmaljaodnosu na LDH
rakovice, a izméu jastoga i grmalja nema razlike. Srednje vrijedingsoluinterkvartilno
rasprSenje i raspon rezultata (bez ekstrema) mgenazine CK u hemolimfi rakovice i
grmalja prikazane su na slici 30. Testiranjem cajreosti razlika (tablica 34) dana je
zn&ajna razlika u vrijednostima CK rakovice i grmalRakovice imaju viSu razinu CK od
grmalja. Srednje vrijednosti, poluinterkvartiinospaSenje i raspon rezultata (bez ekstrema)
mjerenja razine TP u hemolimfi rakovice jastogarmaglja prikazane su na slici 31.
Testiranjem zn&jnosti razlika (tablica 35) dana je zn&jna razlika u vrijednostima TP
rakovice i grmalja, te jastoga i grmalja. Grmailfnaju viSu razinu TP od jastoga i rakovica.
Srednje vrijednosti, poluinterkvartilno rasprSenj@spon rezultata (bez ekstrema) mjerenja
razine GGT u hemolimfi jastoga i grmalja prikazamena slici 32. Testiranjem ztegnosti
razlika (tablica 36) n#ena je zn&ajna razlika u vrijednostima GGT jastoga i grmafamalji
imaju visSu razinu GGT od jastoga. Srednje vrijedingmluinterkvartilno rasprSenje i raspon

rezultata (bez ekstrema) mjerenja razine ALP u Hienfigastoga i grmalja prikazane su na
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slici 33. Testiranjem zriajnosti razlika (tablica 37) nije dana zn#&ajna razlika u
vrijednostima ALP jastoga i grmalja. Srednje vrijedti, poluinterkvartiino rasprsenje i
raspon rezultata (bez ekstrema) mjerenja razine ICHHChemolimfi jastoga, rakovice i
grmalja prikazane su na slici 34. Testiranjem ¢ajreosti razlika (tablica 38) dana je
zn&ajna razlika u vrijednostima CHOL izmhe jastoga, rakovice i grmalja. Rakovice imaju
najvisi kolesterol, zatim jastozi, pa grmalji. Sngzlvrijednosti, poluinterkvartilno rasprsenje i
raspon rezultata (bez ekstrema) mjerenja razin&TiRhemolimfi jastoga rakovice i grmalja
prikazane su na slici 35. Testiranjem &ajaosti razlika (tablica 39) dana je zn&jna
razlika u vrijednostima TRIG iznde jastoga, rakovice i grmalja. Rakovice imaju ré&vi
razinu triglicerida, zatim jastozi, pa grmalji. 8nge vrijednosti, poluinterkvartilno rasprsenje
i raspon rezultata (bez ekstrema) mjerenja razikkN B1 hemolimfi jastoga, rakovice i
grmalja prikazane su na slici 36. Testiranjem ¢ajreosti razlika (tablica 40) dana je
zn&ajna razlika u vrijednostima BUN izrle jastoga, rakovice i grmalja. Rakovice imaju
najvisu razinu BUN, zatim grmalji, pa jastozi. Smngel vrijednosti, poluinterkvartiino
rasprsenje i raspon rezultata (bez ekstrema) mgnrezine AST u hemolimfi jastoga i
grmalja prikazane su na slici 37. Testiranjemcagreosti razlika (tablica 41) nije dana je
zn&ajna razlika u vrijednostima AST izmhe jastoga i grmalja. Srednje vrijednosti,
poluinterkvartilno rasprSenje i raspon rezultat®z(bekstrema) mjerenja razine GLU u
hemolimfi jastoga, rakovice i grmalja prikazanensuslici 38. Testiranjem ztajnosti razlika
(tablica 42) ndena je zn&ajna razlika u vrijednostima GLU izmhe jastoga, rakovice i
grmalja. NajviSu razinu GLU ima rakovica, zatim @iljn pa jastog. Srednje vrijednosti,
poluinterkvartilno rasprSenje i raspon rezultat@z(bkstrema) mjerenja razine Ca u hemolimfi
jastoga, rakovice i grmalja prikazane su na slii Bestiranjem zr@jnosti razlika (tablica
43) nalena je zn&jna razlika u vrijednostima Ca iztherakovice u odnosu na jastoga i
grmalja. Rakovica ima najmanju razinu Ca, zatim a@jmpa jastog. Srednje vrijednosti,
poluinterkvartilnog rasprSenja i raspona rezultétez ekstrema) mjerenja razine Mg u
hemolimfi jastoga, rakovice i grmalja prikazanensuslici 40. Testiranjem zdajnosti razlika
(tablica 44) nédena je znéajna razlika u vrijednostima Mg izrhe rakovice i jastoga.
Rakovica ima viSu razinu Mg u hemolimfi u odnosu patoge. Srednje vrijednosti,
poluinterkvartilno rasprSenja i raspon rezultataez(bekstrema) mjerenja razine Cu u
hemolimfi jastoga, rakovice i grmalja prikazanensuslici 41. Testiranjem zdajnosti razlika
(tablica 45) ndena je zn&jna razlika u vrijednostima Cu izde rakovice, jastoga i
grmalja. Grmalji imaju najviSu razinu Cu u hemolindatim jastozi, pa rakovice. Srednje

vrijednosti, poluinterkvartilno rasprSenje i raspeaultata (bez ekstrema) mjerenja razine Zn
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u hemolimfi jastoga, rakovice i grmalja prikazane re slici 42. Testiranjem z&gnosti
razlika (tablica 46) n#ena je zn&ajna razlika u vrijednostima Zn izahe rakovice u odnosu
na grmalja i jastoga. Rakovice imaju nizu razinu & hemolimfi u odnosu na jastoge i
grmalje. Na slici 43. vide se relativni odnosi leokija rakovica, grmalja i jastoga izrazeni u
Z-vrijednostima. Rakovice imaju viSe razine kolesks, triglicerida, uree i glukoze, a nize
razine bakra, kalcija, cinka i LDH u odnosu na drenajastoge koji se u tim parametrima
biokemije mé@usobno manje razlikuju. Grmalji | jastozi se dusobno najviSe razlikuju u
razinama proteina, bakra i magnezija. U tablici gitkazana je deskriptivha statistika

parametara biokemije rakovica, grmalja i jastoga.
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Slika 28.Prikaz sredisnjih vrijednosti, poluinterkvartiinogsprsenja i raspona rezultata
mjerenja razine kreatinina u hemolimfi jastogamglja.

Tablica 32 . Testiranje zn&jnosti razlika izméu jastoga i grmalja u razini kreatinina u
hemolimfi

CREA pmol/L M1 M2 t df p N1 | N2 SD1 SD2

Jastozi (1) vs. grmalji (2) 192,69 | 19,10 4,60 64 | 0,001 | 26 | 40 | 239,06 10,397
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Slika 29.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprSenja i raspogrultata mjerenja razine LDH u
hemolimfi tri vrste rakova.

Tablica 33. Testiranje zn&jnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini LDH u hemolimfi

LDH U/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 202,54 | 203,29 | -0,02 | 66 | 0,986 | 13 | 55 | 154,96 | 144,71
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 202,54 | 36,89 7,88 | 68 | 0,001 | 13 | 57 | 154,96 | 22,88
Grmalji (1) vs. rakovice (2) 203,3 | 36,89 8,57 | 110 | 0,001 | 55 | 57 | 144,7 | 22,88
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Slika 30.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprsenja i raspogrultata mjerenja razine CK u
hemolimfi rakovica i grmalja.

Tablica 34. Testiranje znéjnosti razlika izméu grmalja i rakovica u razini CK u hemolimfi

CK UL ML | M2 t |df| p |NL|N2|SD1| SD2
Grmalji (1) vs. rakovice (2 ) | 15,85 | 307,50 | -6,89 | 90 | 0,001 | 32 | 60 | 7,63 | 238,78
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Slika 31.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprsSenja i raspogzultata mjerenja razine ukupnih
proteina u hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 35. Testiranje zn&jnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini ukupnih proteina u
hemolimfi

TP g/L M1 M2 t df p | N1|N2| SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 48,03 | 6054 |-2,81 |97 |0006 |31 |68 |19,90 | 20,80

Jastozi (1) vs. rakovice (2) 48,03 | 47,74 | 0,09 90 0,929 |31 |61 |19,90 | 11,75

Grmalji (1) vs. rakovice (2) | 60,54 | 47,74 | 424 | 127 | 0,001 | 68 |61 | 20,80 | 11,75
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Slika 32. Prikaz srediSnjih vrijednosti, rasprSenja i raspoezultata mjerenja razine GGT u
hemolimfi jastoga i grmalja

Tablica 36. Testiranje znéjnosti razlika izméu jastoga i grmalja u razini GGT u hemolimfi

GGT U/L M1 | M2 t |df | p |NL|N2| SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) | 2,877 | 12,69 | -2,08 | 49 | 0,043 | 19 | 32 | 2,197 | 20,44
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Slika 33.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprsenja i raspogrultata mjerenja razine ALP-a u
hemolimfi jastoga i grmalja

Tablica 37. Testiranje znéjnosti razlika izméu jastoga i grmalja u razini ALP-a u
hemolimfi

ALP U/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 99,13 | 61,21 | 1,90 | 47 | 0,063 | 31 | 18 | 55,52 | 83,99
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Slika 34.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprSenja i raspogrultata mjerenja razine
kolesterola u hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 38. Testiranje znéjnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini kolesterola u
hemolimfi

CHOL mmol/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 0,51 |0,28 4,37 |97 |0,001 (31 |68 |0,387 0,13
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 051 (084 |-436(9 |0,001|31 |61 (0,387 |0,31
Grmalji (1) vs. rakovice (2) 0,29 | 0,84 | -13,4 | 127 | 0,001 | 68 | 61 | 0,129 | 0,31
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Slika 35. Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprSenja i raspogrultata mjerenja razine
triglicerida u hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 39. Testiranje zné&jnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini triglicerida u
hemolimfi

TRIG mmol/L M1 | M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 0,13 | 0,08 | 3,67 | 97 [0,001 |31 | 68 | 0,06 | 0,06
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 0,13 | 0,23 | -587 | 90 [ 0,001 | 31 | 61 | 0,06 | 0,09
Grmalji (1) vs. rakovice (2) 0,08 | 0,23 | -11,4 | 127 | 0,001 | 68 | 61 | 0,06 | 0,09
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Slika 36.Prikaz srediSnjih vrijednosti, rasprsenja i raspogrultata mjerenja razine uree u
hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 40. Testiranje zn&ajnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini uree u hemolimfi

BUN mmol/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 0,729 | 1,47 |-6,27 |87 | 0,001 |23 |66 | 0,33 | 0,53
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 0,729 | 3,17 |-9,92 |82 |0,001 |23 |61 |0,33 (1,16
Grmalji (1) vs. rakovice (2) 1,473 | 3,17 | -10,7 | 125 | 0,001 | 66 | 61 | 0,53 | 1,16
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Slika 37.Prikaz srediSnjih vrijednosti, rasprSenja i raspogrultata mjerenja razine AST-a u
hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 41. Testiranje zn&jnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini AST-a u hemolimfi

AST U/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 122,14 | 229,47 | -1,449 | 37 | 0,155 | 7 32 | 128,13 | 185,59

mmol/L
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Slika 38.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprsenja i raspamuiltata mjerenja razine glukoze
u hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 42. Testiranje znéajnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini glukoze u
hemolimfi

GLU mmol/L M1 | M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 093|173 |-30 |96 [0,004 |31 |67 |065) 1,43
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 0,93 |292|-11,7 |90 (0,001|31 |61 |0,65)0,82
Grmalji (1) vs. rakovice (2) 1,73 | 2,92 | -5,66 | 126 | 0,001 | 67 | 61 | 1,43 | 0,82
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Slika 39.Prikaz srediSnjih vrijednosti, rasprsSenja i raspogrultata mjerenja razine kalcija u
hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 43. Testiranje znéjnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini kalcija u hemolimfi

Ca mmol/L M1 M2 t df p N1 [ N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 27,62 | 16,53 | 18,74 | 75| 0,001 | 16 | 61 | 2,58 | 1,97
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 27,62 | 25,22 | 0,71 |51|0,481 |16 | 37 | 2,58 | 13,34
Rakovice (1) vs. grmalji (2) | 16,53 | 25,22 | -5,01 | 96 | 0,001 | 61 | 37 | 1,97 | 13,34
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Slika 40.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprSen ja i rasgpoezultata mjerenja razine
magnezija u hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 44. Testiranje zn&jnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini magnezija u
hemolimfi

Mg mmol/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 63,06 | 96,21 | -3,85 | 75 | 0,001 | 16 | 61 | 18,73 | 32,95
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 63,06 | 91,59 | -1,39 | 53 | 0,170 | 16 | 39 | 18,73 | 80,65
Rakovice (1) vs. grmalji (2) | 96,21 | 91,59 | 0,40 | 98 | 0,691 | 61 | 39 | 32,95 | 80,65
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Slika 41.Prikaz sredisnjih vrijednosti, rasprSen ja i rasgpoezultata mjerenja razine bakra u
hemolimfi tri vrste rakova rakova

Tablica 45. Testiranje zn&ajnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini bakra u hemolimfi

Cu mmol/L M1 | M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 1,43 | 0,83 | 3,93 75| 0,001 | 16 | 61 | 1,04 | 0,31
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 1,43 |2,42|-350 |53|0,001 (16 |39 |1,04|0,92
Rakovice (1) vs. grmalji (2) 0,83 | 2,42 | -12,50 | 98 | 0,001 | 61 | 39 | 0,31 | 0,92
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Slika 42.Prikaz sredisSnjih vrijednosti, rasprsen ja i ragpoerzultata mjerenja razine cinka u
hemolimfi tri vrste rakova

Tablica 46. Testiranje zn&ajnosti razlika izméu tri vrste rakova u razini cinka u hemolimfi

Zn umol/L M1 M2 t df p N1 | N2 | SD1 | SD2
Jastozi (1) vs. rakovice (2) 73,88 | 13,70 | 10,46 | 75 | 0,001 | 16 | 61 | 44,97 | 4,33
Jastozi (1) vs. grmalji (2) 73,88 | 58,54 | 1,57 | 53| 0,122 | 16 | 39 | 44,97 | 26,66
Rakovice (1) vs. grmalji (2) 13,70 | 58,54 | -12,9 | 98 [ 0,001 | 61 | 39 | 4,33 | 26,66
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Slika 43. Relativni odnosi biokemija rakovica, grmalja it@ga izraZzeni u Z-vrijednostima

Tablica 47.Deskriptivna statistika parametara biokemije ragaygrmalja i jastoga.

Rakovice Grmalji Jastozi

N M SD N M SD N M SD
CREA pmol/L 40 19,10 10,40 | 26 | 192,69 | 239,07
LDH U/L 57 36,89 22,88 55 | 203,29 | 144,71 |13 | 202,54 | 154,96
CK U/L 60 | 307,50 | 238,78 | 32 15,85 7,63
TP g/L 61 47,74 11,75 68 60,54 20,80 | 31| 48,03 19,90
GGT U/L 32 12,69 20,44 | 19 2,88 2,20
ALP U/L 18 61,21 83,99 |31 | 99,13 55,52
CHOL mmol/L 61 0,84 0,31 68 0,28 0,13 31 0,51 0,39
TRIG mmol/L 61 0,23 0,09 68 0,08 0,06 31 0,13 0,06
BUN mmol/L 61 3,17 1,16 66 1,47 0,53 23 0,73 0,33
AST U/L 32 | 229,47 | 18559 | 7 | 122,14 | 128,13
GLU mmol/L 61 2,92 0,82 67 1,73 1,43 31 0,93 0,65
Ca mmol/L 61 16,53 1,97 37 25,22 13,34 |16 | 27,62 2,58
Mg mmol/L 61 96,21 32,95 39 91,59 80,65 |16 | 63,06 18,73
Cu mmol/L 61 0,83 0,31 39 2,42 0,92 16 1,43 1,04
Zn umol/L 61 13,70 4,33 39 58,54 26,66 |16 | 73,88 44,97
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5.4. DUBINSKE ANALIZE BIOKEMIJSKIH PARAMETARA

U pripremi podataka eliminirane su varijable s visd 25 % nedostagih
(neizmjerenih) vrijednosti. Tako su iz analize i@ varijable CREA, GGT, CK, ALP,
AST. S obzirom da oddeni algoritmi za dubinsku analizu podataka nemaguaienu
podrsku za rad sa nedostaju vrijednostima, koriStena je opcija algoritmacsipih Suma za
nadomjesStanje nedostajh vrijednosti. Ovaj postupak bazira se na panegaizgraienom
modelu (Sumi) i njime se iterativnho (od varijablinganjim brojem nedostajin vrijednosti
prema onima s \é@m brojem) aproksimiraju i nadomjestaju nedosiajurijednosti.
lako je za izgradnju prediktivnih modela ponekadawdano i pozeljno izdvojiti primjerke
koji drasttno odstupaju od primjeraka svoje kategorije, u osbmiaju to nije &injeno zbog
¢injenice da se radi o relativno malom uzorku, a@ato Sto se analizama pokazalo da oni ne
utjecu bitno na modele podataka.

Analiza mjerenja (korelacija mjerenja i vrste) prediktivnim modeliranjem
U traZzenju najboljeg prediktivnog modela koristdimo Experimenter okruZzenje WEKA
paketa. Usporedili smo rdesobno 6 klasifikacijskih algoritama ragtih induktivnih
karakteristika: (i) NB - Naivni Bayes, (ii) k-nnmetoda najblizih susjeda, (iii) Dtree - Stablo
odlwivanja, (iv) LogReg- Logistka regresija, (v) RF - Stajne Sume, (vi) SVM - Metoda
potpornih vektora, izgduju¢i 30 puta po 10 randomiziranih modela (koriSteamje 1.0-struke
unakrsne validacije).

Unakrsna validacija je postupak u kojem se podadijele sl¢ajno un (n=10 za 10-struku
u.v.) odvojenih podskupova; potom se ponavlja pustuu kojem se izgradi model
koriStenjemn-1 dijelova, te testira na-tom izdvojenom (tzv. testnom) dijelu. Ovaj postupak
se ponavlja ttnon puta, tako da svaki au dijelova jednom bude u tzv. “testnoj” ulozipa

1 puta u skupu za izradu modela. Dobivenistatistika (npr. Ténost) na testnim skupovima
se usrednji i ta vrijednost predstavlja procjengntsti modela na “joS neienim”
podacima/mjerenjima.

U naSim ré@unalnim eksperimentima, za svaki od algoritama stitrismo 30 nezavisnih
(randomiziranih) eksperimenata unakrsne validakggo bi se dobio dovoljan broj rezultata
kojima se moze odrediti statigti znataj meiusobne razlike rezultata raitih algoritama.
Sumarni rezultati usporedbe algoritama dani sublicia 48. Najbolji rezultati dobiveni su
slwéajnih Suma (RF), (89.63% +-7.19%), no i rezultabiden algoritmom stabla odlivanja

(86.31% +-8.34%) zapravo nije statt&tiznatajno loSiji.
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Tablica 48.Usporedba tnosti pojedinih algoritama u izgradnji modela. ¥dposti

su dobivene 30-strukim ponavljanjem postupka lOkstunakrsne validacije

Algoritam Prosje¢na to¢nost modela
(+-std. Dev.)
NB 85.23(+-8.28)
k-nn(5) 78.90¢-6.57)
DTree 86.31f-8.34)
LogReg 85.15¢-7.36)
RF 89.63(+-7.19)
SVM (RBF) 83.00¢-6.51)

Za procjenu vrijednosti dobivenectosti klasifikacije dobiveni rezultat se moze ugutiti sa
tocnosti koju mozemo dobiti potpuno g8ajnim klasificiranjem (sléiajno nagdanje) na istom
skupu podataka. Za na$ skup podataka najbotjmost od strane stajnog klasifikatora
dobiti cemo ako se svi primjerci Klasificiraju kao pringevetinske klase. Ténost ovakvog
tzv. "neinformiranog" klasifikatora, bi u naSem &lju iznosila42.5 % (broj primjeraka u
klasi Grmalji=68, ukupan broj primjera=160)ci@, nas najbolji klasifikacijski model ima
znatno véu tatnost 89.63 %), Sto pokazuje da je informacija dobivena mjerasjiovih
parametara zd@ajna u smislu razlikovanja primjeraka réik vrste.

Procjena vaznosti parametara za izgradnju klastijskog modela

KoriStenjem algoritma stiajnin Suma odrena je i pojedingna vaznost parametara za
izgradnju klasifikacijskog modela. Vaznost pojemtjnparametra za klasifikaciju primjeraka
na osnovu podataka se odluge tako da se odredi pro&j® smanjenje tmosti modela
pojedinih stabala séajne Sume, ukoliko se ukloni pojedini parametapaataka koji se
koriste u izgradnji modela. Tablica 49. sadrzi ie#a ove analize.
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Tablica 49.Vaznost pojedinih parametara za izgradnju modetfa&tenjem algoritma
slucajnih Suma, izrazena preko srednjeg smanjerjaoii modela u skaju da se u stablu ne
koristi odretena varijabla. U tablici su dane vrijednosti zaggape vrste rakova. U izgradnji

model (Sume) koriSteno je 500 stabala.

Srednje smanjenje t&nosti klasifikacijskog modela
Varijabla | Grmalji | Jastozi| Rakovice | Ukupno prosjek
TRIG 3.94 2.17 3.2¢ 2.51
UREA 2.4¢€ 5.2t 3.2¢ 2.3¢
LDH 2.81i 2.71 3.4¢ 2.2¢
TP 2.7¢ 4.7¢ 2.4z 2.2t
GLU 1.0t 3.3t 3.1¢ 2.04
CHOL 3.01 -1.11 2.5 1.9¢

Na slici 44. su prikazani ndesobni odnosi 6 mjerenih parametara za svaki adjeraka u
bazi podataka. KoriSten je tzv. prikaz preko pdmihe koordinata u kojem su stvarne
vrijednosti parametara normirane na interval (mrmmax), po svakoj pojedinoj varijabli.
Uocljivo je bitno razltito ponaSanje nekih od parametara za @sima vrstu u odnosu na
druge dvije (npr. LDH — Rakovice, naspram Grmadstozi, TRIG,CHOL — Grmalji,
naspram Jastozi/Rakovice).

Na slici 45. prikazane su tri osnovne komponentegencipal components) rekonstruirane
MDS (multidimensional scaling) opcijom u algoritnslcajnih Suma. Ova transformacija
podataka je tehnika kojom se ustvari preslikavajaljgnosti izméu mjerenih primjeraka u
visoko dimenzionalnom prostoru (n parametara) uediibenzionalne prostore (2, 3
dimenzije), kako bi se lakSe t&ite i interpretirale razlike iznmd pojedinih kategorija
uzoraka, ili pronasli primjerci koji zajno odstupaju. Udjivo je da se primjerci sve tri vrste
medusobno vrlo dobro razdvajaju u prikazu prve dwgnovne komponente (Diml vs
Dim2).
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Slika 44. Prikaz mé@usobne ovisnosti mjerenih parametara za svaki inojgnaka tri vrste

rakova, ( en. parallel coordinates plot).
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Slika 45. Prikaz mjerenih primjera u prostoru osnovnih komgai (PCA — principal

component analysis). Osnovne komponente predstaag na slici (Dim1,2,3).
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Razlikovanje primjeraka odredene vrste koriStenjem modela stabla odiivanja
Stablo odlgivanja je jednostavna, kompaktna i interpretabilregprezentacija modela
podataka. Na slici 46 prikazano je stablo ¢tanja inducirano koriStenjem kompletnog
skupa podataka. Stablo otikanja istovremeno predstavlja i prediktivni modeioze se
koristiti kao algoritam u odrvanju klase novih, nelabeliranih izmjerenih pringjea, a kao
prediktivni klasifikacijski model ima i oddenu t@&nost.

U tablici 50 dan je detaljni prikaz prediktivnih rekteristika induciranog modela. Kappa
statistika jest mjera koja pokazuje koliko je kagtki model bolji od sasvim randomiziranog
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pogatanja klase (vrijednosti blizu 0 su loSi klasifikafovrijednosti kappa = 1 oztava
savrSeni klasifikator). Preciznost i osjetljivasi uobéajene mjere koje pokazuju koliko
dobro model prepoznaje razlike izdoe primjeraka razéitin klasa. Matrica konfuzije
prikazuje kako model grijeSi — odnosno koliko pmngka odréene klase je krivo
klasificirano pod neku drugu klasu primjera (ovdjsta rakova). Ténost modela dobivenog
algoritmom stabla odtivanja moze se usporediti u Tablici 48, s algoniai koji mogu
inducirati znatno kompleksnije modele, a time gostipuno bolju t@&nost (RF, SVM). U
ovom konkretnom skaju prediktivha ténost modela stabla odiwanja praktéki je na istom
nivou kao kod modela dobivenog npr. algoritmoméajoin Suma. Prednost modela stabla

odlwivanja jest njegova jednostavnost odnosno inteaprketost.

Slika 46. Stablo odldgivanja dobiveno koriStenjem mjerenih parametarairguciranje

modela.
<=0.102 =0.102
==32 =32 ==0.84 =084
¥ ¥
Jastozi (7/0) Grmalji (52/4) Jastozi (18.2/1) @
==108 =108
Grmalji (7.9/1.6)
=114 =114
Jastozi (5.4/2.9) Rakovice (59.4/1.8)
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Toénost modela
Kappa statistika

86.
0.79

8%

Tablica 50. Detaljni prikaz karakteristika modela podataka azinog na slici 46.

Preciznost Osijetljivost
(Precision) (Recall) Vrsta (klasa)
0.87 0.8¢ Grmalji
0.92 0.74 Jastoz
0.8¢ 0.92 Rakovi
Matrica konfuzije
Grmalji Jastozi Rakovice <- predvideno modelom
60 1 7 Grmalji
5 23 3 Jastozi <- Stvarna vrsta
4 1 56 Rakovice

Rezultati
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5.5. HISTOLOSKE ANALIZE

5.5.1. HistoloSke analize rakovic&laja squinado

U prerezu straznjeg crijeva rakovice (slika 47) giel da sluznicu straznjeg crijetiae nabori
koji plitko zalaze u lumen crijeva. Nabore oblasgirjoslojan cilindtian epitel. Stanice
epitela su dugke sa jezgrom smjeStenom u sredini i sa svijetl@mpazmom. Epitelne
stanice na povrSini nabora prekrivene su kutikulbamina proprija je sloj gustog vezivnog
tkiva koji zalazi u nabore. U ¥¢@i nabora crijeva, unutar lamine proprijecavaju se gusto
raspordena vlakna skelethog miga. Skeletna migha vlakna postavljena su kruzno,
relativno su tanka i pokazuju izrazitu pofma prugavost. Ovo skeletno n@@ po svom
razmjeStaju odgovara mégiom sloju sluzniceldmina muscularis mucospeU pojedinim
naborima migina vlakna dopiru do samog vrha nabora. S vanjsiaestsiuznice u@va se
sloj gustog vezivnog tkiva. U prerezu srca rakovieeslici 48 udavaju se sfano miséna
vlakna sa izrazitom popteom prugavosti. Vlakna su uzduzno rasdere i formiraju
snopove. Snopovi su raesobno odjeljeni rahlim vezivnim tkivom. Hepatopeess rakovice
se sastoji od niza kané& koja se u popteaom prerezu prikazuju kao ovalne ili okrugle
tvorbe (slika 49). Kanalioblaze epitel koji lezi na bazalnoj membrani. Elpi¢ stanice su
visoke, cilindréne, jezgra se nalazi u donjojdia stanice. PovrSinu epitelnih stanica oblazu
mikrovili u vidu ¢etkaste prevlake. Kod pojedinih cilinéinih stanica u gornjoj tééni stanice
nalazi se proSirena vakuola ispunjena rijetkim Zaj@m. U véini stanica udavaju se u
citoplazmi brojne masne kapljice. Na prerezu Skevice ugavamo vanjski epitelni sloj
koji lezi na bazalnoj membrani. U srediSnjem dijgurahlim vezivnim tkivom u@vaju se
krvne Zile sa stanicama hemolimfe. Vanjski epitsloj izlucuje kutikulu na povrSinu skrzne
lamele (slika 50). Na prerezu kroz muske gonadewiak u@avaju se popkgo prerezani
kanalti Sirokog lumena. U lumenu se ne nalaze zreli spgwaomi. Stanice sjemenskog
epitela leze na bazalnoj membrani. Stanice su eai&jezgrom, izndel stanica sjemenskog
epitela udavaju se potporne Sertolijeve stanice (slika 51.g¥erezu kroz Zenske gonade

uocavaju se brojne previtelogene i vitelogene ooacli&d 52).
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Slika 47. StraZnje crijevo rakovicklaja squinadoPoveéanje 20 x

Slika 48. Skani miSt rakoviceMaja quinado Pove&anje 40 x
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Slika 49. Hepatopankreas rakovitéaja squinado Pove&anje 20 X.

Slika 50. Skrge rakovicéMaja squinadoPové&anje 20 x
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Slika 51. MuSke gonade rakoviddaja squinadoPove&anje 40 x.

Slika 52 Zenske gonade rakovitéaja squinado Poveéanije 40 x.
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5.5.2. HistoloSke analize jastogRalinurus elephas

U prerezu straznjeg crijeva jastoga (slika 53) welida sluznicu straznjeg crijetie plitki
nabori. Nabore oblaze jednoslojan cilirkdin epitel. Stanice epitela su ddka sa jezgrom u
donjoj tr&tini stanice. Na povrsini sluznice ¢ava se sloj kutikule. Sluznica lezi na tankom
sloju mistnih vlakana koji odjeljuju sluznicu od podl€ékg vanjskog sloja rahlog vezivnog
tkiva. Ispod sluznice je Sirok sloj lamine proprgeaien od rahlog vezivnog tkiva. U lamini
proprijii nalaze se brojna, nepravilno rasptenea skeletno mi&nha vlakna koja pokazuju
izrazitu poprénu prugavost. Ovo skeletno ngdi& po svom razmjeStaju odgovara rémm
sloju sluznice lamina muscularis mucospeU prerezu srca jastoga davaju se popkao
prugasta vlakna, uzduzno rasptaea (slika 54). Vlakna se slazu u snopovedusebno
odjeljeni rahlim vezivnim tkivom. Hepatopankreasstgga sastoji se od niza kawali
Kanalice oblaze epitel koji lezi na bazalnoj membrani. &hjdj polovici epitela stanice su
uske, cilindréne sa jezgrom pri bazi. Citoplazma je ispunjengniomomasnim kapljicama. U
gornjoj polovici smjeStene su u jednom nizu starseevelikom mjehurastom jezgrom u
bazalnom dijelu stanice. Mjestitmo se u vakuolama tava rijedak sadrzaj. PovrSinu
epitelnih stanica oblazu mikrovili u vidtetkaste prevlake (slika 55). Na prerezu Skrga
jastoga udavamo vanjski epitelni sloj koji lezi na bazalnogmbrani. U srediSnjem dijelu sa
rahlim vezivnim tkivom u®avaju se krvne zile sa stanicama hemolimfe. Varggkielni sloj
izlucuje kutikulu na povrsinu Skrzne lamele (slika 9% prerezu kroz muske gonade jastoga
uocavaju se popkmo prerezani kandli Sirokog lumena. U lumenu se ne nalaze zreli
spermatosomi. Stanice sjemenskog epitela leze palritg membrani. Stanice su velike sa
jezgrom, izmdu stanica sjemenskog epitelacawaju se potporne Sertolijeve stanice (slika
57). Na prerezu kroz Zenske gonad€awaju se brojne previtelogene i vitelogene oocite
(slika 58).
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Rezultati

Slika 53. StraZnje crijevo jastodaalinurus elephasPoveéanje 40 x.

Slika 54. Sani miSt jastogaPalinurus elephasPoveéanje 100 x.

96



Rezultati

Slika 55. Hepatopankreas jastoBalinurus elephasPoveéanje 20 x.

Slika 56. Skrge jastog®alinurus elephasPoveanje 20 X.
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Rezultati

Slika 57.MuSke gonade jastoga Palinurus elephas. i2oye 80 x.

Slika 58. Zenske gonade jastoga Palinurus elephas.danjee40 x.
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5.5.3. HistoloSke analize grmaljd&riphia verrucosa

U prerezu straznjeg crijeva grmalja (slika 59) \8di da sluznicu oblaze jednoslojan Kubi
epitel, stanice su niske sa velikom jezgrom. Nar§iav sluznice udava se sloj kutikule.
Ispod sluznice je sloj lamine proprije deme od rahlog vezivnog tkiva. U lamini propriji
uocava se uski sloj kratkih m&ih vlakana koja su popfeo prugasta. U prerezu srca
uocavaju se srana mistna vlakna koja pokazuju izrazitu popne prugavost. Vlakngine
snopove koji su tanki, sa manjim brojem vlakanaSidi snopovi odjeljeni su vezivnim
tkivom. Izmeiu stanica vezivnog tkiva mjestitmo se udavaju velike okrugle tvorbe koje se
na preparatima bojanim H-E bojaju izrazito crvesitké 60). Hepatopankreas grmalja sastoji
se od niza kandla. Kanalée oblaze epitel koji lezi na bazalnoj membrani.ddmkanaléa je
vezivno tkivo sa okruglim tvorbama koje se tehnikbwjanja H-E bojaju izrazito crveno
(slika 61). Lumen kanala oblaZzu stanice koje su visoke, ciliitheé sa jezgrom u donjoj
polovici. U citoplazmi se utavaju masne kapljice. Mjestitmo se izméu cilindricnih
stanica udavaju velike okrugle stanice sa jezgrom pri bazlikom mjehurastom vakuolom
ispunjenom rijetkim sadrzajem. PovrSinu epitelniéingca oblazu mikrovili u vidéetkaste
prevlake. Skrzne lamele pravilno su paralelno resieme, sa Sirokim naeiprostorima.
Svaku lamelu obavija vanjski epitelni sloj koji ieia bazalnoj membrani, u sredisSnjem dijelu
su krvne zile ispunjene hemolimfom (slika 62). Ni@rpzu kroz muske gonade grmalja
uocavaju se popkao prerezani kandii Sirokog lumena (slika 63). U lumenu se ne nalaze
zreli spermatosomi. Stanice sjemenskog epitelan@zibazalnoj membrani. Stanice su velike
sa jezgrom. Zenske gonade obavijene su tankomémoidi ovojnicom. Na prerezu kroz

Zzenske gonade tavaju se brojne previtelogene i vitelogene oodlikd 64).
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Rezultati

Slika 59.Straznje crijevo gramlj&riphia verrucosaPoveé&anje 40 x.

Slika 60. Skani misSt grmaljaEriphia verrucosaPoveanje 40 x.
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Rezultati

Slika 61. Hepatopankreas grmalziphia verrucosaPovéanje 40 x.

Slika 62. Skrge grmalja&Eriphia verrucosaPovéanje 20 x.
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Rezultati

Slika 63. Muske gonade grmalfariphia verrucosaPove&anje 20 x.

Slika 64.Zenske gonade grmalfgiphia verrucosaPovéanije 80 x.
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6. RASPRAVA

Deseteronozni rakovi nastanjuju raznolika pégruod dubokih mora, plitkih
uzobalnih pojaseva, rijeka do kopnenih pagauEvolucijski su se prilagiavali zahtjevima
okoliSa i razvili prilagodbe. FizioloSke prilagodifenkcija organskih sustava, inducirane
promjenomcimbenika okoliSa, sagledavaju se kroz biokemiianjene na ekstracelularnoj
razini. Na biokemijski profil hemolimfe moZze utjeécaizrast, stadij preswenja, hrana,
sezona, spolni ciklus, zdravstveno stanje jedinkejeti okoliSa, ali isto tako i @& Zivota
(Maynard, 1960; Kallen i sur., 1990). Obzirom dagiki broj ¢imbenika koji mogu utjecati
na biokemijski profil istraZivanih jedinki u naSemstrazivanju pokuSali smo utjecaje
ujedn&iti odabirom zdravih odraslih jedinki u mhesvi&nom stadiju presvignja,
istovjetnim uvjetima drzanja istrazivanih jedinkrijp samog uzorkovanja, te &aom
uzorkovanja i skladiStenja hemolimfe.

Velika rakovicaMaja squinado (Herbst, 1788), jastodPalinurus elephagFabricius,
1787) grmalj,Eriphia veruccosgForskal, 1775) bili su iz ulova. Nakon ulova trpogirani
su do laboratorija u termo izoliranim posudamacpmu su bili izloZzeni zraku i pothiani.
Svi istrazivani rakovi bili su izloZeni nizu streaokao Sto su: pothd@nost, manipulacija,
zataenistvo i izloZzenost zraku. Stres u rakova uzrokggtano izliivanje CHH hormona
koji ima multifunkcionalnu ulogu u metabolizmu raleg te tako utjg&e na biokemijski profil
hemolimfe. Predhodna istrazivanja (Santos i 4997; Speed i sur., 2001; Zou i sur., 1996;
Morris i Oliver, 1999; Santos i Keller, 1993 a; @gai sur., 1998) ukazuju na ulogu CHH
hormona na regulaciju razine glukoze u hemolimfetabolizam lipida, ionsku ravnotezu i
ravnotezu vode. Mnogi rakovi posjeduju morfoloSKezioloSke osobine koje im omoduju
da prezive u periodima niskih plima odnosno izl@anzraku. Uglavhom je to mogouost
koju imaju vrste u zoni plime i oseke dok vrstesublitoralnih zona imaju slabo razvijene
(Spicer i sur. 1990), pa je tako Chang (2005) pawajwti utjecaje raznih stresora doSao do
spoznaje da manipulacija i izlozenost zraku ima@yasljedicu najvisu razinu CHH hormona
u Homarus americanysto treba imati u vidu pri interpretaciji naSézultata.

Rakovi koriSteni u naSem istrazivanju imali su potp tvrdi oklop, bez znakova
nadolazéeg presvildenja, odnosno bili su u rdesviaanom periodu. 1zostanak primjeraka sa
mekanim oklopom vjerojatno je stoga Sto u vrijenrespla&enja rakovi smanjuju svoje
aktivnosti, ne hrane se i skrivaju se da bi seitdasid grabezljivaca. Jednako tako Telford
(1968) u svom istrazivanju navodi da nije pronaBaioB stadije presvi&nja zbog sezone
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ulova koja se podudarala sa periodom kada se ngaquhesvi&enje, te pretpostavlja da bi
drugi razlog mogao biti nemoguost ulova rakova u periodu kada imaju meki okldpime
tada rakovi izbjegavaju izlaziti iz skloniSta i jeelu, Sto potwtuju i istrazivanja Cromarty-a i
sur. (1991) i Travis-a (1955 a) koje je obavljerm jastozima. Stadij preswanja odredili
smo prema Drach-u, (1939), koji je ciklus podijatia pet stadija A-E i viSe podstadija (opis
stadija naveden je na str. 45). Aiken (1973) je iicho podjelu i prilagodio je jastozima.
Presvlgenje zahtjeva koordinaciju svih organa u organizaka. Brojni autori su praavali
utjecaj ciklusa presvienja na biokemijske parametre hemolimfe. Kok glukoze je
varijabilni parametar hemolimfe, ovisi o raziniegta i po nekim autorima ne ovisi o ciklusu
presvigenja (Spindler-Barth, 1976), dok pojedini autorrder da je razina najéa u
predsvlignom i najniza u miéusvla&tnom periodu (Telford, 1968). Kdélina proteina plazme
ovisi o stadiju presvigenja i uhranjenosti, razina je dzeprije presviéenja, minimalna nakon
i lagano raste (Stewart i Li, 1969; Hepper, 197J8dnako tako razina hemocijanina je
najmanja odmah nakon prestdaja i raste tijekom C i D stadija (Hagerman, 198Beng i
sur. 2001; Cheng i sur. 2002). Razlog padackwdi proteina nakon presvkenja vjerojatno je
unos vée kolicine vode odmah nakon prestdmja (Dall, 1974 b). Promjene razine kalcija u
serumu odraz su fizioloSkih promjena koje se dagatijekom ciklusa presvtenja (Castell i
Covey, 1976). Razina kalcija u hemolimfi najgeje u prijesvianom periodu, tijekom
poslijesvl&nog perioda raste, dok je razina kalcija udosvlatnom periodu niska i stabilna
(Meyran i sur., 1993). RavnoteZa kalcija udungvlainom periodu je negativna jer je oklop u
potpunosti kalcificiran i aktivni unos kalcija zg@nta potrosnju energije. U tom periodu kalcij
se izlkuje putem Skrga i ne kompenzira se reapsorpcijomed@way, 1972). 1z svega
navedenog proizlazi da mesviani period predstavlja stabilan period u kojem jergana
mineralizacija oklopa i biokemijski parametri salstni. Osim toga izabrali smo ga za ovo
istrazivanje jer je to najduzi period presidaja, jednostavno se determinira i dobro je
zastupljen u ulovu.

Prema nekim autorima spol nema utjecaj na biolsknprofil rakova (Cheng i sur.,
2011; 2001; Balasz i sur., 1974; Lynch i Krebb, 39M™ok prema drugim istraZivanjima
postoje razlike u biokemijskom profilu e spolovima (Lorenzon i sur., 2007). Kod
odreadtivanja spola sluzili smo se vanjskim spolnim ozmaiaVanjske spolne oznake nalaze
se kod muzjaka na osnovi petog pereipoda gdje jeSsem spolni otvor ili gonopora, dok se
vanjske spolne oznake kod zenki nalaze na osnesedrpereipoda. Od svih analiziranih
Zenki ni jedna nije imala vanjska jaja. Poznatalgsu reprodukcija i metabolizam rakova

ovisni o ciklusu presvigenja, a sva tri koreliraju sa sezonom odnosno &rfodom i
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temperaturom medija u kojem rakovi borave (AikeB64q a). Reprodukcija kratkorepaca i
dugorepaca odvija se tijekom dugogdusvliatnog stadija (Subramoniam, 2000; Rice i
Armitrage, 1974), stoga je bilo jako vazno imae $@dinke u istom reproduktivhom stadiju.
Indeks kondicije kao hranidbeni status ne koristugprocjeni uhranjenosti populacije
rakova jer odnos duZzine i tezine tijela jedinkiprikazuje stvarno stanje uhranjenosti (Dall,
1974 b). Rakovi u gladovanju ne mijenjaju vanjskgled ni tezinu jer izgubljeno tkivo
nadomjesStaju vodom. Mogupokazatelji hranidbenog stanja su tezina hepaiaeasa ili
miSicnog tkiva ekstremiteta. Razlog prividnom smanjepjoteina u hemolimfi tijekom
gladovanja je pov@nje volumena hemolimfe nactmn metaboliziranog tkiva pdemu se
izgubljeno tkivo nadomjesta vodom (Dall, 1974 biprBetrijske mjere rakova iz ulova vazne

Su u procjeni vetiine populacije i mogénostima njenog iskoriStavanja.

RakovicaMaja squinado

U naSem uzorku prevladavali su odrasli muzjaci jptoe duzine 12,48 + 1,21 cm,
dok su odrasle zenke bile pragje duzine 12,39 = 1,13 cm. Prasja tezina cijelog uzorka
bila je 569,53 + 176,3 g. Utdena je povezanost teZine rakovice sa duzinom masimi
glavoprsSnjaka. TeZina rakovice pokazuje visoku pawmest sa duzinom i tezinom
glavoprsnjaka (r = 0.93; r = 0,93). Prilikom teatifa spolnih razlika utdeno je da nema
statisteki znatajnih razlika u biometrijskim vrijednostima rakogid\Nasi nalazi podudaraju se
sa nalazima LeFoll (1993) koji navodi da su u Bngtadrasle Zenke bile 80-170 mm duZine
glavoprsnjaka, muzjaci 85-200 mm duzine glavopismjéSampedro i sur., (1999) koji nalaze
da su odrasle zenke bile duzine tijela min. 13 amuzjaci duzine tijela min. 13,3 cm, te
potviduju nasS nalaz da nema razlike u duzini, Sirini gf@énjaka i tezini izmi& muzjaka i
zenki.

Biokemijska mjerenja rakovice obuhvatila su CHORIG, BUN, GLU, TP, Ca, Mg,
Cu, Zn, LDH i CK. U uzorcima hemolimfe nisu bili etjjivi AST, ALP i GGT. Prilikom
testiranja spolnih razlika ut#eno je da postoje zdane razlike u razinama Ca i Mg, pri
¢emu muZzjaci imaju zrajno veu razinu kalcija i zn&jno manju razinu magnezija u
hemolimfi. Analizom povezanosti biometrijskih ioBiemijskih vrijednosti cijelog uzorka
rakovica utvdeno je da su CK i Zn nisko negativho povezani sirdu# glavoprsnjaka,
Sirinom glavoprsSnjaka i tezinom rakovica. Analizopovezanosti biokemija cijelog uzorka
rakovica utvdeno je da je razina CHOL vrlo jako pozitivho poveaaa razinom TRIG (r =
0,91) i jako pozitivno povezana sa razinom BUN (1079). Razina triglicerida je jako

pozitivnho povezana sa razinom uree (r = 0,79). iagiu je umjereno pozitivho povezana sa
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razinom Zn (r = 0,48). S obzirom na brojne slalbenjerene povezanosti e parametrima
biokemija, provedena je faktorska analiza na glako@ponente préemu su dobivena dva
faktora. Faktor 1. predstavlja 57 % varijabilitetdvojenih 5 parametara biokemija rakovica.
Najvete faktorsko zasenje imaju CHOL, TRIG i BUN. Faktor 2. predstavigZ %
zajednkkih varijabiliteta. LDH i CK imaju najvée faktorsko zasenje na drugom faktoru.

Razina kolesterola u rakovica bila je 0,84 + OrBthol/L, triglicerida 0,23 + 0,09
mmol/L. Usporduju¢i naS nalaz sa rezultatima Lorenzon i sur. (2003) &u progavali
utjecaj izlozenost zraku i temperature tijekom $orta Homarus americanusa trziste
vidljivo je da su razine kolesterola i trigliceridanasSem istrazivanju bile viSe. Kontrolna
grupa jastoga imala je 72 mgLkolesterola, §to je bilo ztiajno manje od 1. grupe 212,7
mgL? i 2. grupe 128 mgt koja je drZana na niZoj temperaturi. Mjerena jeazima
triglicerida, kontrolna grupa imala je 13 mg/L $obilo zn&ajno manje od 1. grupe 217,2
mg/L i 2. grupe 34,7 mg/L. U naSem istrazivanjueniilo spolnih razlika u razinama
kolesterola i triglicerida, dok su Zenke jastogarije navedenom istrazivanju imale éue
razinu triglicerida. Razlog ve razine lipida izmjerenog u hemolimfi rakovice raotiiti
posljedica stresa odnosno péaere razine CHH hormonom koji osim Sto regulira mazi
glukoze u hemolimfi utjge i na razinu lipida u hemolimfi.

U naSem istrazivanju razina uree bila je 3,17 #lmmol/L. Durand i sur. 2000
godine istrazivali su i izkivanje amonijaka u vodu i razinu amonijaka u hembl Maje
squinadotijekom dva perioda, ljeti i zimi. Uzorci hemolimfuzeti su 24 h prije i nakon
izloZenosti zraku. Amonijak u hemolimfi prije izletosti je bio ovisan o0 sezoni, te je razina
amonijaka u zimskom uzorkovanju bila 45,7 pumbJLSto je zn&jno nize od razine
amonijaka u ljethom uzorkovanju 69,4 pumdl Nije bilo razlike méu spolovima. Amonijak
¢ini 91 % izlwenog dusika, a urea i amini 6,7 % i 2,2 %. NeovisrkoliSu kojeg nastanjuju
rakovi izlwuju duséne metabotike produkte kao amonijak u okolinu putem SkrZznoesn
Tijekom izlozenosti zraku epitel Skrga gubi mégast izliivanja dustnih metaboltkih
produkata pa se oni akumuliraju u hemolimfi, Stovath do zaklj¢ka da je dobivena viSa
vrijednost uree odraz izlozenosti zraku.

Razina glukoze u hemolimfi rakovice bila je 2,99,82 mmol/L. Raspon vrijednosti
kretao se od min. 1,1 do max. 5,18 mmol/L. Pretlaodtrazivanja utvrdila su da je razina
glukoze u rakova manja od razine u kraljeznjakgepako vrijednost u kozic&rocambrarus
clarkii 0,9 mM; uOrconectes limosu$,03-0,19 mM, dok je kodCarcinus maena$,1-
0,3mM i hlapaHomarus americanu$,1-1,4 mM (Verri i sur., 2001Brojni autori prodavali

Su utjecaj izlozenosti zraku tijekom transportaoslgdine hipoksije na njezinu razinu u
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hemolimfi. Durand i sur., 2000 godine istrazivalirazinu u hemolimfMaje squinaddezine
680 g tijekom izlozenosti zraku u dva perioda,iljezimi. Nije bilo zn&ajnih razlika u
razinama glukoze i laktata whe spolovima, veliinama ni sezonama. Razina prije izlozenosti
zraku bila je 0,202 mmolt. Hiperglikemija se javila unutar 12 h i iznosi@2,09 mmol* u
zimskom uzorkovanju i 1,72 mmofL u ljethom uzorkovanju. Autor potdmje da se
hiperglikemija javlja vé nakon 3 h i dostize max. unutar 12 h. U naSerazstanju rakovice
su bile izlozene zraku 9 h i razina glukoze izreogl 2,92 + 0,82 mmol/L Sto se podudara sa
prije navedenim istrazivanjem. Gore navedeni nale@Zemo obrazloZiti utjecajem stresa,
izazvanog izloZenosti zraku i hipoksije, pfemu raste razina glukoze. Veliki raspon
vrijednosti glukoze u nasem istrazivanju podud&a&a rezultatima istrazivanja Ridgway-a i
sur. (2006) koji su pratili fizioloSke, imunoloSke patoloSke promjene n&ephrops
norvegicuskoji je iz komercijalnih razloga bio izloZzen zrakuazI€ito duzinskim intervalima

i tri rezima temperature. Pratila se razina glukdztaktata i CHH hormona. Razina glukoze
se nije zn&jno promijenila na 10 °C, na 15 °C je Zamo pala nakon 12 h, na 25 °C je
zn&ajno pala vé nakon 4 h. CHH hormon je rastao u sve tri grupesaajnijom razlikom

na 25 °C. U naSem istrazivanju razina glukoze udienfi odraz je stresa i izloZzenosti zraku,
te je ovisna o zalihama glikogena u hepatopankreasmini metabolizma. Ovakav slozeni
mehanizam prilagodbe izlozenosti zraku dovodi dbvidualnih razlika u razinama glukoze
u hemolimfi koja je utwtena u naSem istrazivanju.

Ukupni proteini u hemolimfi rakovica u naSem igivanju iznosili su 47,74 + 11,75
g/L. Obzirom da 80-95 % ukupnih proteitimi hemocijanin (Djangmah, 1970) maguje
nas nalaz uspadesati sa nalazom drugih autora koji navode vrijesthdiemocijanina u
svojim istrazivanjima, pa su tako Durand i sur.Q@Pproveli istrazivanje utjecaja izlozenosti
zraku na biokemijske parametre hemolinviaje squinadgorosj€&ne tezine 680 g. i navode
da je hemocijanina bilo 43,3t1,6 g/L prije izloZzetiozraku. NeSto & razina proteina u
nasem istrazivanju mogla bi biti posljedica gaj@e sinteze hemocijanina stimulirane
hipoksijom (Taylor i Anstiss, 1999).

U naSem istrazivanju razina kalcija bila je 16,58,27 mol /L. Kalcija u moru ima 10
mol/L, razina u hemolimfe je 1-2 mol/L iznad medigakojem rak Zivi. Ukupna kalina
kalcija u tijelu raka je linearno povezana sadmetm raka, ali takvi podatci postoje za samo
pojedine vrste rakova (Greenaway, 1985). Rama kolEina kalcija u nasem istrazivanju
moze se objasniti istrazivanjem Lorenzon-a i S2007) koji su protavali utjecaj izlozenosti
zraku i temperature tijekom transpottBbomarus americanusa trziSte. Nakon transporta

mjerena im je razina kalcija. Kontrolna grupa ien&5,3 mmolL!. Rakovi transportirani na 6
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°C imali su razinu kao kontrolna grupa, dok su i$avtemperaturama (15 °C) razine kalcija
bile zn&ajno vee (19,37 mmoll}). Kalcij je korelirao sa laktatima. Autori presgavljaju
da je izvor C&" oklop i da se on mobilizirao zajedno sa karbonati@o odgovor na acidozu
hemolimfe.

Magnezija je u naSem istrazivanju bilo 96,21 +932mmol/L. Poznato je dWaja
squinadoslabo regulira razinu Mg. Frederich i sur. 200dige ustanovili su da je razina bila
39,9 mmoll! i lako se mijenjala izlaganjem rakovice mediju saasjenom razinom Mg.
Poveana koléina Mg u nasem istrazivanju nije posljedica izlggamediju sa powsanom
razinom Mg, vé je posljedica stresa i izlozenosti zraku Sto phijg i istraZivanje Paterson-a
i sur. (1997) koji su istrazivali hemolimf@anulirus ornatusulovljenog i izlozenog hipoksiji
tijekom transporta, ptemu je razina Ca, K i Mg rasla. U naSem istraziwvajgdinke su bile
izlozene hipoksiji koja stimulira porast hemocijaikoji je utjecao na povanu razinu Cu
0,89 mmol/L + 0,37 i cinka 14,97 £ 6,87 umol/L. Gni meéusobno su umjereno pozitivho
korelirali Sto potvduje istrazivanje Martin-a i sur., (1977). U njihv istrazivanjima 93%
Cu i 68% Zn u hemolimfi pripadala hemocijaninu,jéenjinova razina bila u ovisnosti 0
razini hemocijanina u hemolimfi.

Utvrdili smo da je razina LDH bila 36,89 + 22,8FL i umjereno negativno je
povezana sa razinom CK koja je iznosila 307,50 8,28 U/L. LDH Kkatalizira
interkonverziju laktata i piruvata. Koristi se kamdikator promjena na jetri od
parenhimatoznih lezija, o%tenja jetre do masnih degeneracija. CK razina sedawa sa
poveanom fiztkom aktivnosti, uslijed oséenja i ishemija mignog tkiva. Obzirom da
pregledom literature nismo naSli podatke kojimaniogli uspordivati nase nalaze svi
dobiveni podatci bi€e dobra baza za daljnja istrazivanjima

Jastog Palinurus elephas

U naSem istrazivanju muzjaci su bili dugi 29,38 aenke 26,33 cm. Prosjea tezina
cijelog uzorka bila je 517,09 + 218,64 g. Prilikdestiranja spolnih razlika ut#eno je da
postoje razlike u biometrijskim vrijednostima jagio Prilikom testiranja spolnih razlika
utvrdeno je da muZzjaci imaju zégino duZe glavoprSnjake. Osim toga pdéma je
povezanost tezine jastoga sa ukupnom duzinom indoziglavoprSnjaka. Tezina jastoga
pokazuje visoku povezanost sa duzinom i tezinonvoglesnjaka (r = 0,83; r = 0,77). U
istrazivanju Slavice i sur., (2004) zenka jastagaija spolno zrela pri duzini tijela od min. 21
cm, a muzjak pri duzini tijela od min. 22 cm za gtotrebalo najmanjéetiri godine Zivota, te

mozemo tvrditi da su naSi primjerci stariji aetiri godine. Hunter-a i sur. (1996) su
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istrazivali Palinurus elephas ustanovili da postoji spolna razlika u duzinagbprSnjaka pri
¢emu muzjaci imaju w1 duzinu glavoprsnjaka. Kada se usporede zenke zjatiuistih
duzina glavoprsSnjaka, zenke imajuéuweukupnu duzinu, ali muzjaci imaju &e tezinu.
Ovakav nalaz potden je i u naSem istrazivanju. Uzrok tomu ne bi dtelbiti eventualno
gladovanije jer ono ne mijenja vanjski izgled niiteZ pretpostavlja da izgubljeno tkivo biva
1974 b). Razlika u duzini glavoprsnjaka vjerojagp@draz spolnog dvdaija.

Biokemijska mjerenja jastoga obuhvatila su CHORIG, BUN, CREA, GLU, TP,
Ca, Mg, Cu, Zn, LDH, ALP, GGT, AST. U uzorcima hdimde nije bio mjerljiv CK.
Prilikom testiranja spolnih razlika utieno je da ima spolnih razlika u biokemijskim
vrijednostima jastoga. Zgajne razlike su utdene u razinama uree @@mu muzjaci imaju
zn&ajno veu razinu uree u hemolimfi, razina kolesterola ireadienciju da bude zéano
razlicita. Analizom povezanosti biometrijskih vrijedniosbiokemijskih vrijednosti cijelog
uzorka jastoga utdeno je da je ukupna duzina jastoga umjereno poritpovezana sa LDH,
TP i BUN i umjereno negativho povezana sa CREA. iDmzglavoprSnjaka jastoga je
umjereno negativno povezana sa CREA. TeZina jag®gesko pozitivno povezana sa TP,
umjereno pozitivno povezana sa LDH, BUN i Zn, urejer negativnho povezana sa CREA.

Analizom povezanosti biokemija cijelog uzorkatgam utvdeno je da je razina TP
umjereno pozitivno povezana sa razinom ALP, AST,OLHi TRIG, BUN, GLU u
hemolimfi, jako pozitivho povezana sa razinom Ca,i Zn. Razina Zn je umjereno pozitivho
povezana sa GLU, Ca, Cu, jako pozitivho povezan@@L, TRIG, vrlo jako povezana sa
TP, ALP, BUN. Razina Cu je umjereno povezana sda Za, jako povezana sa TP, ALP,
CHOL, TRIG. S obzirom na brojne visoke i umjerenezifvne povezanosti nde
parametrima biokemija, provedena je faktorska aaatia glavhe komponente @emu su
dobivena dva faktora. Faktor 1. predstavlja 73 %ijafailiteta izdvojenih 7 parametara
biokemija jastoga. Najve faktorsko zasenje imaju Zn, Cu, CHOL i TRIG, TP i ALP.
Faktor 2. predstavlja 59 % zajetkih varijabiliteta. Ca, GLU, BUN i TP imaju naj¥e
faktorsko zasienje na drugom faktoru. S obzirom da je iz brojsthazivanja poznato da su
proteini vezani uz razine cinka i bakra, provedgma dodatna konfirmatorna faktorska
analiza samo s tim varijablama. Faktor je skoroivegntan ukupnim proteinima u
hemolimfi, pa se moze tako i interpretirati. Istovjdljivo i iz korelacija, razine cinka i bakra
su visoko povezane sa razinom ukupnih proteina ©,92; r = 0,86). Ovakav rezultat
potvrduje da postoji korelacija u kélni Cu i Zn kod deseteronozaca (Martin i sur., 1977

Pretpostavlja se da je uloga cinka stabiliziramat&rne strukture hemocijanina.
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Razina kolesterola jastoga bila je 0,51 = 0,39 aMm triglicerida 0,13 = 0,06
mmol/L. Rezultate naSeg istrazivanja mozemo uspkdred istrazivanjem Lorenzon-a i sur.
(2007) koji su protavali utjecaj izlozenosti zraku i temperature tgektransportddomarus
americanusna trziSte. Nakon transporta mjerena im je raZinesterola i triglicerida.
Kontrolna grupa imala je 72 mgLkolesterola $to je bilo ztiajno manje od 1. grupe 212,7
mgL? i 2. grupe 128 mgt koja je bila na nizoj temperaturi. Mjerena je iireztriglicerida,
kontrolna grupa imala je 13 mg/L Sto je bilo Zza@mo manje od 1. grupe 217,2 mg/L i 2.
grupe 34,7 mg/L. U naSem istraZivanju nije bilmlgfh razlika u razinama kolesterola i
triglicerida, iako je postojala tendencija da razkolesterola u Zenki bude éze(p = 0,08),
dok su zenkeHomarus americanusmale veu razinu triglicerida. Razina kolesterola i
triglicerida u naSem istrazivanju bila je¢ae razlog vée razine lipida u hemolimfi mogao bi
biti povezan sa CHH hormonom koji osim Sto regulaainu glukoze u hemolimfi ugje i na
razinu lipida u hemolimfi. Mobilizacija lipida pabna je za vrijeme stresa jer oméava
dostatnu koliinu energije.

U naSem istrazivanju razina uree bila je 0,73 330mmol/L. Durand i sur. 2000
godine istrazivali su izktivanje amonijaka u vodu i razinu amonijaka u hembl Maje
squinado Uzorci hemolimfe uzeti su 24 h prije izloZzenaataku i nakon izloZzenost zraku.
Nakon povratka u vodu mjeren je iz&ni amonijak svaka 2 h kroz slijedle 8 h. Istrazivanje
je napravljeno u dva perioda, ljeti i zimi. Amakjje ¢inio 91 % svog izlgenog dusSika u
vodu. Amonijak u hemolimfi prije izloZzenosti je bavisan o sezoni, te je razina amonijaka u
zimskom uzorkovanju bila 45,7 umotLsto je znaajno niZe od razine amonijaka u ljethom
uzorkovanju 69,4 umdiL. Nije bilo razlike méu spolovima. AmonijaKini 91 % izlutenog
dusSika, a urea i amini 6,7 % i 2,2 %. Neovisno oldk kojeg nastanjuju rakovi iztuju
dusine metabolike produkte kao amonijak u okolinu putem Skrznogieém Tijekom
izloZenosti zraku epitel Skrga gubi mégost izliivanja dusinih metabolkkih produkata pa
se oni akumuliraju u hemolimfi.Koli¢ina dusénih metabolkikin produkata u hemolimfi u
nasem istrazivanju odraz je izlozenosti zraku.

Razina glukoze u hemolimfi jastoga bila je 0,93,650mmol/L. Raspon vrijednosti
bio je od min. 0,16 do max. 3,64 mmol/L. PrethodsteaZivanja utvrdila su da je razina
glukoze u rakova manja od razine glukoze u krajpkay pa je tako razina glukoze 0,9 mM u
kozice Procambrarus clarkii 0,03-0,19 mM wOrconectes limosysi Carcinus maena$,1-
0,3 mM, u hlapaHomarus americanud,1-1,4 mM (Verri i sur., 2001)Brojni autori
prowtavali su utjecaj izlozenosti zraku tijekom trangpar posljedéne hipoksije na razinu

glukoze u hemolimfi. Spicer i sur. (1990) su simallitransportNephrops norvegicusoji se
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primjenjuje u komercijalne svrhe. Formirane su evgksperimentalne grupe i jedna
kontrolna. Razina D-glukoze bila je zf@gno vea u obe grupe unutar 12 h u odnosu na
kontrolnu grupu. Kod Skampa drzanih na ledu proenjsa nisu pojavile sve do 6 h kada je
razina glukoze narasla sa 0,67 na 0,88 mmbli dosegla je maksimunod 1,38 mmol [}
nakon 24 h. Lorenzon i sur. (2007) su p@aali utjecaj izloZenosti zraku i temperature
tijekom transporteHomarus americanuga trziSte. Nakon transporta mjerena im je razina
glukoze i vrgeni su u bazene. Kontrolna grupa imala je vrijetinglukoze 0,67 mmol 1L,

Sto je bilo zn&ajno manje od grupe 1. 2.04 mmolLL(15 °C) i grupe 2. 0,85 mmolL (6
°C). Razina glukoze bila je zé@no vea, zn&ajnost je véa u grupi koja je bila na vej
temperaturi. Pov&la se i razina laktata. Paterson i sur. (1997%pistali su hemolimfu
Panulirus ornatusulovljenog i izlozenog hipoksiji tijekom transpartRazina glukoze je
lagano narasla i zatim pala, razina laktata jearésd je potvrdilo istraZzivanje Ocampo-a i sur.
2003 godine koji su praavali utjecaj hipoksije na razinu glukoze i laktatahemolimfi
Panulirus interruptus Laktati su zné&jno rasli tijekom hipoksije. Glukoza je Ziagno
narasla samo u grupi drzanoj na visoj temperalastog u nasem istrazivanju bio je izlozen
zraku 9 h, te je razina glukoze odraz stresa iKsp® a ovisna je 0 vremenu izloZzenosti
stresu i temperaturi okoliSa. Ovakav sloZzeni metami prilagodbe izloZenosti zraku dovodi
do individualnih razlika u razinama glukoze u heimmdl koja je utvidena u naSem
istrazivanju.

Ukupni proteini jastoga u hemolimfi bili su 48,8319,9 g/L sa rasponom vrijednosti
od min. 7,0 do 91,00 g/L. Prema Lorenzon-u i s2@0{) razina ukupnih proteina hemolimfe
zn&ajno je visSa uHomarus americanukoji su izlozeni zraku i poviSenoj temperaturi
tijekom transporta na trziSte. Nakon transportarema im je razina proteina. Kontrolna
grupa imala je 26 mgL* §to je bilo zn&ajno manje od grupe sa visom temperaturom
transporta, koja je imala 60 mgt nakon 12 h izloZenosti zraku. Znéjwa hemocijanin u
hemolimfi rakova predstavlja 80-95 % ukupnih progei(Djangmah, 1970) mozemo naSe
rezultate usporivati sa nalazom Durand-a i sur. (2000) koji swaisitvali utjecaj izlozenosti
zraku na biokemijske parametre hemolinM@je squinadoprosje&ne tezine 680 g. Prije
provedenog istrazivanja napravili su biokemiju hémfe i navode da je hemocijanina bilo
43,3 + 1,6 g/L Sto priblizno odgovara i naSem i@iranju. NeSto véa razina proteina u
nasem istrazivanju mogla bi biti posljedica gaj@e sinteze hemocijanina stimulirane
hipoksijom (Taylor i Anstiss, 1999). Jastozi u masstrazivanju bili su izlozeni zraku 9 h pa

je pretpostavka da je razina ukupnih proteina odiazenosti zraku.
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Razina Ca u hemolimfi jastoga bila je 27,62 + 29&80l/L, razina Mg 63,06 + 18,73
mmol/L. Lucu i sur. 2000 utvrdili su razinu Ca uwwau 12,5 mmol/L i Mg 34,2 mmol/L u
jastogaPalinurus elephasBrojni autori bavili su se istrazivanjem utjec@&#ozenosti zraku
na promjene u biokemiji hemolimfe, te su Petersosui. (1997) istrazivali hemolimfu
K i Mg raste. Lorenzon i sur. (2007) pkavali su utjecaj izlozenosti zraku i temperature
tijekom transportaHomarus americanusa trziSte. Nakon transporta mjerena im je razina
kalcija. Kontrolna grupa imala 15,3 + 1,5 mmdIL Grupa 2. koja je transportirana 8a°C
nije pokazala znmjne razlike u odnosu na kontrolnu grupu, dok jeipgr koja je
transportirana na 15°C (19,37 mmd)Limala zn&ajno veu razinu. Kalcij je korelirao sa
laktatima. Autori pretpostavljaju da je izvor Caoklop i da se on mobilizirao zajedno sa
karbonatima kao odgovor na acidozu hemolimfe.

Razina Cu u hemolimfi jastoga bila je 1,43 + 1n@hol/L , Zn 73,88 + 44,97 umol/L.
Faktorskom analizom uté#eno je da je razina Cu i Zn vezana za TP i da j}g&ro pripada
hemocijaninu kao Sto su to ustanovili Martin i sSL®77 godine.

Razina LDH bila je 202,54 + 154,96 U/L. LDH katata interkonverziju laktata i
piruvata. Koristi se kao indikator promjena naijett parenhimatoznih lezija, ogtnja jetre
do masnih degeneracija. Obzirom da pregledom litezanismo naSli podatke kojima bi
mogli uspordivati naSe nalaze dobiveni podatci égtdobra baza za daljnja istrazivanja.

U naSem istrazivanju razina CREA bila je 192,6239,06 umol/L. Kreatinin ukazuje
na promjene tkiva bubrega i njegove funkcije. Simma na izloZenost zraku i poslj&di
nemoggnost izliivanja nusprodukata metabolizma z&ekivati je da je kreatinin e od
razine u normalnim zivotnim uvjetima. Razina GGhemolimfi jastoga bila je 2,88 = 2,20
U/L. Vrijednosti GGT koriste se u procjeni promjeangetri odnosno hepatopankreasa. On
ukazuje na promjene jetre kao Sto su neoplazijethBdna istrazivanja nisu imali mjerljive
razine CREA i GGT, te podatci dobiveni ovim istkajem predstavljaju osnovu za bddu
istrazivanja. U naSem istrazivanju razina ALP hda99,13 + 55,52 U/L, AST 122,14 +
128,13 U/L. Prethodna istrazivanja na rakovimaditarsu da su im razine visoke u hladnim
mjesecima i niske u toplim mjesecima (Dove i sR00Q5). Razine ALP i AST su indikator

oStetenja jetre u kraljeznjaka, dok im uloga kod rakaiyja joS utvidena.

Grmalj Eriphia verrucosa
U naSem istrazivanju muzjaci su bili dugi 5,36 ¥&.cm, Zenke 5,04 £ 0,82 cm.

Prosj€&na tezina cijelog uzorka bila je 103,12 = 78,28glikom testiranja spolnih razlika
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utvrdeno je da muzjaci grmalja imaju zfagno veu tezinu od Zenki grmalja. TeZina grmalja
pokazuje visoku povezanost sa duzinom i tezinomagesnjaka (r = 0,87; r = 0,90). Grmalji
u nasSem istrazivanju bili su tezi od prdsje tezine u ulovu koja iznosi 50 g kako navodi
MiliSi ¢ (2008). Rezultat testiranja spolnih razlika pdtye nalaz Ulas i Aydin (2011) koji su
istrazivali grmalja i ustanovili da muzjaci grmaljmaju zn&ajno vei duzinsko tezinski
odnos od zenki grmalja. Navedena osobina vjerojgmalraz spolnog dvdia.

Biokemijska mjerenja grmalja obuhvatila su CHOL,IBRBUN, CREA, GLU, TP,
Ca, Mg, Cu, Zn CK, LDH, ALP, GGT, AST. Prilikom tasnja spolnih razlika utdeno je
da ima spolnih razlika u biokemijskim vrijednostinggmalja. Zn&ajno se razlikuju u
razinama BUN i Zn pricemu muzjaci imaju zriajno veu razinu BUN u hemolimfi i
zn&ajno manju razinu Zn u hemolimfi. Analizom poveasin biometrijskih vrijednosti i
biokemijskih vrijednosti cijelog uzorka grmalja ufeno je da je duzina glavoprsSnjaka
grmalja slabo negativno povezana sa LDH, AST i B@iina glavoprdnjaka grmalja je
slabo negativno povezana LDH, CK, BUN, umjerenoatiego povezana sa AST. Tezina
grmalja je slabo negativho povezana sa TRIG. Aoalizpovezanosti biokemijskih
parametara cijelog uzorka uflene je da je razina ALP vrlo jako pozitivnho povezasa
razinom Mg, jako pozitivnho povezana sa AST i umpergozitivno povezana sa TP, GGT,
TRIG i BUN. Razina AST je jako pozitivho povezare ISDH i ALP, umjereno pozitivho
povezana sa CREA, TP, GGT, CHOL. S obzirom na lrammjereno pozitivne povezanosti
medu parametrima biokemija, provedena je faktorskdizaenaa glavne komponente @emu
su dobivena dva faktora. Faktor 1. objaSnjava 6Yajabiliteta izdvojenih 6 parametara
biokemija grmalja. Najwee faktorsko zasenje imaju AST i TP. Faktor 2. Faktor objasnjava
41 % varijabiliteta izdvojenih 10 biokemijskih paratara. Najvée faktorsko zasenje imaju
ALP i GGT.

Razina kolesterola grmalja bila je 0,28 + 0,13 ofily triglicerida 0,08 + 0,06
mmol/L. Rezultate naSeg istrazivanja mozemo uspidred istrazivanjem Lorenzon-a i sur.
(2007) koji su protavali utjecaj izlozenosti zraku i temperature tgektransportddomarus
americanusna trziSte. Nakon transporta mjerena im je raZinesterola i triglicerida.
Kontrolna grupa imala je 72 + 43 mgLkolesterola $to je bilo ziajno manje od 1. grupe
(212,7 mgl?) i 2.grupe (128 mgt). grupe i kontrolne grupe do 12 h nakon povratkeazen.

U drugoj grupi razina kolesterola ostala je unutaine kontrolne grupe kroz cijeli pokus.
Mjerena je i razina triglicerida, kontrolna grupaaila je 13 mg/L Sto je bilo zdajno manje
od 1. grupe 217,2 mg/L i 2. grupe 34,7 mg/L. RaZinglicerida se razlikovala iznde

spolova, Zenke su imale &e razinu triglicerida u hemolimfi. U naSem istragiiju razina
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kolesterola i triglicerida bila je ¥, razlog vée razine lipida u hemolimfi mogao bi biti
povezan sa CHH hormonom koji osim Sto reguliramazglukoze u hemolimfi utje i na
razinu lipida u hemolimfi. Mobilizacija lipida zaijeme stresa omogava dostatnu kalinu
energije.

U naSem istrazivanju razina uree bila je 1,47 330mmol/L. Durand i sur. 2000
godine istrazivali su izktivanje amonijaka u vodu i razinu amonijaka u hemblMaje
squinado. Uzorci hemolimfe uzeti su 24 h prije zdoosti zraku i nakon izlozenost zraku.
Istrazivanje je napravljeno u dva perioda, ljetimi. Amonijak jecinio 91 % svog izldenog
duSika u vodu. Amonijak u hemolimfi prije izloZetiog bio ovisan o sezoni, te je razina
amonijaka u zimskom uzorkovanju bila 45,7 + 5,1 Jirffo$to je zn&ajno nize od razine
amonijaka u ljethom uzorkovanju 69,4 + 3,9 urhbl Nije bilo razlike méu spolovima.
Amonijak ¢ini 91 % izlwenog duSika a urea i amini 6,7 % i 2,2 %. NeovisrukoliSu kojeg
nastanjuju rakovi izleuju dustne metabotike produkte kao amonijak u okolinu putem
Skrznog epitela. Tijekom izlozenosti zraku epiteig& gubi mogénost izli&ivanja dusinih
metabolékih produkata, te se oni akumuliraju u hemolimKoli¢ina dusénih metabolkkih
produkata u hemolimfi u naSem istrazivanju odrazl@zenosti zraku.

Razina glukoze u hemolimfi grmalja bila je 1,73;43 mmol/L. Raspon vrijednosti
bio je od min. 0,06 do max. 7,40 mmol/L. Prethodsteazivanja utvrdila su da je razina
glukoze u rakova manja od razine glukoze u krajgka pa je tako razina glukoze 0,9 mM u
kozice Procambrarus clarkii 0,03-0,19 mM uOrconectes limosy$,1-0,3 mM uCarcinus
maenas 1,1-1,4 mM u hlapaHomarus americanugVerri i sur., 2001).Brojni autori
prowavali su utjecaj izlozenosti zraku tijekom trangpar posljedine hipoksije na razinu
glukoze u hemolimfi. Spicer i sur. (1990) su simallitransportNephrops norvegicusoji se
primjenjuje u komercijalne svrhe. Formirane su evgksperimentalne grupe i jedna
kontrolna. Prva grupa smjeStena je u kutije i puekra papirom natopljenim morskom
vodom, a druga je smjeStena u kutije sa ledom.rRa2iglukoze bila je zrkajno ve&a u obe
grupe unutar 12 h u odnosu na kontrolnu grupu. Ekaimpa drzanih na ledu promjene se
nisu pojavile sve do 6 h kada je razina glukozesiarsa 0,67 na 0,88 mmof li dosegla je
maksimumod 1,38 mmol [* nakon 24 h. Nakon 48 h razina je pala na 0,41 nirigito je
zn&ajno ispod kontrolne grupe. Webster (1996) je pawao Carcinus pagarustijekom
emerzije i ustanovio zkajni porast CHH hormona u hemolimfi nakon 15 mindtgerio je
razinu glukoze, laktata Gancer pagarugijekom izlozenosti zraku i ustanovio je da s& ve
unutar 30 minuta izloZzenosti zraku javlja hiper&akija, neSto kasnije hiperglikemija. Autor

je ukazao na z@ajnost te pojave kod mehanizma endokrine i met&kmliprilagodbe
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Carcinus pagarugestim izloZzenosti zraku u zoni plime i oseke. J&dni@ako grmalj Zivi u
zoni plime i oseke, te je naviknut d@ste izlozenosti zraku i pretpostavka je da imaijezu
prilagodbu na takve uvjete zivota. Ovakav slozeehanizam prilagodbe izlozenosti zraku
dovodi do individualnih razlika u razinama glukozehemolimfi koja je ututena u nasSem
istrazivanju.

Ukupni proteini grmalja u hemolimfi bili su 60,9420,80 g/L sa rasponom vrijednosti
od min. 34,0 do 98,00 g/L. Lorenzon i sur. (200/@uavali su utjecaj izlozenosti zraku i
temperature tijekom transportbomarus americanuea trziSte. Nakon transporta mjerena im
je razina proteina. Kontrolna grupa imala je 26.rigsto je bilo zn&ajno manje od grupe sa
visom temperaturom transporta, koja je imala 60 mglakon 12 h izloZenosti zraku. Durand
i sur. (2000) istrazivali su utjecaj izlozenostaku na biokemijske parametre hemolirMaje
squinado prosje&ne tezine 680 g. Prije provedenog istrazivanja afpr su biokemiju
hemolimfe i navode da je hemocijanina bilo 43,3 ,& §/L. Promjene razine proteina u
hemolimfi mogu biti odraz pofane sinteza hemocijanina u deseteronoznih rakdeaeiaih
hipoksiji (Taylor i Anstiss, 1999; Hagerman, 1986).nasSem istrazivanju grmalji su bili
izloZeni hipoksiji, pa smatramo da je to utjecatéorazinu ukupnih proteina.

Razina Ca u hemolimfi grmalja bila je 25,22 + ¥, @mol/L, Mg 91,69 + 80,65
mmol/L. Lucu i sur. 2000 utvrdili su razinu Ca uwwau 12,5 mmol/L i Mg 34,2 mmol/L u
Palinurus elephas. Istrazivanjem Paterson i s@9{)Lustanovljeno je da razina Ca, K i Mg
raste usljed transpotra i hipoksije, dok je istranjem Lorenzon i sur. (2007) deno da pod
utjecajem izloZzenosti zraku i temperature tijekaangportaHomarus americanusa trziste
raste razina kalcija. Kontrolna grupa imala 158at_L™". Grupa 2. koja je transportirana na
6 °C nije pokazala zwajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu dok jepgrkoja je
transportirana na 15 °C (19,37 mmdjlimala zn&ajno veu razinu i ostala je z@ajno vea
sve do 3 h nakon vtanja u bazen. Kalcij je korelirao sa laktatima. gxutpretpostavljaju da
je izvor C&" oklop i da se on mobilizirao zajedno sa karbonatkao odgovor na acidozu
hemolimfe.

Razina Cu bila je 2,42 £ 0,92 mmol/L, Zn 58,54 ;656 umol/L. Utvdena je slaba
pozitivna povezanost Zn i Cu Sto se ne podudaranalazom vrlo visoke pozitivhe
povezanosti koja je utitena u nasSem istraZivanju kod jastoga, a ujednorgujty nalaz
Martin-a i sur. (1977).

Razina LDH bila je 203,29 + 144,71 U/L, uloga neuda katalizira interkonverziju
laktata i piruvata. Koristi se kao indikator prommge na jetri od parenhimatoznih lezija,

oSteenja jetre do masnih degeneracija. Obzirom da rEemo uspordivati sa prethodnim
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istrazivanjima rezultate je moge koristiti kao osnovu za buél istrazivanja. CREA 19,10 £
10,40 umol/L, GGT 12,69 + 20,44 U/L, Kreatinin ukgz na promjene tkiva bubrega i
njegove funkcije. S obzirom na izlozenost zrakuoslgpditnu nemoganost izl&ivanja
nusprodukata metabolizma z#&e&ivati je da je kreatinin ¥& od razine u normalnim
Zivotnim uvjetima. Prethodna istrazivanja nisu inmjerljive CREA i GGT. Razine ALP i
AST bile su ALP 61,21 + 83,99 U/L, AST 229,47 + 18% U/L, indikatori su oStenja jetre

u kraljeznjaka, dok im uloga kod rakova nije jogrdéna. Prethodna istrazivanja na rakovima
utvrdila su da su im razine visoke u hladnim mjesaci niske u toplim mjesecima (Dove i
sur., 2005).

Usporedbe izmdu tri vrsta rakova u biokemijama hemolimfe

Za sve prikupljene biokemijske parametre hemolipfevela se deskriptivha statistika
(srednje vrijednosti, mjere disperzije) i analizaaxajnosti razlika (t-testovi) za pojedini
parametar izm#u tri vrste rakova. Rakovica se zamo razlikuje od jastoga u razini LDH,
CHOL, TRIG, BUN, GLU, CA, Mg, Cu i Zn, dok se odngalja razlikuje u razini LDH, CK,
TP, CHOL, TRIG, BUN, GLU, Ca, Cu, Zn. Jastog secafao razlikuje od grmalja u CREA,
TP, GGT, CHOL, TRIG, BUN, AST, GLU, Cu. Postavljan) rezultata u relativni odnos,
odnosno izrazavanjem u Z-vrijednostima dobili smpualizaciju razlika méu vrstama.
Rakovice imaju viSe razine kolesterola, triglicesiduree i glukoze, a nize razine bakra,
kalcija, cinka i LDH u odnosu na grmalje i jastok@i se u tim parametrima biokemije
medusobno manje razlikuju. Grmalji i jastozi se dasobno najviSe razlikuju u razinama
proteina, bakra i magnezija.

Ovakva univarijantna analiza u kojoj smo paramearalizirali pojedinano nije dala
moguwnost za pravilno znanstveno zakipanje o hemolimfi koja se sastoji od brojnih
varijabli. Pored klagnih statisttkin metoda u analizi i interpretaciji ovisnosti mgaih
parametera triju vrsta rakova, u ovom radu su temiS i metode dubinske analize podataka
(data mining) kojecesto koriste algoritme iz podfja strojnog denja. Ovim pristupom
dobivaju se modeli koji koriste podatke na efikfisracin od standardnih statigkih metoda.
Sumarnim rezultatima usporedbe algoritama dobivaninajbolji rezultati za algoritam
slwtajnih Suma (89,63%) i algoritam stabla aiManja (86,31%). Prednost stabla aiiManja

je jednostavnost odnosno interpretabilnost. Stalollocivanja je jednostavna, kompaktna i
interpretabilna reprezentacija modela podatakayistmeno predstavlja i prediktivni model:
moze se Kkoristiti kao algoritam u odreanju klase novih, nelabeliranih izmjerenih

primjeraka, a kao prediktivni klasifikacijski modelima i odréenu t@&nost.
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7. ZAKLJU CClI

1. Svi istrazivani rakovi bili su zdrave odrasle jgkk u mdusvia&nom stadiju
odretenom prema Drach-u, (1939), koji je ciklus podgetia pet stadija A-E i viSe
podstadija. Aiken (1973) je modificirao podjelurilagodio je jastozima. HistoloSka
pretraga organa (crijeva, hepatopankreasa, sroga,Skuskih i Zzenskih gonada) svih
triju vrsta dekapodnih rakova nije ukazivala nampjene, vé su tkiva odgovarala
njihovom fizioloSkom statusu.

2. Mijereni biometrijski parametri: tezina, duzina l@e duzina glavoprSnjaka, Sirina

glavoprsnjaka mi#usobno su pozitivno korelirali u sve tri vrste raéio

3. Prilikom testiranja t-testom, ut@eno je da nema spolnih razlika u mjerenim
biometrijskim parametrima rakovica, dok se jastqmplso razlikovao u duzini

glavoprsnjaka, grmalj u tezini.

4. Prilikom testiranja t-testom utdeno je da ima spolnih razlika u biokemijskim
vrijednostima kod rakovica, kod kojih su signifikae razlike (P<0,05) utdene
samo u razinama Ca i Mg. Kod jastoga dérre su razlike u razinama BUN (P<0,05),
dok je kod grmalja ova razlika uttena u razini Zn i BUN-a (P<0,05).

5. Na osnovu biokemijskih parametara utvrdili smo datrs vrste rakova niisobno
razlikuju. Rakovice se ziajno razlikuju od jastoga (P<0.05) u razini LDH, OH
TRIG, BUN; GLU, Ca, Mg, Cu i Zn., dok se od grmatgzlikuju (P<0.05) u razini
LDH, CK, TP, CHOL, TRIG, BUN; GLU, Ca, Cui Zn.skag se zn&jno razlikuje
od grmalja (P<0.05) u CREA, TP, GGT, CHOL, TRIG, B{AST, GLU i Cu.

6. Faktorska analiza na glavne komponente pokazaldajese biokemijski parametri
dijele na dvije grupe.

7. Modeliranje podataka algoritmima strojnogenja izvojilo je 6  biokemijskih
parametara ( TRIG, BUN, LDH, TP, GLU i CHOL) kaojveZnije za odrédivanje
klasifikacijskin modela visoke tmost, Sto je isto tako u skladu sa rezultatima
faktorske analize.

8. Matemattkom metodom dubinske analize podataka koja koalgferitme iz podrgja
strojnog &enja uspjesno se razdvojilo tri vrste rakovanust algoritma skajnih
Suma je 89,63 % i algoritma stabla agianja 86,31 %.
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