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Ontogenetska, specijska i genericka karakterizacija odbrambenih
supstanci kod nekih predstavnika familije Julidae Leach, 1814

(Myriapoda, Diplopoda, Julida) iz Srbije

Rezime:

Predstavnici reda Julida poseduju hemijsku odbranu od predatora, koji ukljucuje
raznovrsne hinonske derivate, ali i brojne nehinonske komponente. Do danas je
analiziran mali broj vrsta u odnosu na ukupan broj julidnih diplopoda. Stoga je ovom
tezom bila obuhvacena analiza odbrambenog sekreta kod sedam vrsta iz familije
Julidae: Unciger transsilvanicus, Pachyiulus hungaricus, Typhloiulus nevoi, T.
serborum, Serboiulus kresnik, S. lucifugus, S. deelemani, kao i dve vrste iz familije
Blaniulidae: Nopoiulus kochii i Cibiniulus phlepsii. Takode je uradena i ontogenetska
karakterizacija odbrambenog sekreta vrste Cylindroiulus boleti iz familije Julidae,
odnosno identifikacija sastava sekreta razli¢itih postembrionalnih stupnjeva pomenute
vrste (od 111 do XI stupnja).

Ciljevi istrazivanja su se prevashodno odnosili na preciznu identifikaciju sastava
odbrambenog sekreta navedenih vrsta, odnosno karakterizaciju hinonskih i nehinonskih
komponenti u odbrambenom sekretu, a poseban akcenat je stavljen na utvrdivanje
prisustva/odsustva intraspecijske, interspecijske, intragenericke i intergenericke razlike
u sastavu alomona kod julidnih taksona u cilju utvrdivanja mogu¢ih parametara za
hemotaksonomsku karakterizaciju, odnosno definisanja alomonskog hemoprofila
svakog taksona ponaosob. Savremena instrumentalna metoda koris¢ena za identifikaciju
odbrambenih supstanci kori§¢ena u ovoj tezi bila je gasna hromatografija/masena
spektrometrija (GC-MS). Za odredivanje strukture najzastupljenijih komponenti
odbrambenih sekreta koris¢éene su 'H i *C NMR spektroskopija, zajedno i sa
viSepulsnim 2D tehnikama kao $to su, COSY, NOESY, DOSY, DEPT HSQC i HMBC.
Metilen-hlorid je kori$¢en kao rastvara¢ prilikom pripreme uzoraka za GC-MS tehniku.

Hemijskim analizama odabranih vrsta stonoga iz familija Julidae i Blaniulidae
okarakterisano je ukupno 26 jedinjenja. Od toga su identifikovana 23 razli¢ita hinonska
derivata: 1,4-benzohinon (1), 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-

metil-1,4-benzohinon (4), 2-etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon



(7), hidrohinon (8), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-
dimetoksihidrohinon  (12), etil-metil-1,4-benzohinon  (13), 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon
(16), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-
metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21),
2,3,5,6-tetrametilhidrohinon (22), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23), 2,3-
dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i
2-metoksi-1,4-benzohinon (26), i tri jedinjenja u okviru krezolne komponete sekreta: p-
krezol (5), fenol (3) i p-etilfenol (9).

Analizama je potvrdeno i prisustvo nehinonskih jedinjenja u odbrambenom
sekretu, ali je njihova procentna zastupljenost u ukupnom sastavu sekreta generalno
manja od zastupljenosti hinonske komponente i uglavnom su bila predstavljena heksil- i
izopentil-estrima zasic¢enih i nezasi¢enih C14—Cy Kiselina.

Kod svih analiziranih vrsta, kako epigejskih, tako i kavernikolnih, registrovani
su 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-3-
metil-1,4-benzohinon (7) i 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15) (izuzetak je vrsta S.
deelemani kod koje nije identifikovano jedinjenje 4). U odbrambenom sekretu
epigejskih vrsta jedinjenja 2-metil-1,4-benzohinon (2) 1 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7) su predstavljala dominantnu komponentu sekreta, dok je kod
kavernikolnih predstavnika to bio bio hinon 2-etil-1,4-benzohinon (6). Kod analiziranih
postembrionalnih stadijuma vrste C. boleti dominantu frakciju odbrambenog sekreta od
stadijuma IV ¢inilo je jedinjenje 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7). Krezolna
jedinjenja izolovana su iz sekreta jedino kod tri julidna taksona: U. transsilvanicus, S.
deelemani i T. serborum.

Hidrohinon (8) je izolovan jedino iz sekreta vrsta U. transsilvanicus i P.
hungaricus, i ovo je ujedno prva identifikacija ovog hinona kod predstavnika reda
Julida. 2-Metoksi-3-metilhidrohinon (17) registrovan je jedino kod epigejske vrste P.
hungaricus, dok je jedinjenje 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16) identifikovano kod
jedne vrste iz familije Blaniulidae (C. phlepsii), ali i kod vrste S. kresnik, kao i kod
adultnih stadijuma vrste C. boleti. Ovaj hinon do sada nije naden kod predstavnika
redova Spirobolida i Spirostreptida, tako da se za sada moze posmatrati kao

hemotaksonomski marker julidnih vrsta. 2,3,5,6-Tetrametilhidrohinon (22) izolovan je



jedino iz sekreta vrste T. serborum , a ovo je ujedno i nova komponenta, po prvi put
potvrdena u sastavu odbrambenog sekreta kod diplopoda. 2,3-Dimetoksi-5,6-dimetil-
1,4-benzohinon (24) identifikovan je jedino kod vrste S. kresnik. U okviru nehinonske
komponente vrste U. transsilvanicus po prvi put je identifikovan izopentil-heksa-
kozatetranoat i izopentil-estri zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina Cy4 - Cy. Kod
blanijulidnih vrsta nije identifikovana krezolna komponenta sekreta.

Ovom tezom potvrdena je hinonska konzistentnost juliformnih diplopoda u
pogledu sastava odbrambenog sekreta, odnosno homogenost pre svega medu
dominantim komponentama sekreta. Medutim, svaka analizirana vrsta u ovoj tezi
pokazuje svoj specifican hinonski hemoprofil koji ni jednom slucaju nije bio identi¢an,
pri ¢emu su minorne hinonske komponente odbrambenog sekreta bile pokazatelj
specijskih i generickih razlika. Dobijeni rezultati ukazuju i na moguénost da nehinonske
komponente odbrambenog sekreta mogu posluziti kao potencijalni hemotaksonomski

marker.

Klju¢ne rec¢i: Diplopoda, semiohemikalije, odbrambeni sekret, alomoni, Julidae, GC-

MS, hinonski derivati, nehinonski derivati, krezolna jedinjenja

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biologija razvica Zivotinja

UDK: 591. 572. 5: 595. 61 (497. 11) (043. 3)



Ontogenetic, species and generic characterization of defensive
substances in some representatives of family Julidae Leach, 1814

(Myriapoda, Diplopoda, Julida) from Serbia

Abstract:

Representatives of the order Julida secrete a large number of both quinone and non-
quinone compounds. So far only a small number of species have been analyzed in
relation to the total number of juliform diplopoda. Therefore, this dissertation was
focused on seven species of the family Julidae: Unciger transsilvanicus, Pachyiulus
hungaricus, Typhloiulus nevoi, T. serborum, Serboiulus kresnik, S. lucifugus, S.
deelemani, two species of the family Blaniulidae: Nopoiulus kochii and Cibiniulus
phlepsii, and on ontogenetic characterization of defensive secretions of postembryonic
stadia (from stadia Il to stadia X1) of julid species Cylindroiulus boleti.

The aim of the research was to identify quinone and non-quinone compounds of
the defensive secretion of selected species, and to determine the presence/ absence of
intraspecific, interspecific, intrageneric and intergeneric differences in the composition
of defensive fluids, which could be used as the potential parameters for the
chemotaxonomic characterization.

Modern instrumental method, used for the identification of substances, was gas
chromatography/ mass spectrometry (GC-MS), together with the following techniques:
'H and **C NMR spectroscopy, 2D techniques such as COSY, NOESY, DOSY, DEPT
HSQC and HMBC,which were used for the determination of the structure of the most
abundant components of the defensive secretions. Methylen-chloride was used as
solvent in the preparation of samples for GC-MS technique.

Chemical analysis of julid and blaniulid species showed presence of 26
compounds [23 different quinones: 1,4-benzoquinone (1), 2-methyl-1,4-benzoquinone
(toloquinone)  (2), 2-hydroxy-3-methyl-1,4-benzoquinone (4) , 2-ethyl-1,4-
benzoquinone (6), 2-methoxy-3-methyl-1,4-benzoquinone (7), hydroquinone (8), 2-
ethyl-3-methoxy-1,4-benzoquinone ~ (10),  2-methylhydroquinone  (11), 2,3-
dimethoxyhydroquionone (12), ethyl-methyl-1,4-benzoquinone (13), 2,3-dimethoxy-



1,4-benzoquinone (14), 2-methyl-3,4-methylenedioxyphenol (15), 2-methoxy-5-
methylhydroquinone (16), 2-methoxy-3-methylhydroquinone @an, 2,3-
dimethylhydroquinone (18), 2,3-dimethoxy-5-methyl -1,4-benzoquinone (19), 2-
ethylhydroquionone  (20), 2,3-dimethoxy-5-methylhydroquinone (21), 2,3,5,6-
tetramethylhydroquinone (22), 2,5-dimethoxy-3-methyl-1,4-benzoquinone (23), 2,3-
dimethoxy-5,6-dimethyl-1,4-benzoquinone (24), 2,3-dimethoxy-5,6-
dimethylhydroquinone (25) and 2 -methoxy-1,4-benzoquinone (26), and three cresol
components: p-cresol (5), phenol (3), and p-ethylphenol (9)]. Analysis also confirmed
the presence of non-quionone compounds, which were mainly represented by isopentyl
and hexyl esters of saturated and unsaturated C14-Cy acid.

2-Methyl-1,4-benzoquinone (2), 2-hydroxy-3-methyl-1,4-benzoquinone (4), 2-
methoxy-3-methyl-1,4 -benzoquinone (7) and 2-methyl-3,4-methylenedioxyphenol (15)
were registered in all analyzed species (with the exception of S. deelemani which lacks
compound 4). Compounds 2-methyl-1,4-benzoquinone (2) and 2-methoxy-3-methyl-
1,4-benzoquinone (7) represented the dominant component of the secretion of epigean
species, whereas in the cavernicolous representatives the dominant quinone was 2-ethyl-
1,4-benzoquinone (6). The dominant fraction in defensive fluids of postembryonic
stadia of species C. boleti (from stadia IV to stadia XI) was quinone 2-methoxy-3-
methyl-1,4-benzoquinone (7). Cresol compounds were isolated only from three species:
U. transsilvanicus, S. deelemani and T. serborum.

Hydroquinone (8) was registered in U. transsilvanicus and P. hungaricus, and
this is the first report of the presence of this quinone within representatives of the order
Julida. 2-Methoxy-3-methylhydroquionone (17) has been confirmed only in the
secretion of epigean species P. hungaricus, while the compound 2-methoxy-5-
methylhydroquionone (16) has been identified in C. phlepsii, S. kresnik and C. boleti.
2,3,5,6-Tetramethylhydroquionone (22) was isolated only from T. serborum, and this is
also a new component, for the first time reported as millipede allomone. 2,3-
Dimethoxy-5,6-dimethyl-1,4-benzoquinone (24) has been identified in S. kresnik, while
among non-quionone compounds of species U. transsilvanicus, isopentyl—cosa-tetranoat
has been registered for the first time in millipede defensive secretion.

The results of this dissertation confirmed presence of quinone consistency

among major defensive compounds within juliform diplopoda. It was also noted that



each of the analyzed species showed its specific quinone chemoprofile, and that the
minor quinone components indicated species and generic difference, and that a great

variety of non-quinone compounds could serve as potential chemotaxonomic marker.

Keywords: Diplopoda, semiochemicals, defensive secretions, allomones, Julidae, GC-

MS, quinones, non-quinones, cresol.

Academic Expertise: Biology

Field of Academic Expertise: Animal Development

UDK: 591. 572. 5: 595. 61 (497. 11) (043. 3)
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1. Uvod

Svi Zivi organizmi su hemosenzitivni 1 u interakciji sa drugim organizmima u svom
okruzenju, koriste¢i razlic¢ite hemijske signale, bilo da ih emituju ili primaju. Hemijske
interakcije izmedu organizama iste vrste, ali i razli¢itih vrsta su od krucijalnog znacaja
za njihov uspesan opstanak i evoluciju. Biofunkcionalni molekuli koji prenose razlicite
informacije izmedu jedinki se nazivaju semiohemikalije. Oni se mogu podeliti na
feromone i alelohemikalije. Feromoni su semiohemikalije koje se Kkoriste za
komunikaciju izmedu pripadnika iste vrste. Ovakvi hemijski signali su produkovani od
strane jedne individue u cilju indukovanja odredenog fizioloSkog, ponaSajnog ili
razvojnog odgovora kod individua iste vrste. Feromoni mogu biti isparljivi 1 na taj nacin
se detektuju kao mirisi, ¢ak i na velikim udaljenostima, ili mogu biti i ne isparljivi,
zahtevaju¢i fizicki kontakt izmedu individua kako bi doslo do razmene. Feromoni mogu
biti izuzetno specificni, tako da samo jedan izomer indukuje reakciju ciljane vrste.
Najcesce se oslobadaju pod odredenim stimulusima sredine i na osnovu funkcije koju
obavljaju podeljeni su u viSe kategorija: seksualni feromoni, feromoni koji regulisu
odnose unutar “kaste” (eng. caste-regulating), agregacioni feromoni, alarmni feromoni,
feromoni koji pomazu u medusobnom pronalazenju i raspoznavanju (eng. trail-marking)
I prostorni feromoni (Cedric, 2005).

Alelohemikalije su biofunkcionalni molekuli koji se koriste za komunikaciju
izmedu jedinki koje pripadaju razliitim vrstama. Oni se mogu podeli na alomone,
kairomone i sinomone. Alomoni su biofunkcionalni molekuli ¢ije luéenje rezultuje u
odredenoj povoljnosti za organizam koji ga produkuje. Kairomoni su alelohemikalije
koje indukuju povoljan odgovor za vrstu koja ih prima. Kairomoni su od posebnog
znacaja za mnoge predatore 1 parazitoide, koji koriste feromone ili alomone oslobodene
od strane plena kao signale, koji im omogucavaju lociranje svojih domacina. Sinomoni
su biofunkcionalni molekuli koji izazivaju povoljni odgovor i kod organizma koji ga
proizvodi i kod onog koji ga prima. Alomoni se koriste prvenstveno kao odbrambene
supstance, koje se oslobadaju u sluc¢aju napada na vrstu emitera; medutim, kod nekih
vrsta alomoni se koriste u cilju privlacenja plena do emitera, ili, kao Sto je to slu¢aj kod

nekih mrava i péela, da zbune domacina (Cedric, 2005).



Hemijska supstance koje organizmi koriste za odbranu su esencijalni hemijski
signali, s obzirom da odreduju odnos predator-plen. Ove hemijske supstance su najcesce
produkti sekundarnog metabolizma i uglavnom su karakteristi¢ni za slobodno Zivece
organizme sa ogranicenom sposobnos$¢u kretanja ili ograni¢enom kontrolom nad svojim
kretanjem. Hemijska odbrana je veoma retka kod organizama na vrhu lanaca ishrane, jer
su ovi organizmi u malom riziku da i sami budu konzumirani (recimo krupni
kicmenjaci). Sa druge strane, koriS¢enje hemijskih supstanci za odbranu je Siroko
rasprostranjeno medu beski¢menjacima, kao i biljkama (Eisner & Meinwald, 1995).

Mnoge grupe terestricnih artropoda koriste hemijsku odbranu. Jedna od
raznovrsnijih grupa zemljisnih beski¢menjaka je klasa Diplopoda. Kod nekoliko redova
diplopoda je prisutna hemijska odbrana. Smatra se da je izmedu ostalog i prisustvo
alomona omoguéilo mnogim diplopodama uspesnu kolonizaciju i divergentnu
diverzifikaciju u razli¢itim terestricnim staniStima. Odbrambene supstance kod
diplopoda se uglavnom mogu svrstati u nekoliko kategorija: hinoni, alkaloidi, krezoli i
cijanogena jedinjenja. Medutim, pored navedenih semiohemikalija, registrovan je Citav
niz dodatnih komponenti u odbrambenim sekretima c¢ija funkcija nije dovoljno
proucena.

U okviru klase Diplopoda, red Julida se karakteriSe velikim brojem komponenti
u odbrambenom sekretu, koji ukljucuje raznovrsne hinone, ali i brojne nehinonske
komponente. Do danas je analiziran mali broj vrsta u odnosu na ukupan broj julidnih
diplopoda. Stoga je ovaj rad fokusiran na analizu odbrambenog sekreta kod odabranih
julidnih taksona. Istrazivanjima u ovoj tezi obuhvaceno je sedam vrsta iz familije
Julidae: Unciger transsilvanicus (Verhoeff, 1899), Pachyiulus hungaricus (Karsch,
1881), Typhloiulus nevoi Makarov, Miti¢ & Curéié¢, 2002, T. serborum Curéi¢ &
Makarov, 2005, Serboiulus kresnik Makarov, 2013, S. lucifugus Strasser, 1962, S.
deelemani Strasser, 1972. Ciljevi istrazivanja bili su usmereni u nekoliko pravaca, a
prevashodno su se odnosili na preciznu identifikaciju sastava odbrambenog sekreta
navedenih vrsta, odnosno karakterizacija hinonskih i nehinonskih komponenti u
odbrambenom sekretu. Dalje, od posebnog interesa je bilo ustanoviti prisustvo/odsustvo
intraspecijske, interspecijske, intragenericke i1 intergenericke razlike u sastavu alomona
kod julidnih taksona u cilju utvrdivanja mogu¢ih parametara za hemotaksonomsku

karakterizaciju svakog taksona ponaosob, odnosno definisanja alomonskog hemoprofila



taksona, kao 1 dobijanje relevantnih podataka koji su od velikog znacaja u budu¢im
"hemofilogenetskim" razmatranjima. Ovakva istrazivanja su do sada bila veoma retka i
ograni¢ena poglavito na insekatske taksone i neke arahnide, a imaju $iri znacaj, izmedju
ostalog i u savremenoj integrativnoj taksonomiji, kao i u evo-devo konceptu. Posebna
paznja posvecena je komparaciji hemijskog sastava odbrambenog sekreta kod
epigejskih i1 kavernikolnih vrsta, u cilju razumevanja sloZzenih hemijskih interakcija koji
postoje izmedu organizama u terestricnim ekosistemima, kao i utvrdivanje znacaja
semiohemijskih istrazivanja u razumevanju i razjasnjavanju evolucije razli¢itih
filetickih linija tokom istorije. Istrazivanjima je obuhvadena 1 ontogenetska
karakterizacija odbrambenog sekreta vrste Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847),
odnosno precizna identifikacija ozadenskog sastava razli¢itth postembrionalnih
stupnjeva. U cilju supragenericke karakterizacije, odnosno utvrdivanja razlika izmedu
familija reda Julida, odabrane su dve vrste iz familije Blaniulidae: Nopoiulus kochii
(Gervais, 1847) i Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897). Dobijeni rezultati na odabranim
model sistemima u ovoj doktorskoj tezi su komparirani sa relevantnim literaturnim
podacima koji su do danas radeni na juliformnim diplopodama, ali i diplopodama

generalno.



2. Hemijski mehanizmi odbrane kod artropoda

Zglavkari [Arthropoda, od grékih re¢i Ap@pov (artron) ¢lanak i moddg (podos) noga]
predstavljaju najmnogobrojniji filum u svetu zivotinja. Do danas je opisano negde oko
1.500.000 vrsta ovog zivotinjskog filuma, §to ¢ini 80% svih do sada poznatih recentnih
vrsta zivotinja, odnosno po nekim procenama vise od dve tre¢ine svih vrsta zivotinja na
Zemlji. Zglavkari naseljavaju sva vodena i suvozemna stanista, gde se temperatura
penje iznad 0°C i1 to u periodu dovoljno dugom, da bi im bilo omoguceno
razmnoZavanje. To su jedine Zivotinje, osim jo§ nekih ki¢menjaka, koje su se u znatnom
broju vrsta adaptirale na letenje. Svrstani su u Cetiri subfiluma: Chelicerata, Myriapoda,
Crustacea 1 Hexapoda. Predstavnici subfiluma Chelicerata ukljuuju veci broj redova,
medu kojima su Opiliones, Pseudoscorpiones, Scorpiones, Solifugae, Amblypygi,
Araneae, Palpigradi, Uropygi, kao i infraklasu Acari. Myriapoda se dele u cetiri klase:
Chilopoda, Diplopoda, Pauropoda i Symphyla. Subfilum Crustacea ukljucuju klase
Branchiopoda, Malacostraca, Maxillopoda 1 Ostracoda. Najvecu raznovrstnost u okviru
grupe zglavkara pokazuju predstavnici subfiluma Hexapoda koji ukljucuje klase
Entognatha i Insecta (Radovi¢ & Petrov, 2003).

Osnovne karakteristike zglavkara su bilateralna simetrija, tvrdi egzoskelet koji
pruza mehanicku zaStitu njihovom segmentisanom telu, ¢lankoviti ekstremiteti 1 veci
broj nogu za hodanje. Kao posledica medusobnog srastanja segmenata kod zglavkara se
javlja regionalna diferencijacija tela, tako da na telu ovih Zzivotinja razlikujemo: glavu
(cephalon), grudi (thorax) i trbuh (abdomen). Vazno je ista¢i da kod pojedinih grupa
dolazi do drugalijeg srastanja telesnih segmenata, tako kod rakova (Crustacea)
razlikujemo: glaveno-grudni region (cephalothorax) i trbuh (abdomen), dok su kod
paukolikih formi segmenti spojeni u prozomu i opistozomu.

U okviru filuma artropoda, posebno terestri¢nih artropoda, hemijska odbrana je
Siroko rasprostranjena 1 moze se re¢i da je spektar njihovih odbrambenih hemijskih
signala jedan od najbogatijih u celom Zivom svetu.

U okviru viSe od polovine redova terestriénih artropoda spadaju vrste koje
koriste hemijske supstance za odbranu od predatora (Tabela 1.). Jedan od nacina

hemijske odbrane je putem odbrambenih zlezda, koji je dobro razvijen i relativno



prou¢en kod redova Hymenoptera, Opiliones, Diplopoda, Isoptera, Hemiptera i
Coleoptera.

Opiliones (Phalangida) poseduju parne egzokrine prozomalne zlezde iz kojih, u
slucaju napada od strane predatora, izluCuju sekrete neprijatnog mirisa, koji imaju
odbrambenu ulogu. Ovaj tip Zlezda, kod pojedinih taksona, ima i dodatne funkcije, kao
Sto su mikrobicidna, ili sluze za feromonsku komunikaciju izmedu vrsta (Holmberg
1970; Machado et. al., 2002; Schaider & Raspotnig, 2009).

U slucaju termita (Isoptera) odbrana citave kolonije se naje$¢e oslanja na
specijalizovanu “vojnicku kastu” (Prestwich, 1975, 1979, 1984; Deligne et al., 1982;
Howse, 1984). “Vojnici” su naj¢esce veci 1 snazniji od radnika i poseduju veliki broj
hemijskih 1 mehanickih odbrambenih mehanizama. Neke vrste koriste svoje oStre
mandibule u borbi sa predatorima, dok ujedno iz frontalnih Zlezda izbacuju toksi¢ne
monoterpenske ugljovodonike ili ketone (Moore, 1969; Prestwich, 1979, 1984; Blum et
al., 1982; Quennedey, 1984). Mnoge vrste iz familije Apicotermitinae u slucaju napada
izlu€uju pljuvacne sekrete, dok druge snazno kontrahuju¢i svoj abdomen uvlace
predatora u viskoznu te¢nost u unutrasnjost svog tela (Noirot, 1969; Sands, 1982).

Predstavnici reda Hemiptera za svoju odbranu koriste repelente najceS¢e male
hemijskih supstanci, kao Sto su aldehidi, ketoni, alkoholi, kiseline, terpeni, i estri
ugljenih hidrata kratkih lanaca (Blum, 1981; Aldrich, 1988). Kod adultnih jedinki, ove
supstance se nalaze u rezervoarima parnih metatoraksnih Zlezda, koje se otvaraju na
metapleuralnim zlebovima, ponekad povezanim sa specijalizovanom evaporativnom
zonom (Remold, 1962, 1963; Filshie & Waterhouse, 1968; Carayon, 1971; Weatherson
& Percy, 1978). Za razliku od ovog tipa zlezda, mnogi adulti, kao i larve, poseduju
dorzalne abdominalne Zlezde, ili produkuju potentne pljuvacne toksine, koji veoma

efikasno odvracaju potencijalne predatorne kicmenjake (Edwards, 1962; Aldrich, 1988).



Tabela 1. Hemijski mehanizmi odbrane kod nekih grupa terestri¢nih artropoda.

Otrovni: Refleksno
_  izlu¢ivanje
ujed ubod hemolimfe

Unutra$nje Zlezdana
izlu¢ivanje odbrana

Unutra$nji

Klasa Red Nepoznata toksini

ARACHNIDA

Scorpionida - - - + - - -

Pseudoscorpiones + - - - - - -

Opiliones - - - - - + +

Acan + - - - - - -

Thelyphonida - - - - - - +

Schizomida

Amblypygida

Ricinuleida

+
+

Palpigrada + - - - - - -
+
+

Solpugia

Aranetda - - + - - - +

CRUSTACEA - - - - - - -

Isopoda - - - - - - +

Decapoda + - - - - - -

DIPLOPODA - - - - - - -

Polyxenida

Glomeridesmida

Glomerida - - - - - - +

Sphaerotheriida + - - - - - -

Polydesmida - - - - - - +

Platydesmida + - - - - - -

Polyzoniida - - - - - - +

Chordeumida + - - - - - -

Julida - - - - - -

+
Spirobolida - - - - - - +
Callipodida - - - - - - +

Stemmiulida

+
Siphonophorida + - - - - - -

Spirostreptida - - - - - - +

CHILOPODA

Scutigeromorpha - -

+
Lithobiomorpha - - + - - - +
Scolopendromorpha - - + - - - +
Geophilomorpha - - + - - - +

PAUROPODA + - - - - - -

SYMPHYLA + - - - - - -




Tabela 1. Hemijski mehanizmi odbrane kod nekih grupa terestri¢nih artropoda
(nastavak).

INSECTA

Protura + - - - - - -

Collembola - - - - - - +

Diplura

Thysanura

Ephemetoptera - - - - - - +

Odonata + - - - - - -

Orthoptera - + - - + +

+
Dictyoptera - - - - - - +
Isoptera - - - - - + +

Embioptera + - - - - - -

Plecoptera - - - - + - .

Zoraptera

Psocoptera

+
+

Mallophaga + - - - - - -

Anoplura +

Thysanoptera - - - - -

+ +

Hemiptera - + + - -
Homoptera - +

Neuroptera - - - - -

+ +

Coleoptera - + + - +

Strepsiptera

Mecoptera

Trichoptera - - - - - -

+
Lepidoptera + - - + + + +
Diptera - + + - - + +

Siphonaptera + - - - - - -

Hymenoptera - - + + + + +

Dermaptera - - - - - - +

Jedna od najbolje proucenih grupa zglavkara koji poseduju hemijsku odbranu je
red Coleoptera (Weatherson & Percy, 1978; Dettner, 1987). U okviru ovog reda
zabelezen je najveéi broj vrsta koje poseduju hemijsku odbranu, kao i najveca
raznovrsnost odbrambenih supstanci i zlezda. Posebno su dobro poznate i analizirane
vrste i1z familije Tenebrionidae, koje u slucaju napada imaju specificno ponasanje,
spustaju svoju glavu 1 iz parnih abdominlanih Zlezda izlu¢uju odbrambene sekrete sa

hinonskim jedinjenjima (Meinwald et al., 1966; Tschinkel, 1975).



Pripadnici familije Carabidae emituju veoma heterogen spektar hemijskih
odbrambenih supstanci (ugljene hidrate, aldehide, fenole, kinone, estre, kao i kiseline) iz
svojih parnih pigidijalnih zlezda (Eisner et al., 1963a; Moore, 1968; Schildknecht &
Kornig, 1968; Blum, 1981; Dettner, 1987).

Unutrasnje izlucivanje. Mnoge vrste artropoda izbacuju razliite sadrzaje iz
svoje utrobe prilikom napada od strane predatora. Skakavci, kao i neke druge vrste iz
reda Orthoptera, ali i mnoge larve iz reda Hymenoptera kao i gusenice imaju sposobnost
da povrate sadrzaj iz svog zeludca. Ove izluc¢evine su kompleksna meSavina digestivnih
enzima, pljuvacnih sekreta, kao i delimi¢no svarene hrane. U pojedinim slu¢ajevima
ovakvi unutras$nji sadrzaji imaju pojacano dejstvo i koncentrovaniji su usled prisustva
biljnih komponenti, kao i produkata odbrambenih Zlezda. Recimo, larve roda
Neodiprion (Rohwer, 1918) skladiste borove terpene u modifikovanoj divertikuli u
utrobi 1 izbacuju ih, kada su ugrozeni od strane predatora (Morrow et al., 1976), dok
pojedine gusenice svoje unutrasnje sadrzaje koje izbacuju prilikom napada predatora
ojacavaju produktima ventralnih protoraksnih Zlezda (Weatherson et al., 1979).

Neke druge terestri¢ne artropode izbacuju svoj feces kada su u opasnosti. Moljci
i leptiri akumuliraju krajnje produkte procesa varenja (mekonijum) tokom pupacije i
mogu ih veoma snazno izbacivati na predatore tokom ovog kratkog i osetljivog perioda,
kada je kutikula mekana i krila nisu jo$ uvek razvijena. Pripadnici familije Silphidae su
u ovakoj vrsti hemijske odbrane otisli 1 korak dalje; oni poseduju rektalne zlezde koje se
otvaraju anteriorno od analnog otvora. Kod roda Necrodes (Leach, 1815) produkti ovih
Zlezda pomesani sa fekalnim fluidima se rasprSuju na predatora (Eisner & Meinwald,
1982; Eisner et al., 1986).

Umesto izbacivanja fecesa u spoljasnju sredinu, pojedine larve iz familije
Chrysomelidae ga pricvr§¢uju za svoja leda 1 koriste bukvalno kao $tit kako bi odvracali
paznju sitnijim predatorima. Larve roda Cassida (Linnaeus, 1758) poseduju nastavak za
koji se pricvrs¢uju i feces 1 ostaci koze od prethodnih presvlacenja (Eisner et al., 1967).
Ovaj visoko fleksibilan nastavak moze biti okrenut tako da blokira napade sa svih
strana.

Tripsi su sitni izduZeni insekti koji naj¢eS¢e Zive u agregacijama i na skrivenim
staniStima, kao $to su latice cveca. Kada su napadnuti, oni izbacuju iz svog anusa

kapljicu odbrambenih fluida, koju ¢uvaju pri vrhu abdomena u prstenu okruzenom



dugim dlakama. Kako je njihov abdomen jako fleksibilan, ova kapljica se moze veoma

Unutrasnji toksini. Kod mnogih terestri¢nih artropoda unutrasnji organi, kao 1
hemolimfa, sadrze toksi¢ne alomone. S obzirom da se ove hemijske supstance nalaze
unutar tela, predatori ne dolaze u kontakt sa njima direktno, ve¢ tek kada je telesni
integument razoren. U nekim slucajevima, kao Sto je to kod vrsta iz familije
Coccinellidae, ovi unutrasnji alomoni se izluCuju refleksno putem hemolimfe. Za
razliku od egzokrinih odbrambenih komponenti koje su najéesée visoko ispraljive,
unutra$nji alomoni su uglavnom ne isparljive komponente, neprijatnog ukusa, koje
deluju na predatora tek nakon sto je plen konzumiran.

Refleksno izlucivanje hemolimfe. Mnogi insekti refleksno izluuju svoju
hemolimfu u spoljaSnju sredinu kada su napadnuti. Vrste iz familija Meloidae,
Chrysomelidae, Lycidae, Cantharidae, Lampyridae, Coccinellidae, izlucuju hemolimfu
sa alomonima kroz intersegmentalne membrane. Sa druge strane, hemolimfa pripadnika
reda Plecoptera ne sadrZi ove repelente, i verovatno se koristi kao fizicki agens protiv
sitnijih invertebrata (Blum, 1981).

Vrste iz familija Artiidae i Ctenuchidae izlu¢uju kompleksnu mesavinu svoje
hemolimfe i sekreta cervikalnih Zlezda. (Rothschild, 1985). Eugaster sp. (Orthoptera,
Tettigoniidae) reaguje na vizuelne stimuluse i moZe da izbacuje hemolimfu ¢ak i do 40
centimetara visine.

Bodlje i Zarne dlake. Kod nekih vrsta insekata, jedna sekretorna celija, ili
agregacija ovih Celija, izluCuje svoj sadrzaj u oStre bodlje ili dlake, koje u kontaktu sa
predatorom oslobadaju ove toksine ispod njihove koze. Ovakav tip hemijske odbrane je
posebno karakteristiCan za larve Lepidoptera iz familije Saturniidae, Notodontidae,
Arctiidae, Lymantriidae, Lasiocampidae, Limacodidae, Megalopygidae, i druge (De
Jong & Bluemink, 1977; Frazer, 1965; Beard, 1963; Kawamoto & Kumada, 1984;
Novak et al., 1987).

Hemijska odbrana jaja. Terestricne artropode ponekad Stite svoja jaja i
hemijskim mehanizmima. Protektivni alomoni su produkovani od strane Zenki i
najcesce se inkorporiraju u jaja tokom njihove sinteze, ili se izlu€uju na povrsinu jaja
tokom polaganja. Svetlo obojena jaja nekih predstavnika familije Chrysomelidae sadrze

oleinsku kiselinu koja je repelent za mrave (Howard et al., 1982), dok vrste iz familije



Coccinellidae formiraju jaja koja sadrze alkaloide. Jaja vrste komarca Culex pipiens
(Linnaeus, 1758) na svom gornjem kraj imaju masne kapljice koje pruzaju zastitu od
mrava. Zenke roda Chauliognathus (Hentz, 1830) poseduju reproduktivne Zlezde koje
su bogate dihidromatrikarijarnim voskovima koji najverovatnije oblazu jaja i1 na taj
na¢in ih ujedno Stite od predatora i imaju bakteriostaticku aktivnost (Brown et al.,
1988). Pojedine vrste insekata prekrivaju svoja jaja lepljivim i sluzavim ekskudatima.
Predstavnici reda Neuroptera polazu fertilna jaja u skupinama na krajevima grancica,
dok se prsten manjih abortivnih jaja, nazvanih repagula, polaze nekoliko milimetara
ispod i prekrivena je sjajnim lepljivim fluidom. Ovakva struktura je veoma efikasna u
odbrani od mrava.

Odbrambene Zlezde bez rezervoara. Ovaj tip Zleda je sastavljen od samo jedne
sekretorne celije, ili pak agregacije sekretornih celija, koje izbacuju svoj sadrzaj
direktno na povrSinu tela. Ne postoji ekstracelularna zona za skladiStenje sekreta,
premda su ponekad vidljivi intracelularni rezervoari. Primeri ovakvih Zlezda mogu se
na¢i medu hilopodama, recimo rod Geophilus (Leach, 1814) (Jones et al., 1976), kao i u
slucaju elitralnih 1 pronotalnih Zlezda vrsta iz familije Chrysomelidae (Daloze et al.,
1986). Polistine ose produkuju estre masnih kiselina u svojim sternalnim zZlezdama bez
rezervoara, i izluCuju ih u svoja gnezda, kao repelente za mrave (Hermann, 1984; Post
etal., 1984).

Zuti ili narandZasti gorki sekreti koje izluduju predstavnici familije
Coccinellidae su dugo smatrani primerom refleksnog izlu¢ivanja hemolimfe. Nakon
dodatnih analiziranja, sada je poznato da, barem u slu¢aju pojedinih vrsta, ova supstanca
nije hemolimfa, ve¢ produkt jedne hipodermalne Zlezdane celije ili agregacije ovih
¢elija.

Odbrambene zlezde sa rezervoarom. Ovakve zlezde su integumentalni organi,
izgradene od unutras$njosti telesnog zida. Tipi€no imaju rezervoar u kome se skladisti
sekret 1 Zlezdano tkivo koje moze biti deo telesnog zida, deo rezervoara, ili se nalazi
pored samog rezervoara i sa njim je povezano specijalnim kanalima. Zlezde se mogu
javljati pojedinac¢no, u parovima, ili u viSe parova i nalaze se na glavi, toraksu ili
abdomenu. Njihova izuzetna varijabilnost u broju, distribuciji, kao i morfologiji,

nesumnjivo ukazuje na njihovo nezavisno evoluiranje.
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U odnosu na nacin izlu¢ivanja sekreta, Zlezde sa rezervoarom se dele na tri tipa.
Kod prvog tipa, najcesc¢e prisutnog kod diplopoda, sekret se samo ispusta iz Zlezde na
povrsinu tela. Za drugi tip Zlezda, pronaden kod nekih gusenica, karakteristi¢no je
izbacivanje sekreta evaginacijama Ccitave zlezde. Kod trec¢eg tipa zlezda se sekret
rasprSuje na povrsinu, ponekad 1 na znacajnu udaljenost. Ovakav tip zlezda tipican je za
neke bubasvabe, gusenice iz familije Notodontidae, neke vrste iz familije
Tenebrionidae, skakavce, pojedine predstavnike reda Hemiptera i Carabidae.
Posebne adaptacije, kao i na¢ini ponasanja omogucéavaju ovim artropodama da izbacuju
sekret sa maksimalnom efektivnoS¢u 1 minimalnim gubicima. Mehanizmi izlu¢ivanja
sekreta veoma variraju. Ponekad se to odvija pokretima muskulature samog rezervoara,
nekada se rezervoar aktivira pritiskom hemolimfe, a neke zlezde su povezane sa
respiratornim trahejama i vazdus$ni pritisak uzrokuje izlu¢ivanje sekreta. Drugi moguéi

mehanizmi su svakako predmet daljih istrazivanja.

2.1. Hemijski sastav odbrambenih sekreta i njihova efikasnost

Brojnost 1 raznovrsnost odbrambenih komponenti identifikovanih kod terestri¢nih
zglavkara, posebno kod insekata, su izuzetni. Blum je 1981 naveo da ih ima preko 600,
ali je ovaj broj danas svakako znacajno ve¢i. Ve¢ina ovih hemijskih komponenti su
prirodni produkti, ranije izolovani iz biljaka i zivotinja, ali je identifikovan i veliki broj
novih jedinjenja.

Odbrambena hemijska jedinjenja su uglavnom visoko isparljiva, male
molekulske tezine i1 spadaju u klase kiselina, estara, ketona, aldehida, fenola, ugljenih
hidrata i benzohinona (pregled odredenih hemijskih klasa kod pojedinih grupa
terestricnih artropoda dat je u Tabeli 2). Uglavnom se javljaju u vidu kompleksnih
smesa, pa tako odbrambeni sekret kod vrste Nezara viridula (Linnaeus, 1758) sadrzi 18
alifaticnih komponenti, ukljucujué¢i aldehide, ketone, estre 1 ugljene hidrate.
Predstavnici reda Opiliones takode izluCuju Sirok spektar odbrambenih jedinjenja:
naftohinone, antrahinone, fenole, benzohinone, pirene, azotna jedinjenja, terpene,
“gonileptidne” ketone (uglavnom vinil- ketone), “sklerosomatidne komponente” (grupa
aciklicnih komponenata, uglavnom etil- ketona, prvi put identifikovanih kod

sklerosomatidnih predstavnika subreda Eupnoi) i metil ketone (Raspotnig et al., 2012).
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Prilikom dosadas$njih analiza ovakvih mesavina uglavnom su identifikovane dominantne

supstance, dok minorne supstance, kao i one koje se pojavljuju u tragovima su ostale

nepoznate. Medutim upravo ova jedinjenja mogu pokazati kojim se hemijskim

mehanizmima sintetiSu sekreti.

Razli¢ite i filogentski udaljene grupe artropoda mogu sintetisati sekrete koji

sadrze identi¢ne, ili slicne grupe jedinjenja. Siroko rasprostranjeni benzohinoni su

zastupljeni u sekretima diplopoda, falangida, bubasvaba, dok je trans-2-heksenal

identifikovan u sekretima bubasvaba, mrava i predstavnika Hemiptera.

Tabela 2. Karakteristicne odbrambene supstance identifikovane kod pojedinih grupa

terestri¢nih artropoda.

Takson Klasa hemijskih jedinjenja Karakteristicne komponente
ARACHNIDA
THELYPHONIDA Karboksilne kiseline Sir¢etna kiselina
SCORPIONIDA
Scorpionidae Biogeni amini Serotonin
OPILIONES
Gonyleptidae 1,4-hinoni 2,3-Dimetil-1,4-benzohinon
Phalangiidae Alifati¢ni ketoni 4-Metil-3-heksanon
DIPLOPODA
GLOMERIDA
Glomeridae Alkaloidi 1-Metil-2-etil-4-(3H)-kinazolinon
JULIDA
Julidae Hinoni 2-Metil-1,4-benzohinon
POLYDESMIDA
Euryuridae Aromati¢ni aldehidi Benzaldehid
Polydesmidae Aromaticne kiseline Prekursori HCN
Fenoli Fenol

Aromati¢ni nitrili

Benzol cijanid

INSECTA
ORTHOPTERA
Romaleidae 1,4-Hinoni 1,4-Benzohinon
Phasmidae Monoterpen laktoni Nepetalakton
DERMAPTERA
Forficulidae 1,4-Hinoni 1-Etil-1,4-benzohinon
ISOPTERA
Mastotermitidae 1,4-Hinoni 2-Metil-1,4-benzohinon

Rhinotermitidae

Termitidae

DICTYOPTERA
Blaberidae
Blattidae

Ugljeni hidrati

Alifatiéni ketoni
Nitroalkeni

Monoterpen ugljeni hidrati
Dipetren ugljeni hidrati
Seskviterpen ugljeni hidrati

1,4-Hinoni
Monoterpen keton

Pentakozan
1-Tetradeken-3-jedan
1-Nitro-1-pentadeken
a-Pinen

Kembren A
A-selinen

1,4-Benzohinon
6-Metil-5-hepten-2-jedan
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Tabela 2. Karakteristicne odbrambene supstance identifikovane kod pojedinih grupa
terestri¢nih artropoda (nastavak).

THYSANOPTERA
Phlaeothripidae

HOMOPTERA
Aphididae

HEMIPTERA
Pentatomidae

Alydidae

Coreidae
COLEOPTERA

Dytiscidae

Staphylinidae

Carabidae

Meloidae
Coccinellidae
Tenebrionidae

Gyrinidae
Chrysomelidae

Alifati¢ni aldehidi
Fenol

Lakton
1,4-Hinoni

Seskviterpen ugljeni hidrati

Alifati¢ni ugljeni hidrati

Alifati¢ni aldehidi
Alifati¢ni aldehidi
Alifatiéni alkoholi
Alifatiéni estri

Alifati¢ni aldehidi

Steroidi

Aromati¢ni aldehidi
Monoterpen aldehidi
Laktoni

Alkaloidi
Sekundarni amini
Fenol

Aromati¢ni aldehidi
Karboksilne kiseline
Terpen anhidrid
Alkaloidi

Alkeni

1,4-Hinoni
Aromatiéni laktoni
Seksviterpen aledehidi
Monoterpen laktoni
1,4-Hinoni

Steroidi

2-Metilen butanal
p-Krezol

v Dekalakton

E-B-Farnesen

Tridekan
E-2-Heksenal
4-Okso- E-2-heksenal
1-Heksanol

Heksil acetat
Heksanal

Testosteron

p- Hidroksibenzaldehid
Citral

v Dodekalakton
Aktinidin

Pederin

m-Krezol
Salicilaldeihid
Metakrilna kiselina
Kantaridin
Kokocinelin
1-Undekan
6-Metil-1,4-naftohinon
8-hidroksisokumarin
Girinidal

Hrizomelidial
1,8-Dihidroksi-9,10-antrohinon
Perilogenin

Vecina sekreta zadrzava svoju fluidnu konzistenciju nakon izlu¢ivanja, ali poneki u
kontaktu sa vazduhom postaju viskozni i lepljivi.

Odbrambeni sekreti imaju dejstvo tipicnih iritanata, odvracajuc¢i predatora od
svoje zrtve. Predatori terestri¢nih artropoda su vefinom beski¢menjaci, pre svega
razli¢ite grupe insekata, mravi, karabide, ali 1 neki sitniji kicmenjaci: vodozemci, ptice,
glodari ili sisari (Baker, 1985; Remy, 1950). Vec¢ina odbrambenih komponenti su veoma
neprijatnog mirisa (na primer E-2-heksenal, salicilaldehid), ili su veoma reaktivni (na

primer 1,4-benzohinon) (Blum, 1981). Neke komponente su izuzetno snazni citotoksini
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(mravlja kiselina, hidrogen cijanid), ili imaju sposobnost izazivanja intenzivnog bola
(kao Sto su kantaridin i pederin).

Najsnazniji dokaz da ove komponente zaista imaju odbrambenu ulogu je taj §to
je plen koji ih poseduje odbija predatore (Eisner & Meinwald, 1966; Blum, 1981;
Duffey, 1977). Svega jedan susret sa jedinkom koja poseduje hemijsku odbranu je
dovoljan da bi se uspostavila dugoro¢na averzija ka ponovnom napadu. Dokle god se
kontinuirano izbacuju odbrambeni sekreti, artropode nastavljaju da odbijaju svoje
predatore, dok po prestanku ove aktivnosti, one postaju lak plen (Eisner, 1965; Blum &
Woodring, 1962). Predatori koji ignoriSu prisustvo hemijskih odbrambenih supstanci
mogu biti privremeno oslepljeni, paralizovani, ili ¢ak ubijeni (Eisner, 1958, 1970).
Pojedini predatori mogu biti odbijeni neprijatnim mirisom plena ve¢ pri prvom kontaktu
(Eisner & Meinwald, 1966; Eisner 1970; Blum et al., 1973; Cane 1986), dok naivniji
predatori odbijaju plen jedino na osnovu ukusa (Blum & Sannasi, 1974). Predatori
medu ki¢menjacima na koje se deluje hemijskim mehanizmom rasprSivanja sekreta u
o¢i, nos ili druge senzitivne zone, ¢e ispustiti svoj plen, trljati usta i nos u podlogu,
suziti, treptati, ili pokazivati druge simptome bola i neprijatnosti (Eisner & Meinwald,
1966; Eisner, 1970).

Nakon S§to predatori iskuse neprijatnosti kontakta sa plenom koji ima odredeni
mehanizam hemijske odbrane, mogu se dogoditi odredene promene u evolutivnim
mehanizmima procene kojima se odbija ovakav plen. Oni mogu nauditi da povezuju
odredene mirise 1 ukuse sa neprijatnostima prilikom napada na odredeni plen.

Pojedini sekreti, pored funkcije odbrane, poseduju i druge bioloske uloge,
odnosno imaju ulogu feromona. Vrsta mrava Acanthomyops claviger (Roger, 1862)
sintetiSe sekrete u svojim mandibularnim zlezdama koji sluze i za odbranu ali i kao
alarmni feromoni.

Od interesa je pomenuti da se odredene aktivnhe komponente iz odbrambenih
sekreta kod artropoda, skoro uvek pojavljuju kao sekundarne supstance u biljkama (na
primer 2-heksenal, a-pinen, ciklopentanoidni monoterpeni: iridodial i iridomirmecin).
Cinjenica da odbrambeni sekreti artropoda tako efikasno odbijaju njihove predatore
ukazuje na mogucnost da sekundarne supstance biljaka njima koriste u odbrani od

herbivora.
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2.2. Opste karakteristike predstavnika klase Diplopoda

Diplopode su stara grupa terestri¢nih artropoda, Ciji su fosili poznati jo§ iz Silura
(Hopkin & Read, 1992). Sa preko 12.000 opisanih vrsta, svrstanih u 145 familija i 16
rodova (Golovatch, 2009) i procenjenog broja vrsta u svetu na oko 80.000, diplopode su
tre¢a po veli€ini klasa terestricnih artropoda, posle insekata i arahnida. Teritoriju Srbije
naseljava 100 vrsta diplopoda, svrstanih u 44 roda, 16 familija i sedam redova (Anti¢ et
al., 2013). One su vazna komponenta terestricnih ekosistema u umerenim zonama, ali i
u tropskim 1 subtropskim zonama u svetu, gde igraju vaznu ekoloSku ulogu kao
detrivori (konzumenti uginulih ostataka biljaka). Diplopode, ¢ija gustina populacija u
Sumskom zemljiStu moze da premasi i 1.000 jedinki po kvadratnom metru, mogu da
konzumiraju na godisnjem nivou 10-15% ukupne uginule biljne mase. Najveéi broj
vrsta su detrivori, samo mali broj vrsta je omnivoran, a nekoliko vrsta su karnivori
[Apfelbeckia insculpta (L. Koch, 1876) se hrani kisnim glistama], cesta je i
koprofagija.Vecina vrsta zivi na skrovitim mestima, ispod kamenja, oborenih stabala, u
zemljiStu, a mnoge vrste naseljavaju i pec¢ine. Telesna veli¢ina je veoma varijabilna.
Vrste roda Polyxenus (Latreille, 1802) su duge do 2 mm, a neke tropske diplopode
dostizu i do 30 cm duZine.

Najznacajnija morfoloska odlika klase su udvojeni somiti, nastali spajanjem dva
segmenta. Posledica ove pojave je prisustvo dva para nogu na vecini trupnih somita, po
¢emu je 1 klasa dobila naziv; takode, svaki somit ima dva para ganglija i dva para
sr¢anih ostija. Glava je ispupCena dorzalno 1 spljostena ventralno. Bo¢ne delove glave
pokrivaju veoma krupne mandibule; prve maksile srastaju 1 formiraju plocastu strukturu
gnatohilarijum, koja ¢ini dno preoralne komore. Diplopode nemaju druge maksile, kao
ni odgovaraju¢i glaveni segment. Trup diplopoda je dorzoventralno spljosten ili
cilindri¢an i ima varijabilan broj somita, koji se kre¢e od 10 do preko 90. Prvi trupni
segment je relativno Sirok i naziva se kolum, na njemu nema ekstremiteta. Drugi, treci i
Cetvrti somiti imaju jedan par ekstremiteta, dok ostali nose po dva para ekstremiteta.
Trup diplopoda se zavrSava telzonom, koji se sastoji od epiprokta, hipoprokta i

paraprokta.
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/ ozopore

ocele

mandibule

gonopode
gnatohilarijum -noge 8i9

Slika 1. Glava i anteriorni telesni segmenti [od | (kolum) do IX segmenta] muzjaka iz
reda Julida, sa obeleZenim odgovaraju¢im telesnim strukturama.

prozonit metazonit

Zlezda

ozopora

sternit

g
.

. anteriorna noga

Slika 2. Struktura jednog somita (diplosegmenta).
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Na udvojenim somitima imaju dva para trahejnih otvora koji su smesSteni
ventralno, na sternumu, za razliku od svih ostalih mandibulata. Parni Malpigijevi sudovi
izlu¢uju u vecoj meri amonijak nego ureu. Kao i druge stonoge, diplopode su vezane za
vlaznija staniSta, mada se neke vrste mogu naci i u relativno susnijim sredinama.
Gubitak vode u velikoj meri mogu spreciti sklupavanjem. Veliki broj vrsta nema oci;
veoma Cesto poseduju grupacije prostih o€iju u osnovama antena (2-80), ili imaju
fotoreceptore po trupu. Poseduju i Tomosvary-jeve organe (Hopkin & Read, 1992).

Tre¢i trupni somit je genitalni. Ekstremiteti sedmog somita muZzjaka su
modifikovani 1 sluze za prenoSenje sperme do genitalnih otvora Zenke, te se oznacavaju
se kao gonopode. Grada gonopoda moze da bude veoma kompleksna i od krucijalnog je
znaCaja za specijsku, ali u nekim slucajevima 1 supraspecijsku identifikaciju.
Spermatozoidi diplopoda su aflegalatni za razliku od drugih stonoga. Kod
Pselaphognatha Cesta je partenogeneza. Oplodena jaja se polazu u stelju ili zemljiste, a
neke vrste prave i gnezda. Kod diplopoda se mogu razlikovati tri razliita tipa
postembrionalnog razvic¢a: (a) Svako presvlacenje ukljucuje dodavanje novih somita,
¢ak 1 posle sticanja polne zrelosti. Ne postoji definisani poslednji stadijum u poveéanju
broja somita. Ovaj tip anamorfoze se oznacava kao euanamorfoza. Javlja se kod Julida 1
Colobognatha; (b) Dodavanje novih somita se odvija do odredenog stadijuma. Sledec¢a
presvlacenja se odvijaju bez dodavanja novih somita. Ovaj model postembriogeneze
ukljucuje prvo anamorfozu, a nakon toga epimorfozu i oznaCava se kao
hemianamorfoza. Javlja se kod Polyxenida i Glomerida i (¢) Dodavanje novih somita se
zavrSava na odredenom stadijumu, koji je uvek isti za datu vrstu. Taj “poslednji”
stadijum je adultni stadijum i1 ne javljaju se naknadna presvlacenja. Ovaj tip
postembriogenze se naziva teloanamorfoza. Javlja se kod Chordeumatida i
Polydesmida.

Diplopode se odlikuju debelom kutikulom sa posebno masivnim tergalnim
plo¢ama koje su obi¢no impregnirane mineralima. Kutikula svakog somita se sastoji od
dorzalnih tergita, ventralnih sternita i lateralnih pleurita. PovrSina trupa je najcesce
glatka, a kod manjeg broja vrsta moze biti naborana ili pokrivena nizovima bodlji
(Pselaphognatha). Vecina diplopoda su crne ili braonkaste boje (Hopkin & Read, 1992).
Diplopode se kre¢u potisnom silom koju izazivaju brojni ekstremiteti u kontaktu sa

podlogom. Za kretanje kroz stelju ili rastresito zemljiSte posebno su dobro adaptirane
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vrste cilindricnog oblika ¢ija je povrSina glatka. Razlikuju se pet oblika tela kod
diplopoda, koje su oznacavaju kao ekomorfoloski tipovi: 1. ,,Buldozer* tip, 2. ,,Klinasti*
tip, 3. ,,Busilica“ tip, 4. ,,Roler* tip 1 5. Poliksenidni tip.

Generalno se moze re¢i da su diplopode karakteristi¢ne za Sumsko zemljiSte. Najcesce
su diplopode osetljive na vodni deficit, te je veé¢ina formi mezo- ili higrofilna. Ekoloski,
vecina vrsta diplopoda ima mali kompenzatorni kapacitet 1 pored relativne stenotopije,
javljaju se na svim kontinentima (osim Antarktika), a neke vrste su se adaptirale i na

ekstremne uslove sredine (pustinje, tundre ili visoke planine) (Golovatch, 2009).

2.3. Mehanizmi odbrane kod predstavnika klase Diplopoda

Vagilnost diplopoda je limitirana 1 u vecini slu€ajeva nemaju sposobnost da izbegnu
napade pokretljivin predatora, pa stoga predstavljaju plen velikom broju predatora,
preko invertebrata, pre svega insekata, pa do vodozemaca, gmizavaca, ptica i sisara
(Baker, 1985; Remy, 1950). Jedini izuzetak je vrsta Diopsiulus regressus (Silvestri,
1916) (Nematophora: Stemmiuloidea) iz Afrike koja je dugacka 3 do 4 cm, a prilikom
napada moze da sko¢i 2 do 3 cm (Hopkin & Read, 1992). Odbrana od predatora kod ove
grupe terestricnih artropoda ukljucuje citav spektar razli¢itih mehanizama, od
ponasajnih, preko mehanickih, morfoloskih, pa sve do hemijskih. Kod diplopoda iz reda
Polyxenida, koje ne poseduju kalcificiranu kutikulu (” meke diplopode ), a ni hemijske
mehanizme odbrane, postoji par protektivnih ¢ekinja posebno brojih na kaudalnom
kraju tela, koje sluze za odbranu, pre svega od napada mrava, a koje zabadanjem u telo
predatora odvracaju, imobilisu, ili ¢ak dovode do njegove smrti (Eisner et al., 1996)
(Slike 1, 2, 1 3). Morfoloska =zaStita je predstavljena Cvrstim, kalcificiranim
egzoskeletom, koji je asociran sa ponaSanjem spiralnog uvijanja kod juliformnih
diplopoda, kao i hordeumatida, polidezmida i polizonida, ili urolavanja glomerida u
loptastu formu: vrsta Glomeris marginata (Villers, 1789) poseduje snazne miSi¢e uz
pomo¢ kojih se urola u potpunu sferu (Carnevali & Valvassori, 1982) (Slike 4, 5, 1 6)
Medutim, ¢ak 1 veoma Cvrst i kalcificiran egzoskelet, kao Sto je to slucaj kod
Sphaerotherium sp., moze spreciti napad ptica, mrava i miseva, ali ne i mungosa (Eisner

& Davis, 1967).
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Slika 3. Polyxenus fasciculatus (Say, 1821) sa kaudalnim protektivnim ¢ekinjama.

Slika 5. SEM mikrografije protektivnih ¢ekinja.
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Prikaz spiralnog uvijanja tela kao nacin odbrane od predatora kod razli¢itih vrsta
stonoga:

Slika 6. Vrsta Orthoporus ornatus, Slika 7. VVrsta Glomeris marginata
(Girard, 1853). (Villers, 1789).

Slika 8. Vrsta Cylindoiulus boleti (C. L. Koch, 1847).

Hemijska odbrana se obavlja preko odbrambenih Zlezda sa rezervoarom, koje su
prisutne kod kod veéine diplopoda, izuzev redova Siphoniulida, Sphaerotheriida,
Chordeumatida, Siphonophorida, Stemmiulida i Platydesmida (Cur¢i¢ et al., 2009).

Diplopode pokazuju znacajnu raznovrsnost produkovanih odbrambenih
supstanci. Do sada je kod ovih organizama registrovano preko 80 protektivnih
jedinjenja, od kojih neka pokazuju filogenetsku specifi¢nost za odredene redova (Eisner
et al., 1978). Tako, predstavnici reda Polydesmida emituju cijanogena jedinjenja
(Makarov et al., 2010). Clanovi redova Glomerida i Polyzoniida produkuju alkaloide i
proteine (Meinwald et al., 1966; Miller & McPhail, 1978), dok je prisustvo krezola
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karakteristiéno za predstavnike reda Callipodida (Curéié et al., 2009). Vrste koje
pripadaju redovima Spirobolida, Spirostreptida i Julida (Juliformia) produkuju razlicite
hinonske komponente (Eisner & Meinwald, 1966; Wood, 1975; Deml & Huth, 2000),
pa se oznacavaju i kao ,hinonske diplopode* (Eisner et al., 1978). Sve navedene
supstance sluze kao iritanti 1 repelenti 1 na taj naCin doprinose hemijskoj odbrani od
predatora.

Na osnovu same morfologije zlezda, kao 1 specifi¢nih jedinjenja koja se nalaze u
sastavu sekreta koji se iz njih izlu¢uju, odbrambene zlezde se mogu podeliti na tri tipa:
1. Glomeridni tip zlezda; 2. Julifromni tip Zlezda; 3. Polidezmidni tip Zlezda. Gradja
juliformnog tipa zlezda bi¢e opisana u narednom podpoglavlju.

Glomeridni tip odbrambenih Zlezda je karakteristican za predstavnike reda
Glomerida, koji su i jedini predstavnici subklase Pentazonia kod kojih je razvijen i
hemijski vid odbrane. Kao §to je ve¢ prethodno pomenuto vrste iz reda Glomerida
poseduju Cvrsti egzoskelet 1 urolavaju svoje telo u lopticu prilikom napada predatora.
Pored ove morfoloske =zastite, hemijski mehanizam odbrane kod glomerida je
predstavljen odbrambenim zlezdama koje su parne i nalaze se od III-X telesnog somita.
Iz ovih ozadena se izluCuje po jedna kap sekreta prilikom iritacije putem ozopora
smestenih dorzomedijano (Eisner et al., 1978; Hopkin & Read, 1992; Shear et al.,
2011). Dorzalno, dva kanala jednog pleurotergita su spojena u jedinstveni kratak kanal,
koji se ozoporom otvara u spoljasnju sredinu. Svaki rezervoar je okruzen misi¢ima cije
kontrakcije omogucavaju izluCivanje sekreta kroz ozoporu.

Polidezmidni tip odbrambenih Zlezda je karakteristi¢an za vrste iz reda Polydesmida i
najbolje je proucen. Ova zlezde su veoma slozene gradje i ¢ine ih slede¢i delovi: veliki
unutras$nji membranozni rezervoar, kanal, vestibulum i ozopora. Rezervoar se nastavlja
u vestibulum preko Sirokog kanala, a zid kanala je u svom zavrsnom delu valvularne
strukture (Eisner et al., 1963b). Kontrakcijama miSi¢a valva se otvara i vrsi se transfer
komponenti u vestibulum. Ozopore su locirane na odredenim telesnim segmentima od V
do XIX. Najcesc¢e su rasporedene na segmetima: V, VII, IX, X, XII, XIII, XV, XVI,
XVII, XVII i XIX, ali je zabelezen i veliki broj odstupanja od ovakvog rasporeda.
Ozopore se najcesce otvaraju na povrsini tela, ali se kod nekih polidezmida otvaraju na

kratkim strukturama koje se nazivaju porostelama.
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2.4. Hemijski mehanizmi odbrane kod predstavnika familije Julidae Leach, 1814

Familija Julidae Leach, 1814 (Myriapoda, Diplopoda, Julida) je holarkticki takson sa
oko 600 opisanih vrsta, i najve¢im diverzitetom rodova u zapadnom Palearktiku
(Enghoff et al., 2011). Na teritoriji Srbije najbrojniji je red Julida sa dve familije:
Julidae (41 vrsta) i Blaniulidae (dve vrste) (Anti¢ et al., 2013). Familija Julidae je
upravo i najbrojnija u okviru faune diplopoda i broji 54 vrste (Makarov et al., 2004).

Predstavnici ove familije imaju ograni¢enu sposobnost lokomocije, pa su stoga
laka meta za vecinu predatora. Njihov ¢vrst, kalcificiran egzoskelet, asociran sa
ponasanjem spiralnog uvijanja pruza ovim zglavkarima odredenu morfolosku zastitu, ali
je glavni mehanizam odbrane od predatora kod ovih organizama hemijski. Hemijski
mehanizam odbrane predstavljen je odbrambenim Zlezdama sa rezervoarom. Postoji
veoma malo fosilnih dokaza koji mogu razreSiti evoluciju odbramenih Zlezda.
Najverovatnije je da je upravo pojava mrava, kao jednih od najces¢ih predatora ovih
organizama, uslovila selektivni pritisak za pojavu odbrambenih Zlezda, a da je dalji
evolucioni pritisak doSao sa pojavom sitnijih sisara (Hopkin & Read, 1992).

Grada juliformnog tipa Zlezda je relativno jednostavna i ukljucuje sferi¢nu
vezikulu, koja sadrzi sekretorne ¢elije i kratak kanal koji se otvara preko male ozopore
na lateralnoj strani pleurotergita. Zidovi kanala su obavijeni miSi¢ima 1 kontroliSu
njegovu kontrakciju, odnosno otvaranje i zatvaranje pore. Sama vezikula nije okruzena
misi¢ima, pa se pretpostavlja da je najverovatniji nain izbacivanja sekreta putem
povecanja pritiska hemolimfe, ili pritiskom integumentalnih misic¢a koji okruzuju zlezdu
(Eisner et al., 1998). Ovaj tip zlezda je prisutan kod vecine diplopoda i ukljucuje redove
Spirobolida, Spirostreptida, Julida, Callipodida, Platydesmida i Polyzoniida (Eisner et
al., 1978). Weterston i Persi su pokazali da je kod vrste Uroblaniulus canadenisi
(Newport, 1844) zid vezikule izgraden od sekretornih jedinica. Svaka od ovih jedinica
se sastoji od para specijalizovanih Celija i tubula koje vrSe transport sekreta sintetisanog
u ovim c¢elijama do velikog kutikularnog rezervoara. Ove ¢elije su bogate organelama i
njihovi distalni delovi imaju brojne sekretorne granule koje su uronjene u rezervoar.
Odbrambene Zlezde su postavljene lateralno na vecini plaurotergita, i samo prvih pet i

posledn;ji, ili dva poslednja pleurotergita ih ne poseduju
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Odbrambeni sekreti ovog tipa zlezda sadrze veoma Sirok spektar razliCitih
hemijskih jedinjenja i predstavljaju kompleksne mesavine organskih supstanci male
molekulske tezine (Wu et al., 2007). Kod vrste Polyzonium rosalbum (Cope, 1879)
identifikovan je terpenoid koji sadrzi azot, polizonimin, koji je snazan repelent za
insekte kao $to su mravi i bubasvabe (Meinwald et al., 1975). Iz odbrambenog sekreta
vrste Buzonium crassipes (Cook & Loomis, 1928) (Polyzoniida, Polyzoniidae)
izolovana su tri jedinjenja p-pinen, limone i alkaloid buzonamin, koji takode
predstavljaju snazne repelente za mrave (Wood et al., 2000). Hemijski sastav sekreta
kod reda Callipodida analizirana je na samo pet vrsta do sada (Shear et al., 2007; Curgié
et al., 2009; Makarov et al., 2011). Sve analize su potvrdile prisustvo p-krezola kao
glavne komponente, §to se moze smatrati univerzalnim filogenetskim obrascem za ovaj
red.

Najzastupljenija jedinjenja koja su do sada izolovana iz odbrambenih sekreta su
benzohinoni, koji su karakteristicni za redove Spirobolida, Spirostreptida, i Julida. Oni
predstavljaju veoma efikasne repelente kako za invertebrate, tako i za vertebrate (Eisner
et al., 1978) 1 mogu ¢Ciniti 1 do preko 1% ukupne telesne tezine jedinke (Deml & Huth,
2000). Za hinone je poznato da poseduju antibakterijsko, fungicidno i1 antihelminticko
dejstvo (De Rosa et al., 1994), a postoje indicije o njihovoj feromonskoj ulozi u
intraspecijskoj komunikaciji (Deml & Huth, 2000); interesantno je da je utvrdeno da su
za neke nekrofagne insekte hinoni kairomoni, koji ih privlace ka uginulim diplopodama
(Schmitt et al., 2004).

Behal i Phisalix (1900) su prvi put precizno izolovali 1,4-benzohinon kao
komponentu odbrambenog sekreta kod vrste Julus terestris (Linnaeus, 1758). Najranije
publikacije vezane za ovu problematiku su radene na evropskim julidama (Schildkecht
& Weis, 1961; Roper & Heyns, 1977). Kasnije se od znacajnijih radova izdvaja Huth
(2000) i najnovija publikacija je Vujisica i saradnika (2011), u kojoj je dat pregled za 16
do sada analiziranih vrsta julida; takode postoje podaci 1 o jednoj vrsti iz familije
Blaniulidae (Weatherston et al., 1971), dok je jedna studija radena na julidama iz
jugoistocne Azije (Shimizu et al., 2012).

Glavne komponente odbrambenog sekreta kod svih do sad analiziranih vrsta
juliformnih  diplopoda bili su 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon i 2-metil-1,4-
benzohinon (toluhinon) (Attygalle et al. 1993; Eisner et al., 1978; Deml & Huth, 2000).
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Do sada je analizirano 27 vrsta julida (18 rodova) i identifikovano je 20 hinonskih i 17
nehinonskih komponenti (Bodner & Raspotnig, 2012). Za razliku od raznovrsnog
spektra benzohinona, mali broj nehinonskih jedinjenja je do sad izolovan iz sekreta i
medu njima su zastupljeni neki estri, alkoholi i alkenali (Huth, 2000; Shimizu et al.,
2012; Bodner & Raspoting, 2012). Moguce je da meSavina benzohinona i estara pruza
vecu efikasnost odbrambenom sekretu, od ovih komponenti pojedinacno. Neke od
nehinonskih komponenti identifikovanih kod Anaulaciuylus sp (Shimizu et al., 2012) su
ve¢ do sada potvrdene kod nekih artropoda kao feromoni (n-heksil-laurat, n-heksil-
kaprat ili n-heptil-laurat), sa mikrobicidnim dejstvom (n-heksil-n-tridekanoat), ili kao
signali za specijsku komunikaciju i prepoznavanje (n-heksil-miristat).

Takode je znaCajno pomenuti prusutvo jo$ jedne nehinonske komponente o-
krezola u odbrambenom sekretu parajulidne vrste Oriulus venustus. (Wood, 1864).
Shear 1 saradnici su istakli vaznost ove komponente u razreSavanju filogenetskih odnosa
izmedu Juliformia, Callipodida i Polydesmida (Shear et al., 2007). Moguce je da
prisustvo o-krezola kod ova tri reda predstavlja pleziomorfnu karakteristiku.

Kod wvrste Oriulus delus (Chamberlin, 1940) takode je identifikovana i
analizirana supstanca o-krezol u kombinaciji sa 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinonom
(Kluge & Eisner, 1971), dok su kod vrste Blaniulus guttatus (Fabricius, 1798)
identifikovane tri vrste acetata dugackih lanaca, za koje je analizama ustanovljeno da
saCinjavaju frakciju od oko 20% odbrambenih sekreta (Weatherson et al., 1971). U
sekretu spirobolidne vrste Rhinocricus insularis (Schubart, 1948) pronadene su velike
koli¢ine (E)-alkenala i (E)-2-dodekanala, zajedno sa toluhinonom (Wheeler et al.,
1964). Serija masnih kiselih estara, zajedno sa benzohinonima izolovana je iz isto¢no-
azijske julidne vrste Anaulaciulus sp. (Shimizu et al., 2012). Postoje odredene indicije
da su ovakvi estri siroko distribuirani i medu evropskim julidama, moguée zajedno sa n-
alkanolima (Huth, 2000), ali jo§ uvek nedostaju jasni dokazi za ovu tvrdnju.

Bodner i Raspotnig (2012) su prvi put publikovali studiju o sastavu
odbrambenog sekreta tokom ontogentskog razvi¢a kod julidne vrste Allajulus dicentrus
(Latzel, 1884). Za razliku od adulta, sekreti kod ranih postembrionalnih stadijuma (tre¢i
1 Cetvrti) sadrze samo frakcije benzohinona. Kasniji stadijumi razvica (peti) takode
pokazuju dominaciju benzohinona u sekretu, ali sa malim koli¢inama oktenola, dok se

ve¢ od Sestog stadijuma uocava sli¢nost u sastavu sekreta sa adultnim jednikama
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Raspolozivi literaturni podaci ukazuju na konzistentnost prisustva hinona u
odbrambenom sekretu juliformnih diplopoda. Odredene razlike u arsenalu hinonskih i
nehinonskih komponenti pruzaju osnovu za pretpostavku da njihovo prisustvo/odsustvo
moze imati hemotaksonomski znacaj. Dalje, kvalitativne i kvanitativne razlike u sastavu
odbrambenih alomona kod juliformnih diplopoda, ali i diplopoda generalno, pruzaju
osnovu za uspostavljenja filogenetskih obrazaca. Ograni¢avajuc¢a okolnost je Cinjenica
da je kod vecine analiziranih vrsta karakterisana samo glavna komponenta ili
komponente odbrambenog sekreta, dok su minorne komponente ostale nepoznate.
Trenutno je teSko uspostaviti relevantnu komparaciju koja ima filogenetsku ili
hemotaksonomsku vrednost na specijskom nivou. Stoga su rezultati ove teze od interesa
1 za iniciranje buducih istraZivanja i analize novih, posebno minornih komponenata

sekreta, kod veceg broja taskona diplopoda, ali i artropoda generalno.
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3. Materijal i metode

3.1. Eksperimentalni deo

3.1.1. Aparati i rastvaraci

Najznacajnija hibridna tehnika za identifikaciju odbrambenih supstanci koriS¢ena u ovoj
tezi bila je gasna hromatografija/masena spektrometrija (GC-MS). Za GC i GC-MS
analize koriS¢en je gasni hromatograf Agilent 7890A opremljen split/splitless
injektorom, koji je povezan sa dva detektora (plameno jonizacioni i maseni). Kapilarna
kolona se povezuje direktno na dvodelni razdelnik, na koji se takode povezuju po jedna
kapilara (bez stacionarne faze) koje idu prema detektorima. Priblizno ravnomerna
raspodela supstanci na oba detektora postize se koriS¢enjem kapilara pre¢nika 0,118
mm, tako da se prema masenom Spektrometru koristi kapilara duzine 144 cm, a ka
plameno—jonizacionom detektoru kapilara od 53 cm. Tokom analiza kori§¢ene su
sledece kapilarne kolone: HP— 5MS i HP-5MSI dimenzija (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
I HP-INNOWAX dimezija (30 m x 0,32 mm x 0,25 um), nose¢i gas je bio helijum
Cisto¢e 5.0. Za analize su koriS¢ene metode sa zakljuavanjem retencionog vremena
(RTL+) koriste¢i metil-stearat ili n—heksadekan kao standarde. Maseni detektor je
takode Agilent—ov kvadrupolni detektor 5975C inert XL EI/ClI MSD, a maseni spektri
su snimani tehnikama elektronske (70 eV) i hemijske jonizacije (150 eV). Metan i
izobutan koriS¢eni su kao gasovi za hemijsku jonizaciju. Najces¢e koris¢eni GC-MS
parametri pri radu sa nepolarnim HP-5MS i HP-5MSI kolonama kod elektronske i kod
hemijske jonizacije bili su: rad pri konstantnom pritisku (1,6 ml/min na 40 °C); pocetna
temperatura je 40 °C u trajanju od jednog minuta, linearno je povecavana do 300 °C
brzinom od 10 °C u minutu i zadrZana na *300 °C poslednjih 8 minuta analize**. U
slu¢ajevima kada je bilo potrebno bolje razdvojiti komponente smese, koris¢en je duzi
temperaturni program sa pocetnom temperaturom od 60 °C 1 linearnim porastom od 3
°C u minutu sve do 300 °C, takode pri konstantnom pritisku (1 ml u minutu na 220

°C)++. Temperatura izvora za elektronsku jonizaciju u svim analizama bila je 230 °C, a

**Metoda nazvana QC TEST
++Metoda nazvana Adams
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za hemijsku 250 °C. Temperatura kvadrupola je bila 150 °C. Parametri GC-MS
instrumenta koji se koriste pri radu sa polarnom INNOWAX kolonom uglavnom se
razlikuju samo po temperaturi gasnog hromatografa i po protoku noseceg gasa. Analize
su radene pri konstantnom protoku (4,4 ml u minute na 40 °C). Pocetna temperatura je
bila 40 °C (1 min), da bi se povecavala do 255 °C brzinom od 10 °C u minutu i na toj
vrednosti ostala jo$ 7,5 minuta.

Za ekstrakciju su kori$éeni rastvaraci spektroskopske ¢istoce: n-heksan, metanol,

metilen-hlorid, hloroform, acetonitril i etil-acetat.

3.2. Sakupljanje i cuvanje materijala

Analizirane jedinke odabranih epigejskih julidnih taksona sakupljene su na vise
lokaliteta na teritoriji Srbije, dok su kavernikolni taksoni prikupljani poglavito u tipskim
lokalitetima u pe¢inama isto¢ne Srbije u periodu od 2010. do 2013. godine. Jedinke su
razvrstavane po uzrasnim stupnjevima, dok su adultne jedinke odvajane po polovima,
nakon ¢ega su transportovane u plasticnim posudama (pre¢nika 20 cm, visine 10 cm, sa
poklopcima koji su perforirani za ulazak vazduha) zajedno sa odgovaraju¢om koli¢inom
prirodnog materijala sa stanista (zemlja, stelja, humus ili supstrat iz pecinskih stanista).
Jedinke su ¢uvane u laboratorijskim uslovima nekoliko dana na 10 °C u mraku, dok je
vlaznost odrzavana prskanjem manje koli¢ine vode jednom dnevno. U slucaju
kavernikolnih taksona jedinke su odmah nakon sakupljanja na terenu stavljane u
rastvara¢ metilen-hlorid, nakon cega su transportovane u laboratoriju i sekret je

podvrgnut analizama.

3.2.1. Sakupljanje odabranih predstavnika familija Julidae i Blaniulidae

U okviru familije Julidae, Leach, 1814 sakupljeno je i analizirano ukupno osam vrsta:
Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881), Unciger transsilvanicus (Verhoeff, 1899),
Serboiulus lucifugus Strasser, 1962, Serboiulus deelemani Strasser, 1972, Serboiulus
kresnik Makarov, 2013, Typhloiulus nevoi Makarov, Miti¢ & Curéié, 2002, Typhloiulus
serborum Curéi¢ & Makarov, 2005, kao i razliiti postembrionalni stupnjevi vrste

Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847).
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Uzorak vrste Pachyiulus hungaricus, koji je sadrzao po 15 adultnih muzjaka i
zenki, sakupljen je u Drugovackoj Sumi, u okolini Smedereva, u toku maja 2010.
godine.

Vrsta Unciger transsilvanicus, siroko distriburiana na teritoriji severne i istocne
Srbije, sakupljena je u Drugovackoj Sumi, u okolini Smedereva, tokom novembra 2012.
godine. Sakupljeni materijal sadrzavao je 15 muzjaka i 15 Zenki ove vrste.

Kavernikolne endemicne vrste stonoga rodova Serboiulus Strasser, 1962 i
Typhloiulus Latzel, 1884 sakupljene su u nekoliko razli¢itih pe¢inskih ekosistema na
teritoriji isto¢ne Srbije. Jedinke su odmah nakon sakupljanja na terenu stavljane u
rastvara¢ metilen-hlorid, nakon ¢ega su transportovane do laboratorije, gde su ekstrakti
podvgnuti hemijskim analizama.

Jedinke vrste Serboiulus lucifugus su sakupljene u Prekonoskoj pecini (tipski
lokalitet), selo Prekonoga, u okolini Svrljiga, Svrljiske planine, isto¢na Srbija, u vise
navrata tokom maja i juna 2012. godine.

Jedinke vrste Serboiulus deelemani sakupljene su u pecini Vetrena dupka (tipski
lokalitet), selo Vlasi, u okolini Pirota, isto¢na Srbija, tokom septembra 2012. godine. U
uzorku je bilo osam adultnih muzjaka i $est adultnih Zenki.

Uzorak novo opisane vrste roda Serboiulus Strasser, 1962, Serboiulus kresnik
sakupljen je u Gornjoj Lenovackoj pecini, selo Lenovac, pored ZajeCara, planina
Tupuznica, tokom maja i juna 2012. godine. Analizirani uzorak je sadrzao adultne
jedinke: devet muzjaka i1 devet zenki.

Vrsta Typhloiulus nevoi sakupljena je u Velikoj peéini, selo Petrlas,
Dimitrovgrad, Odorovacko polje (tipski lokalitet), tokom juna 2012. godine.

Vrsta Typhloiulus serborum sakupljena je u peéinskom sistemu Samar, selo
Kopajkosara, okolina Nisa, tokom juna 2012. godine.

Zbog endemicnosti navedenih troglobiontnih vrsta i njihove ugroZenosti u
hemijskim analizama je koriS¢eno pet jedinki oba pola, kao i1 kasni postembrionalni
stupan;.

U okviru familije Blaniulidae C. L. Koch, 1847 sakupljene su i analizirane dve
vrste: Nopoiulus kochii (Gervais, 1847) i Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897). Uzorak
od 15 adultnih jedniki vrste N. kochii sakupljen je u pecini Velika Balanica, selo Si¢evo,

Nis, teritorija Srbije, tokom maja 2013. godine, dok je uzorak od deset jedinki vrste C.
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phlepsii prikupljan u okolini Novog Sada, neposredno uz obalu Dunava, maja 2013.
godine.

Genericka 1 specijska identifikacija adultnih jedinki obavljena je pomocu
istrazivacke binokularne lupe ,,Carl Zeiss* (uvelicanje objektiva 0.63x, 1X, 1.6X, 2.5X i
4x; uveliCanje okulara 6.3X i 25x) i stereo mikroskopa ,,Leica MZ12.5“ (zum 12.5p:1),
koris¢enjem primarno spoljasnje morfologije, a nakon toga radena je disekcija
gonopodnog aparat, kao i vulvi, koji imaju najveci informacioni karakter.

Fotografije jedinki, odnosno odredenih relevantnih struktura snimljene su
digitalnim fotoapartom ,,Canon PowerShot A80“, montiranim na stereo mikroskop
,Carl Zeiss Stemi 2000-C* (zum 7.7:1).

Odredeni broj privremenih mikroskopskih preparata izraden je koriS¢enjem 2-
fenoksietanola (kada je bilo potrebno prosvetljivanje) i postavljanjem na predmetna

stakla sa komoricom sa glicerolom, gde su ¢uvani do izrade trajnih preparata.

3.2.2. Sakupljanje i determinacija postembrionalnih stupnjeva

Za sve klase stonoga, Diplopoda, Pauropoda, Symphyla, kao i redove Scutigeromopha,
Lithobiomorpha, i Craterostigmomorpha u okviru klase Chilopoda, karakteristic¢an nac¢in
ranog postembrionalnog razvi¢a je anamorfoza. Ovaj termin je prvi uveo Hase 1880.
godine kako bi opisao postembriogenezu kod redova Scutigeromopha i Lithobiomorpha,
a ovakav koncept je prvi put je primenio na diplopode Latzel 1884. godine (Enghoff et
al., 1993). Alternativni termin za anamorfozu je epimorfoza, gde presvlacenja nisu
pracena dodavanjem novih segmenata i nogu. Epimorfoza prati anamorfozu u
postembrionalnom razvi¢u mnogih vrsta diplopoda.

Stadijum u anamorfozi (obeleZava se rimskim brojem) je stadijum koji ¢e preci u
naredni, sa ve¢im brojem somita (i pari nogu), posle sledeceg presvlacenja. Stadijum sa
krajnjim brojem segmenata je ili poslednji stadijum (kao Sto je to slucaj kod
Polydesmida), ili epimorfni stadijum koji nastavlja sa presvlacenjima bez dodavanja
novih segmenata.

Tip anamorfoze karakteristiCan za redove Julida i Colobognatha, kao §to je
prethodno pomenuto u Uvodnom poglavlju, oznafen je kao euanamorfoza. Kod ovog

tipa postembrionalnig razvi¢a svako presvlacenje ukljuc¢uje dodavanje novih somita, ¢ak
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I posle sticanja polne zrelosti. Ne postoji definisani poslednji stadijum u povecanju
broja somita; on je odreden zavrSetkom Zzivota same jedinke. Proces ranog
postembrionalnog razvica po€inje izleganjem iz jajne opne, koja se deli dorzalnom
medijalnom linijom (Saudray, 1953), ali jedinka i po pucanju opne ostaje unutar
membrana podeljene ljuske jajeta jo§S oko 12 sati. U narednoj fazi razvica, dolazi do
presvlacenja u prvi pravi stadijum, koji u vecini slucajeva ima tri para nogu i bez ocela
je, premda se ocele narednog stadijuma ve¢ mogu nazirati kroz kutikulu. Stadijum I ima
manje antenalnih segmenata od adulta, i postoji po jedan par nogu na segmentima 2, 3 i
4. (Causey, 1943). Nakon kratkog vremenskog perioda (na primer kod Orthomorpha
(=Oxidus) gracilis traje 18 do 24 sata) stadijum I se unutar jajne kapsule presvla¢i u
stadijum II, koji ima jednu ocelu, ve¢i broj nogu (naj¢eS¢e 6 pari) i jedan par
odbrambenih zlezda. Koji je prvi aktivni stadijum koji ¢e napustiti gnezdo zavisi od
same vrste, a opSte je pravilo da sa samostalnom ishranom kre¢u od stadijuma III. Koji
¢e biti poslednji stadijum razvica takode zavisi od same vrste, kod Cylindroiulus
punctatus (Leach, 1815) poslednji zabelezeni stadijum je XIV. Vecini diplopoda je
potrebno dve, tri do Cetiri godine, ili ¢ak i vise da bi dostigle zrelost. Neke jedinke vrste
Glomeris marginata (Villers, 1789) su imale Zivotni vek ¢ak i od 11 godina (Carrel,
1990). Najverovatniji razlog ovako dugog vremena potrebnog za postizanje zrelosti kod
diplopoda je slab kvalitet njihove hrane (Blower, 1969).

Veoma malo studija je do sada uradeno na postembrionalnom razviéu kod
diplopoda, ali su najbolje do sada proucene Julide (Enghoff et al., 1993). Medutim,
prilikom determinacije postembrionalnih stadijuma kod Julida postoje odredeni
problemi koji se ogledaju u veoma varijabilnom dodavanju novih somita izmedu svih
stadijuma (sem najranijih), dostizanje zrelosti na razli¢itim stadijumima (Cak Zenke i
muzjaci iste vrste ne moraju dosti¢i zrelost na istom stadijumu razvic¢a), kao 1 ¢injenice
da se anamorfoza jedinke moze nastaviti i nakon izleganja njenih prvih juvenilnih
stadijuma.

Kako se odredene telesne strukture menjaju prilikom svakog presvlacenja,
moguce je na osnovu njih odrediti stadijum u kome se individua odredene vrste nalazi.
Ove strukture ukljucuju telesne segmente (somite), odbrambene Zlezde, kao 1 ocele, a
kao kriterijum koristi se i veli¢ina tela i teZina. Kod julida najSire koris¢en metod

odredivanja broja telesnih segmenata je brojanje koluma kao prvog segmenta, zatim
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brojanje segmenata sa nogama za hodanje (podusni segmenti), kao i brojanje segmenata
bez nogu (apodusni segmenti), i izostavljenje telzona (glava +28+3+telzon, najéesce se
predstavlja kao 28+3).

Analizirani materijal je sakupljen na Avali i KoSutnjaku, okolina Beograda,
tokom aprila i maja 2013. godine. Nakon uradene specijske determinacije ustanovljeno
je da postembrionalni stupnjevi odgovaraju vrsti Cylindroiulus boleti. Brojnost jedinki u
analiziranom uzorku po stupnjevima bila je sledeca: I1I- 13 jedinki; 1V- pet jedinki; V-
pet jedinki; VI- Sest jedinki; VII- tri zenke i pet muzjaka; VIII- 12 zenki i devet
muzjaka; IX- 17 zenki 1 18 muzjaka; X- 10 Zenki 1 18 muzjaka; XI- pet Zenki 1 pet
muzjaka.

Prilikom determinacije postembrionalnih stupnjeva sakupljenog materijala
koris¢en je niz razli€itih uporedno-morfoloskih karaktera. Prva metoda odredivanja
uzrasnih stadijuma bila je brojanje podusnih segmenata, kao i brojanje segmenata bez
nogu (apodusni segmenti). Ova metoda ima Siroku primenu pre svega na julide, ali i na
polidezmide i hordeumatide. Druga metoda, prvi put razvijena od strane Vachona
(1947), je brojanje redova ocela, kao i brojanje ocela u jednom redu. Ova metoda je
zasnovana na ¢injenici da se kod svakog novog ontogenetskog stadijuma dodaje 1 novi
red ocela. NajceS¢e prvi stadijum nema ocela, stadijum II ima po jednu ocelu na
lateralnim stranama glave, stadijum Ill ima prethodni red ocela, na koji se anteriorno
dodaje red sa dve ocele, stadijum I'V ima 1+2+3 redova ocela i td. Na taj na¢in, odredeni

uzrasni stadijum je jednak broju redova ocela plus jedan.

3.3. Priprema uzoraka

3.3.1. Ekstrakcija organskim rastvarac¢ima

U zavisnosti od veli¢ine jedinki, vrsi se ekstrakcija nekoliko jedinki ili nekoliko
desetina jedinki (istog pola ili uzrasnog stupnja), koje se ubace u Slifovani balon Sto
manje zapremine 1 $to je moguce veceg otvora (na primer, balon od 50 ml sa Slifom
29/32). Zrtvovanje je najbolje uraditi sa najmanjom moguéom zapreminom rastvaraca
(1-2 ml) u trajanju od 3 do 5 minuta. Nakon ekstrakcije, uzorke treba procediti kroz

pare papirnate maramice namotane na staklenu pipetu. Ako je uzorak nedovoljno
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koncentrovan najbolje ga je upariti u blagoj struji azota i koncentrovati maksimalno na
desetinu zapremine. Koris¢eni su rastvaraci: n-heksan, metilen-hlorid, metanol,
deuterohloroform, acetonitril i DMSO. Za GC i GC-MS sa nepolarnim kolonama HP—
5MS i HP-5MSI najbolje je koristiti n—heksan i metilen—hlorid, dok je za analize na
polarnim INNOWAX kolonama najbolje Koristiti metanol i acetonitril. Najbolji
rastvaraci za reverzno—faznu hromatografiju HPLC i LC-MS (C8 i C18 kolone) takode
su metanol i acetonitril. Prilikom pripreme uzoraka za NMR analize najbolje je koristiti
deuterisane rastvarace za ekstrakciju. Uzorak se moZze pripremiti i u nedeuterisanom
rastvaraCu, koji se mora upariti u struji azota, a zatim rastvoriti u odgovaraju¢em

deuterisanom rastvaracu.

3.3.2. Derivatizacija jedinjenja iz odbrambenog sekreta — reakcija silanizovanja

Jedinjenja prisutna u odbrambenom sekretu derivatizovana su pomocu reagensa za
silanizovanje (rastvor BSTFA u acetonitrilu), pri ¢emu se dobijaju isparljivi
trimetilsilil-(TMS) derivati. Reakcija silanizovanja je u stvari kombinovana sa
ekstrakcijom celih jedinki u acetonitrilu. Jedinke su prvo Zrtvovane u acetonitrilu, nakon
¢ega je u 0,5 ml ekstrakta dodato 0,5 ml reagensa za silanizovanje u vijalicu od 2 ml.
Reakcija je gotova posle jednocasovnog zagrevanja na 60 °C. Ovako pripremljene
uzorke treba analizirati na gasnom hromatografu sa MS detektorom $to je pre moguce, a
najkasnije 6 ¢asova nakon pripremanja. Reakciju silanizovanja smo koristili 1 za potvrdu

strukture identifikovanih jedinjenja.

3.3.3. Disekovanje vezikula i ekstrakcija organskim rastvara¢ima

Najtezi zadatak kod ovakve tehnike predstavlja paZljivo odvajanje vezikula od ostatka
tkiva. Takode, problem predstavlja i to Sto jedinka obi¢no isprazni sadrzaj vezikule pri
prvom kontaktu. Da bi smo omogucili nesmetan rad sa jedinkama bilo je neophodno da
im se postepeno snizi telesna temperatura. Na taj nacin jedinke su ulazile u stanje
hibernacije, Sto je omogucavalo da se nakon toga brzo Zrtvuju i disekuju, ¢ime je

izbegnuta njihova odbrambena reakcija ispustanja alomona. Disekovane vezikule su
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ubacivane u jednu vijalicu sa rastvaratem i nakon toga potvrgnute analizama koje su

prethodno detaljno opisane.
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4. Rezultati

Cilj ove doktorske teze bila je analiza hemijskog sastava odbrambenog sekreta
odabranih vrsta stonoga iz klase Diplopoda. Kao model sistemi su kori$¢eni bazalni
taksoni juliformnih stonoga, kao i izvedene forme, ukljucujuci i kavernikolne taksone, u
cilju genericke 1 specijske komparacije, kao 1 koris¢enja dobijenih rezultata u
ontogenetskim i filogenetskim interpretacijama. U okviru familije Julidae analizirane su
slede¢e vrste: Unciger transsilvanicus, Pachyiulus hungaricus, Typhloiulus nevoi, T.
serborum, Serboiulus kresnik, S. lucifugus, S. deelemani, kao i ontogenetske
hemokarakterizacije sastava ozadena vrste Cylindroiulus boleti, po¢ev od II do
adultnog stupnja. Za supragenericku komparaciju koris¢ene su vrste familije
Blaniulidae: Nopoiulus kochii i Cibiniulus phlepsii.

Uzorci su pripremani ekstrakcijom organskim rastvaracima razlicitih polarnosti,
Sto se posle viSe isprobanih razli¢itih nacdina iritiranja jedinki pokazalo kao najbolja
metoda za pripremu uzoraka i kasniju identifikaciju odbrambenih supstanci.

Najznacajnija hibridna tehnika za identifikaciju odbrambenih supstanci bila je
gasna hromatografija/masena spektrometrija (GC-MS) i to u uslovima elektronske i
hemijske jonizacije. Za odredivanje strukture najzastupljenijih komponenti
odbrambenih sekreta kori§ééene su 'H i *C NMR spektroskopija, zajedno i sa
viSepulsnim 2D tehnikama kao $to su, COSY, NOESY, DOSY, DEPT HSQC i HMBC.
U pojedinim eksperimentima kori$¢ene su i N HSQC i ®N HMBC tehnike (Vujisi¢,
2013).

Za identifikaciju jedinjenja pre svega bilo je neophodno je uporediti EI-MS
spektre sa Sto boljim bibliotekama spektara. Koris¢ene su komercijalne biblioteke
(NIST 11, Wiley 07, Adams, Flavor i OCAD 09) i biblioteka Hemijskog fakulteta
COMB 7. Iako se u ovim bibliotekama nalazi viSe od pola miliona snimljenih spektara,
to jest, nekoliko stotina hiljada jedinjenja, identifikacija se mora uraditi veoma pazljivo.
Najpre se mora voditi ra¢una o tome da se prilikom identifikacije nepoznatog jedinjenja
koristi reprezentativan maseni spektar, ta¢nije maseni spektar hromatografskog pika
mora se precistiti od pozadinskih jona, ili od jona drugog jedinjenja u slucaju da nije

moguée posti¢i dobro hromatografsko razdvajanje. Zatim, koeficijent sli¢nosti’ izmedu

2 Na engleskom- match factor
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tako dobijenog masenog spektra i spektra iz biblioteke mora da bude izrazito visok (vise
od 900 od maksimalih 1000 u programu NIST MS Search ili vise od 90 od maksimalnih
100 u programu AMDIS). Pored visokog koeficijenta sli¢nosti, maseni spektri moraju i
vizuelno da lice, Sto znac¢i da ne smeju imati viSak, ali ni manjak pikova. Zatim je
potrebno, ako postoje literaturni podaci, uporediti jedinjenja i na osnovu retencionih
indeksa (RI)®. Neke biblioteke spektara ve¢ sadrze RI podatke i/ili podatke o
retencionom vremenu®, dok je za druge neophodno konsultovati literaturu. Dobro
poznati kriterijum za identifikaciju jedinjenja na osnovu RI podataka jeste taj da se Rl
nepoznatog jedinjenja i biblioteke (literature) ne sme razlikovati za vise od 20 RI
jedinica (Vujisi¢, 2013).

Metilen-hlorid je koris¢en kao rastvara¢ prilikom pripreme uzoraka za GC-MS
tehniku za identifikaciju jedinjenja sadrzanih u odbrambenom sekretu. Najbolje
rezultate je pokazala ekstrakcija organskim rastvaraem veceg broja jedinki u $to
manjoj zapremini rastvara¢a. Takode je vazno pomenuti da su uzorci podvrgnuti
hemijskoj analizi odmah nakon ekstrakcije. Najpouzdaniji na¢in za postizanje zeljenih
razultata bio je odrzavanje jedinki u zivotu u laboratorijskim uslovima do samog
trenutka analiziranja, ili ukoliko je usled karakteristika same vrste transport bio
nemoguc, ili bi se prilikom njega izazvala velika iritacija jedinki, ekstrakcija je uradena
na terenu odmah nakon sakupljanja uzorka, i ekstrakt je nakon toga podvrgnut GC-MS

analizama (Vujisic, 2013).

% RI (retencioni indeks) predstavlja karakteristiku jedinjenja pod odredenim GC uslovima. Odreduje se u

odnosu na retenciona vremena (Rt) dva susedna n—alkana izmedu kojih se nalazi signal datog jedinjenja. Standardna
serija n—alkana se mora snimiti pod istim GC uslovima. Indeksi n—alkana imaju vrednosti N*100, pa ¢e na primer
jedinjenje sa RI 900 imati isti RI i Rt kao i n—nonan.

* Retenciono vreme je karakteristiéno samo pod istim GC uslovima, tako da je prilikom snimanja

neophodno prilagoditi GC uslove, na ¢ije se podatke pozivate prilikom identifikacije.
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4.1. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu odabranih taksona

Na Slici 9. prikazane su strukturne formule identifikovanih jedinjenja- hinonske i

krezolne komponente odbrambenog sekreta odabranih predstavnika familija Julidae i

Blaniulidae.
0 0 0 CH, 0 0 OH
CH, CHs CH,CHs CHs
; OH OCH,
o) o) OH 0 OH 0 o) OH
1 2 3 4 5 6 7 8
CH,CHs 0 OH OH 0 0 OH
CHyCHs, CH, OCHs CHoCH, OCH, CHs
OCH, OCH, CHs OCH, o
OH o) OH OH 0 0 o—/
9 10 11 12 13 14 15
OH OH OH ) OH OH
OCHs CH, CH, OCH, CH,CH, OCH,
HsC OCH; CHy  HsC OCH, HaC OCH,
OH OH OH 0 OH OH
16 17 18 19 20 21

OH 0 o) OH o)
HaC CH, OCH, HaC OCH, HaC OCH, OCH,
HsC GHs H;CO CHs HsC OCHj H3C OCH;

OH e} o} OH o}

22 23 24 25 26

Slika 9. Identifikovana jedinjenja u odbrambenom sekretu svih analiziranih vrsta
iz familija Julidae Leach, 1814 i Blaniulidae C. L. Koch, 1847; hinonske komponente:
1,4-benzohinon (1), 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7),
hidrohinon (8), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-
dimetoksihidrohinon  (12), etil-metil-1,4-benzohinon  (13), 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon
(16), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-
metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21),
2,3,5,6-tetrametilhidrohinon (22), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23), 2,3-
dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i
2-metoksi-1,4-benzohinon (26); krezolne komponente: p-krezol (5), fenol (3) i p-
etilfenol (9).
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GC-MS analizama metilen-hloridnog ekstrakta odabranih vrsta stonoga iz familija
Julidae i Blaniulidae identifikovano je ukupno 26 jedinjenja. Od toga je okarakterisano
23 razli¢ita hinonska derivata: 1,4-benzohinon (1), 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon)
(2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-
metil-1,4-benzohinon (7), hidrohinon (8), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2-
metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), etil-metil-1,4-benzohinon (13),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-
metilhidrohinon (16), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-dimetilhidrohinon (18),
2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21), 2,3,5,6-tetrametilhidrohinon (22), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (23), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24), 2,3-dimetoksi-5,6-
dimetilhidrohinon (25) i 2-metoksi-1,4-benzohinon (26). Takode je kao minorne
komponente u odbrambenom sekretu kod pojedinih analiziranih wvrsta, ili kao
komponenta u tragovima izolovana krezolna jedinjenja: p-krezol (5), fenol (3) i p-
etilfenol (9).

Analizama je potvrdeno prisustvo i nehinonskih jedinjenja u odbrambenom
sekretu, ali je njihova procentna zastupljenost u ukupnom sastavu sekreta generalno
manja od zastupljenosti hinonske komponente, ili se ova jedinjenja pojavljuju kao
supstance u tragovima (t)°. Nehinonska komponenta odbrambenog sekreta je poglavito

bila predstavljena heksil-estrima nezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina.
4.2. Sastav odbrambenog sekreta analiziranih taksona

Kod svih devet analiziranih vrsta iz familije Julidae i Blaniulidae, kao i kod
razli¢itih analiziranih uzrasnih stadijuma tokom postembriogeneze vrste Cylindroiulus
boleti, poc¢ev od stupnja III do stupnja XI, glavna komponenta odbrambenog sekreta je
predstavljena grupom hinonskih jedinjenja.

Kod vrsta Unciger transsilvanicus i Pachyiulus hungaricus, kao i Nopoiulus
kochii i Cibiniulus phlepsii, procentno najzastupljenija jedinjenja su bila 1,4-benzohinon

(1) i 2-metil-1,4-benzohinon (2), zajedno sa 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinom (7).

® t Supstance u tragovima, kasnije u Tabelama obeleZene slovom t (engleski termin trace), su ona jedinjenja koja su u
relativnom procentom sastavu odbrambenog sekreta bila zastupljena sa manje od 0,1%
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Pored ova tri dominanta jedinjenja, u sastavu odbrambenog sekreta kod prethodno
pomenutih vrsta identifikovani su i slede¢i hinonski derivati: 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), hidrohinon (8), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12),
2-metil-3,4-metilendioksifenol  (15), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2etil-1,4-
benzohinon (6), 2-metoksi-1,4-benzohinon (26), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14),
2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21), 2-
metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,3-dimetilhidrohinon (18) i 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (23). Kod vrste Unciger transsilvanicus takode su izolovana i dva jedinjenja
u okviru krezolne komponente: p-krezol (5) i fenol (3). Nehinonska jedinjenja
predstavljaju procentno manje zastupljenu komponentu u odbrambenim sekretima i
ukljucuju pojedine estre, alkohole i alkene (Tabela 3).

Medutim, od interesa je ista¢i da je kod ispitivanih vrsta roda Serboiulus i
Typhloiulus hemijski sastav odbrambenog sekreta nesto drugaciji. Kao dominanatna
komponenta u sastavu analiziranog sekreta izolovano je jedinjenje 2-etil-1,4-
benzohinon (6) (Tabela 4).

Komparacijom sa analiziranim adultnim jedinkama iz familija Julidae i
Blaniulidae, uocen je sli¢an sastav hemijskih konstituenata iz sekreta ozadena i kod
analiziranih postembrionalnih stupnjeva, s tim S§to je kod prvog stupnja koji je
podvrgnut analizi (I11) procentna zastupljenost nehinonske komponente bila znacajno
vecéa (73,3%), u odnosu na hinonska jedinjenja (26,7%), dok se kod kasnijih stupnjeva
tokom postembriogeneze taj odnos menja. Kako se jedinka pribliza adultnom stupnju
(XI) tako i procenat hinonskih jedinjenja raste (Tabela 5).
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Tabela 3. Procentni sastav hinonskih i nehinonskih komponenti u odbrambenom sekretu
odabranih predstavnika familija Julidae Leach, 1814 i Blaniulidae C. L. Koch, 1847.

Familija i Vrsta

Procentni sastav

Hinonske Nehinonske
komponente komponente

Julidae Leach, 1814

Unciger transsilvanicus (Verhoeff, 1899) 77,0 23,0
Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881) 79,1 20,9
Blaniulidae C. L. Koach, 1847

Nopoiulus kochii (Gervais, 1847) 92,0 8,0
Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897) 98,2 1,8

Tabela 4. Procentni sastav hinonskih i nehinonskih komponenti u odbrambenom
sekretu odabranih predstavnika rodova Serboiulus Strasser, 1962 i Typhloiulus

Latzel, 1884.

Procentni sastav

Familija Rod Vrsta Hinonske Nehinonske
komponente komponente

Julidae Leach, 1814
Serboiulus Strasser, 1962
Serboiulus lucifugus Strasser, 1962 53,2 46,8
Serboiulus deelemani Strasser, 1972 56,5 43,4
Serboiulus kresnik Makarov, 2013 53,1 46,9
Typhloiulus Latzel, 1884
'(I;;l/gzllgl l; I (l)ngnevm Makarov, Miti¢ & 36.2 63.8
Typhloiulus serborum Curéi¢ &
Makarov, 2005 73,6 26,4
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Tabela 5. Procentni sastav hinonskih i nehinonskih komponenti u odbrambenom
sekretu razli¢itih postembrionalnih stupnjeva vrste Cylindroiulus boleti (C. L. Koch,
1847).

Procentni sastav

Postembrionalni stupanj - -
Hinonske komponente Nehinonske komponenta

Il 26,7 73,3
v 86,6 13,4
\Y/ 91,3 8,7
VI 88,0 12,0
VII 84,7 15,3
VIl 80,9 19,1
IX 76,6 23,4
X 86,9 13,1
Xl 82,9 17,1

4.3. Odbrambene supstance predstavnika familije Julidae

Glavne komponente izolovane iz sekreta odbrambenih ozadena kod svih
analiziranih predstavnika ove familije bili su hinoni, medu koji su najzastupljeniji 1,4-
benzohinon (1), toluhinon (2) i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7). Pored ovih
jedinjenja identifikovani su i slede¢i hinonski derivati: 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-etil-1,4-benzohinon (6), hidrohinon (8), 2-etil-3-metoksi-1,4-
benzohinon (10), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), etil-metil-1,4-
benzohinon (13), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol
(15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-
dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon
(20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21), 2,3,5,6-tetrametilhidrohinon (22), 2,5-
dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24),
2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i 2-metoksi-1,4-benzohinon (26). Nehinonska
jedinjenja ukljucuju pojedine estre, alkohole 1 alkene.

Vrste Unciger transsilvanicus i Pachyiulus hungaricus posluzile su kao inicijalni

model-sistem za ispitivanje najboljeg nacina za pripremu uzoraka za hemijsku analizu,
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prvenstveno zbog krupne veli¢ine tela 1 relativno lake dostupnosti, odnosno lakog
sakupljanja veceg koli¢ine materijala na terenu, kao i zbog ve¢ poznatog sastava sekreta
koje su imale do tada ispitivane julidne vrste. Prisustvo hemijskog mehanizma odbrane
kod Julida je bilo poznato jo§s u XIX veku, ali bez precizne identifikacije jedinjenja u
odbrambenim sekretima, dok su iz vrste Julus terestris (Linnaeus, 1758) jos 1900. god.

Behal i Phisalix precizno izolovali 1,4-benzohinon.

4.3.1. Odbrambene supstance vrste Pachyiulus hungaricus

Materijal koji je sadrzavao po 15 adultnih muzjaka i zenki vrste P. hungaricus
sakupljen je u Drugovackoj Sumi (Slika 10). Jedinke su zbog svoje veli¢ine i velikog
broja u uzorku lako transportovane do laboratorije, nakon ¢ega je uradena specijska
determinacija na osnovu grade gonopoda, i uradeno je razdvajanje po polovima. Nakon
toga sakupljeni materijal je podvrgnut analizi. Takode, uradene su disekcije vezikula
odbrambenih Zlezda, i odredenih relevatnih telesnih segmenata, nakon toga su
napravljene njihove skening elektronske mikrografije (Slike 11 i 12), dok je u narednom

podpoglavlju detaljno opisan mehanizam izbacivanja sekreta putem ozopora (Slika 13).

Slika 10. Jedinka vrste Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881).
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4.3.1.1. Grada juliformnog tipa ozadena vrste Pachyiulus hungaricus

Vrsta P. hungaricus poseduje par odbrambenih zlezda (ozadena) juliformog tipa
(grada ovog tipa ozadena detaljno je opisana u poglavlju 2.4.) na vecini pleuortergita
(samo prvih pet somita, kao i poslednji nemaju ozadene). Ozadena se sastoji od tri dela.
Prvi deo &ini sfri¢ni rezervoar glandularne funkcije (Slika 12). Celije u zidu rezervoara
sintetiSu odbrambene fluide, koje se skladiSte u lumenu rezervoara. Drugi deo je eferetni
kanal, koji povezuje rezervoar zlezde sa ozoporom. Kanal se sastoji od tubularnog
bazalnog dela 1 specijalizovanog apikalnog dela, koji kontroliSe izlucivanje
odbrambenog sekreta. Ovaj apikalni deo poseduje kaudalni nastavak, koji u normalnim
uslovima redukuje dijametar lumena kanala. Masivni mi$i¢ se nalazi uz ovaj nastavak i
pricvrséen je uz telesni zid. Ova struktura sadrzi i mehanizam za zatvaranje ozopore,
predstavljen nastavkom nalik poklopcu koji je povezan sa masivnim miSi¢em. Ovaj
nastavak u normalnim uslovima zatvara ozoporu, dok prilikom jakog spoljnog stimulusa
(napad predatora), kontrakcije miSi¢a povlace nastavak na dole i lateralno i dolazi do
otvaranja ozopore. U isto vreme, nastavak apikalnog dela kanala omogucava otvaranje
kanala, njegov volumen se §iri, 1 dolazi do izlu€ivanja sekreta. Tre¢i deo ozadene €ine
ozopore, postavljene lateralno, izmedu prozonita i metazonita. Sastoje se od
cilindri¢nog otvora okruzenog areolom (Slika 13). Areola je nesimetri¢ana i kaudalni
deo je skoro dva puta tanji od apikalnog.

Sli¢an tip juliformnih ozopora je opisan kod vrste Floridobolus penneri Causey,
1957 od strane Eisnera i saradnika (1998). Medutim, mehanizam zatvaranja ozopore je
kod pomente vrste drugaciji u poredenju sa onim kod P. hungaricus. Terminalni delovi
eferentog kanala kod F. penneri formiraju valvu sa miSicem koji sluzi za njeno
otvaranje. Ovakav tip mehanizma zatvaranja ozopore je drugaciji od mehanizma

opisanog u okviru nasih rezultata.
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Slika 12. SEM ozopore vrste Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881).
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Slika 13. Apikalni deo izvodnog kanala ozadene vrste Pachyiulus hungaricus

(Karsch, 1881). 0 = ozopora; b = zatvara¢ ozopore; d = kanal; m = miSic.

Gasni hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta ove vrste detektovani
preko plamenojonizujuceg detektora (FID, Slika 14) i masenog spektrometra (GC-MS)
pokazali su prisustvo jedinjenja 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7) kao glavne
komponente sekreta dobijenog ekstrakcijom metilen-hloridom.

U Tabeli 6 prikazan je procentni sastav hinonskih i nehinonskih derivata u

metilen- hloridnom ekstraktu odbrambenog sekreta vrste P.hungaricus.

Tabela 6. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881)
analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt

(min)® Jedinjenja Procenti sastav (%)7

57 1  1,4-Benzohinon 2,2

7,4 2  2-Metil-1,4-benzohinon 40,0

9,1 4  2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 0,4
10,2 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 48,4
10,8 8  Hidrohinon 2,0
12,5 11 2-Metilhidrohinon 3,9
12,9 12 2,3-Dimetoksihidrohinon 0,1
13,2 15  2-Metil-3,4-metilendioksifenol 0,9
13,6 17  2-Metoksi-3-metilhidrohinon 2,1

®:Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
":Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-
signala u ukupnoj povrsini svih signala.
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Slika 14. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881).
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Iz metilen-hloridnog ekstrakta (odbrambenog sekreta) ove vrste uz pomo¢ GC-
FID i GC-MS tehnika okarakterisano je devet benzohinonskih derivata: 1,4-benzohinon
(1), 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-3-
metil-1,4-benzohinon  (7), hidrohinon  (8), 2-metilhidrohinon  (11), 2,3-
dimetoksihidrohinon  (12), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15) 1 2-metoksi-3-
metilhidrohinon (17).

Potrebno je napomenuti da ve¢ina masenih spektara ovih jedinjenja nije dala
dobro slaganje sa spektrima iz dostupnih biblioteka, a takode, nije bilo jednostavno do¢i
do literaturnih podataka. Stoga se identifikacija vecine jedinjenja zasnivala na
razmatranju mehanizama fragmentacije i analizi NMR spektara.

Na osnovu GC-FID, GC-EI-MS i GC-CI-MS spektara metilen-hloridnih
ekstrakata identifikovane su odbrambene supstance koje pripadaju hinonskim i
hidrohinonskim jedinjenjima. Ove dve grupe jedinjenja mozemo razlikovati i preko
reakcije sa reagensima za silanizovanje, kao S$to je N,O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamid (BSTFA). Tako, razlike izmedu hromatograma metilen-hloridnih
ekstrakata pre i posle ove derivatizacije mogu pokazati prisustvo ili odsustvo
hidroksilne funkcionalne grupe. Ako posle reakcije silanizovanja pik nepoznatog
jedinjenja ostaje na istom retencionom vremenu, on nema hidroksilnu funkcionalnu
grupu, to jest, on poti¢e od hinona, a ukoliko pik nepoznatog jedinjenja nestane nakon
derivatizacije, a pojavi se novi pik koji potice od trimetil-silil-derivata, onda se tu radi o
hidrohinonu ili hinonu sa dodatnom hidroksilnom grupom (Vujisi¢, 2013). Hemijska
jonizacija silanizovanih 1 nesilanizovanih uzoraka omogucava nam da pojavom
protonovanih molekula [M+H]", utvrdimo razliku u masama tih jona. Razlika od 72
jedinice mase (CsHsgSi) javlja se kod jedinjenja sa jednom hidroksilnom grupom
(monohidroksihinon), a razlika od 144 (2 x C3HgSi), kod jedinjenja sa dve hidroksilne
grupe (hidrohinon) i tako dalje.

Pored hinonskih derivata odbrambeni sekret ove analizirane vrste sadrzavao je i
nehinonske derivate koji su se mogli uociti u GC-FID i GC-MS hromatogramima
metilen—hloridnih ekstrakata. Na osnovu masenih spektara moguce je potvrditi da se

radi o heksil—estrima zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina niza od 14 - 20 C atoma.
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4.3.2 . Odbrambene supstance vrste Unciger transsilvanicus

Ova vrsta Siroko je rasprostranjena na teritoriji Srbije, kao 1 u severnom,
zapadnom, centralnom i juznom delu evropskog kontinenta.

GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta ove vrste
(Slika 15) pokazali su prisustvo 2-metil-1,4-benzohinona (2) kao glavne komponente
odbrambenog sekreta dobijenog ekstrakcijom metilen-hloridom.

U Tabeli 7 prikazan je procetni sastav kako hinonske, tako i krezolne i nehinonske
komponente koja je identifikovana nakon GC- MS analiza metilen-hloridnog ekstrakta

vrste Unciger transsilvanicus.

Tabela 7. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste Unciger transsilvanicus (Verhoeff, 1899)
analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min)® Jedinjenja Procenti sastav (%)°
6,5 1 1,4-Benzohinon 1,3
1,7 3 Fenol 0,1
8,2 2 2-Metil-1,4-benzohinon 56,2
9,3 5 p-Krezol t
9,8 6 2-Etil-1,4-benzohinon 0,1

10,0 4 2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 3,2
11,0 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 26,1
12,0 26  2-Metoksi-1,4-benzohinon 0,2
12,4 8 Hidrohinon 0,4
13,1 14 2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon 0,2
13,3 11 2-Metilhidrohinon 1,0
13,8 12 2,3-Dimetoksihidrohinon 0,9
14,0 15  2-Metil-3,4-metilendioksifenol 9,0
14.4 19 ﬁ;—z[gihr?r?;cr)]ksi-&metiI-1,4- 0.1
14,9 21  2,3-Dimetoksi-5-metilhidrohinon 1,2

5: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
®: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-
signala u ukupnoj povrsini svih signala.
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Slika 15. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Unciger transsilvanicus (Verhoeff, 1899).
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Analizom metilen-hloridnog ekstrakta ove vrste identifikovano je 13 razli¢itih
hinonskih derivata, od kojih su najzastupljeniji 2-metil-1,4-benzohinon (2) sa 56,2%,
kao i jedinjenje 7 sa 26,1%. Pored ova dva identifikovana su i slede¢a hinonska
jedinjenja: 1,4-benzohinon (1), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-etil-1,4-
benzohinon (6), hidrohinon (8), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-
5-metil-1,4-benzohinon (19), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21) i 2-metoksi-1,4-
benzohinon (26). Ovakvi rezultati pokazali su sli¢énost sa rezultatima dobijenim
analizom odbrambenog sekreta vrste Pachyiulus hungaricus, sto generalno potkrepljuje
shvatanje i hinonskoj konzistenciji julidnih diplopoda, odnosno postojanju “hinonske
klade* diplopoda.

Znacajno je pomenuti da su iz sekreta ove vrste izolovani p-krezol (5) i fenol (3)
kao jedinjenja u tragovima, koji su do sada u okviru reda Julida jos jedino identifikovani
kod vrste Oriulus venustus (Wood 1864) iz familije Parajulidae (Eisner et al., 1978).

Od interesa je istaci da su kao nehinonske komponente registrovani i izoamil
(izopentil) estri zasi¢enih 1 nezasiCenih masnih kiselina Ci4-Cy9 0d kojih je
najzastupljeniji izopentileikozenoat. Po prvi put je kod diplopoda identifikovan i

izopentil-heksa-kozatetranoat.

4.3.3. Odbrambene supstance vrste Serboiulus lucifugus

Rod Serboiulus Strasser, 1962 obuhvata kavernikolne diplopode, bez ociju, i sa
manje ili viSe izraZenom pigmentacijom telesnih segmenata. Biogeografski ovaj rod
predstavlja Karpatski i Balkanski element, endemic¢an za Balkansko poluostrvo, ¢ija je
evolucija najverovanije usko povezana sa geotektonskim promenama na Karpatsko-
Balkanskom podruéju u proslosti. Distribucija ovog roda na teritoriji Srbije data je na
Slici 16. Vrsta Serboiulus lucifugus (Slika 17) je endemit Srbije i do sada je poznata

jedino iz nekoliko pecinskih sistema na SvrljiSkim planinama.
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Slika 16. Distribucija roda Serboiulus Strasser, 1962. 1. Serboiulus kresnik Makarov,
2013; Gornja Lenovacka Peéina, selo Lenovac, okolina Zajecara, Planina Tupiznica; 2.
Serboiulus lucifugus Strasser, 1962; Prekonoska Pecina, selo Prekonoga, okolina
Svrljiga, Svrljiske Planine; 3. Serboiulus deelemani Strasser, 1972; Peéina Vetrena
Dupka, selo Vlasi, okolina Pirota; Pecina Velika Pecina, selo Donja Drzina, okolina
Pirota; 4. Serboiulus spelaeophilus Gulicka, 1967; brojne peéine na Staroj planini i u
nekim pe¢inama na ivici Panonskog basena.

GC-FID i GC-MS hromatogrami vrste S. lucifugus (Slika 18) pokazali su
prisustvo jedinjenja 2-etil-1,4-benzohinona (6) kao glavne komponente odbrambenog
sekreta dobijenog ekstrakcijom metilen-hloridom, dok je drugo po zastupljenosti
jedinjenje 2-metil-1,4-benzohinon (2).
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Slika 17. Serboiulus lucifugus Strasser, 1962, Zenka, PrekonoSka Pecina, selo
Prekonoga, okolina Svrljiga, Svrljiske Planine (slikao D. Antic).

U Tabeli 8. prikazan je procenti sastav hinonskih i nehinonskih derivata koji su

identifikovani u sekretu ove kavernikolne vrste stonoga.

Tabela 8. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste Serboiulus lucifugus Strasser, 1962
analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min)® Jedinjenja Procenti sastav (%6)°
8,2 2 2-Metil-1,4-benzohinon 14,6
9,8 6 2-Etil-1,4-benzohinon 66,3
9,9 4 2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 0,8

11,0 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 1,4
11,9 10 2-Etil-3-metoksi-1,4-benzohinon 0,1
13,0 13 Etil-metil-1,4-benzohinon 3,3
13,1 14 2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon 1,0
13,3 11 2-Metilhidrohinon 0,1
13,8 12 2,3-Dimetoksihidrohinon 0,4
14,0 15 2-Metil-3,4-metilendioksifenol 1,2

2,3-Dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon
+ Etilhidrohinon

149 21 2,3-Dimetoksi-5-metilhidrohinon 0,1

14,4 19, 20 10,7

%: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
8: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-signala u
ukupnoj povrsini svih signala.
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Slika 18. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Serboiulus lucifugus Strasser, 1962.
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Pomo¢u GC-FID i GC-MS analize metilen-hloridnog ekstrakta odbrambenog
sekreta ove vrste identifikovano je 12 hinonskih jedinjenja, koja pokazuju slaganje sa
podacima prethodno identifikovanih hinonskih jedinjenja iz vrsta P. hungaricus i U.
transsilvanicus. Kao glavna hinonska komponenta sekreta vrste S. lucifugus izdvaja se
2-etil-1,4-benzohinon (6), a pored ovog jedinjenja identifikovani su i sledeé¢i hinoni: 2-
metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon  (7), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon  (10), 2-
metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), etil-metil-1,4-benzohinon (13),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-
5-metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon
(21). Nehinonska komponenta se sastoji od heksil estara nezasi¢enih i zasi¢enih masnih
kiselina. Za razliku od prethodne dve analizirane vrste iz familije Julidae: P.
hungaricus. i U. transsilvanicus, kod kojih je relativna procentna zastupljnost
nehinonske komponente iznosila 20,9% i 23,0%, kod vrste S. lucifugus nehinonski

derivati su procentno zastupljeni sa 46,8% u ukupnom sastavu odbrambenog sekreta.

4.3.4. Odbrambene supstance vrste Serboiulus deelemani

Uzorak jo§ jedne endemicne kavernikolne vrste Serboiulus deelemani,
rasprostranjene na teritoriji istoéne Srbije, podvrgnut je GC-MS analizama. Izgled

jedinke ove vrste prikazan je ispod na Slici 19.

Slika 19. Serboiulus deelemani Strasser, 1972, muzjak; Pecina Vetrena Dupka, selo
Vlasi, okolina Pirota (slikao D. Anti¢).
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GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta vrste
Serboiulus deelemani (Slika 20.) pokazali su prisustvo 2-etil-1,4-benzohinona (6) kao
glavne komponente odbrambenog sekreta dobijenog ekstrakcijom metilen-hloridom, a
takode je dominantno i jedinjenje 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), kao i
jedinjenje 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7). Identifikovani su i slede¢i hinonski
derivati:  2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon  (10), 2-metilhidrohinon  (11), 2,3-
dimetoksihidrohinon  (12),  2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon  (14), 2-metil-3,4-
metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon
(20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21) i 2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25).
U sastavu odbrambenog sekreta vrste Serboiulus deelemani izolovana je i krezolna
komponenta: p-krezol (5) i p-etilfenol (9).

U Tabeli 9 prikazan je procetni sastav hinonskih, krezolnih i nehinonskih
jedinjenja izolovan iz metilen-hloridnog ekstrakta ove vrste, sa jedinjenjem 6 kao

glavnom komponentom.

Tabela 9. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste Serboiulus deelemani Strasser, 1972 analiziran
GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min)° Jedinjenja Procenti sastav (%)°
8,2 2 2-Metil-1,4-benzohinon 18,8
9,3 5 p-Krezol 0,4
9,9 6 2-Etil-1,4-benzohinon 56,7

10,8 9 p-Etilfenol 0,2
11,0 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 14,4
11,9 10 2-Etil-3-metoksi-1,4-benzohinon 2,4
13,1 14 2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon 0,9
13,3 11 2-Metilhidrohinon 0,2
13,8 12 2,3-Dimetoksihidrohinon 0,6
14,0 15 2-Metil-3,4-metilendioksifenol 1,0
14,4 19 2,3-Dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon 0,2
14,6 20 2-Etilhidrohinon 2,7
14,9 21 2,3-Dimetoksi-5-metilhidrohinon 0,8
16,0 25 2,3-Dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon 0,6

%: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
8: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-signala u
ukupnoj povrsini svih signala.
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Dobijeni rezultati pokazuju slican sadrzaj hinonskih jedinjenja kao i kod
prethodno analizirane vrste roda Serboiulus. Jedinjenje 6 i u sluc¢aju ove ispitivane vrste
dominira u relativnom procentnom sastavu odbrambenog sekreta, sa zastupljenos¢u od
56,7%, a takode je dominantna i frakcija 2-metil-1,4-benzohinona (2), kao i 2-metoksi-
3-metil-1,4-benzohinona (7). Kao minorne komponente pojavljuju se i p-krezol (5) i p-
etilfenol (9).

Nehinonska komponenta se sastoji od heksil estara nezasic¢enih i zasi¢enih masnih
kiselina, koja je zastupljena sa 43,4% u ukupnom procentnom sastavu analiziranog

sekreta.
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Slika 20. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Serboiulus deelemani Strasser, 1972.
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4.3.5. Odbrambene supstance vrste Serboiulus kresnik

U Lenovackoj pecini u selu Lenovac kod Zajecara su prikupljene kavernikolne
julide koje su podvrgnute analizi sastava odbrambenog sekreta. Rezultati su nagovestili
da se moguce radi o novoj formi. Nakon detaljne uporedno morfoloske analize ovakva
pretpostavka je potvrdjena i opisan je novi takson: Serboiulus kresnik Makarov, 2013
(Slika 21. i Slika 22.; Sekuli¢ et al., 2013). Detaljno opisivanje nove vrste uradeno je
prema kriterijumima koje su ustanovili Strassera (1962) i Makarov (2005) za rod

Serboiulus.

Slika 21. Serboiulus kresnik Makarov, 2013, paratip muzjak; Gornja Lenovacka Peéina,
selo Lenovac, okolina Zajecara, Planina. Tupiznica (slikao D. Anti¢).

Slika 22. Serboiulus kresnik Makarov, 2013; paratip zenka; Gornja Lenovacka Peéina,
selo Lenovac, okolina ZajeCara, Planina Tupiznica; 9. Somit XV, alotip Zenka,
posteriorno (skala = 1mm) (slikao D. Anti¢).
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Slika 23. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Serboiulus kresnik Makarov, 2013.
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GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta vrste S.
kresnik (Slika 23) pokazali su prisustvo 2-etil-1,4-benzohinona (6) kao glavne
komponente odbrambenog sekreta, sa procentnom zastupljenos¢u od 48,5%. Drugo
jedinjenje po zastupljenosti je 2-metil-1,4-benzohinon (2) sa 25,0% u ukupnom sastavu

analiziranog sekreta.

Tabela 10. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste. Serboiulus kresnik Makarov, 2013
analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Procenti sastav

Rt (min)® Jedinjenja (%)°
8,2 2 2-Metil-1,4-benzohinon 25,0
9,8 6 2-Etil-1,4-benzohinon 48,5
9,9 4 2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 2,0

11,0 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 7,0
11,9 10 2-Etil-3-metoksi-1,4-benzohinon 0,8
12,0 26 2-Metoksi-1,4-benzohinon 0,6
13.0 13 Etil-metil-1,4-benzohinon 1.1
13.1 14 2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon 4,0
13,3 11 2-Metilhidrohinon 0,2
13,5 16 2-Metoksi-5-metilhidrohinon 0,1
13,8 12 2,3-Dimetoksihidrohinon 1,3
14,0 15 2-Metil-3,4-metilendioksifenol 4,0
14,4 19 2,3-Dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon 1,3
14,6 20 2-Etilhidrohinon 0,9
14,9 21 2,3-Dimetoksi-5-metilhidrohinon 0,6
15,8 24 2,3-Dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon 1,6
16,1 25 2,3-Dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon 1,0

U Tabeli 10. dat je sadrzaj jedinjenja na osnovu povrsina pikova u GC-FID
hromatogramu. Na osnovu podataka iz Tabele 10. moze se uociti da je kod ove vrste

identifikovano ¢ak 17 hinonskih jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-

®: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
8: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-signala u
ukupnoj povrsini svih signala.
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metil-1,4-benzohinon (4), 2etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon
(7),  2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon  (10),  2-metilhidrohinon  (11), 2,3-
dimetoksihidrohinon  (12), etil-metil-1,4-benzohinon  (13), 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon
(16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-
5-metilhidrohinon (21), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24), 2,3-dimetoksi-
5,6-dimetilhidrohinon (25) i 2-metoksi-1,4-benzohinon (26). Preovladujuéi hinon u
ukupnom sastavu odbrambenog sekreta bio je 2-etil-1,4-benzohinon (6). Posmatrajuci i
dve prethodno analizirane vrste moZe se re¢i da je ovo jedinjenje najdominantniji
hinonski derivat u sastavu sekreta kod predstavnika roda Serboiulus.

Nehinonska komponenta sekreta vrste S. kresnik se sastoji od heksil estara
zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina, i zastupljena je sa 46,9% u ukupnom procentom

sastavu odbrambenog sekreta.

4.3.6. Odbrambene supstance vrste Typhloiulus nevoi

Rod Typhloiulus Latzel, 1884 obuhvata 33 vrste od kojih je vecina bez izrazene
pigmentacije tela, bez o€iju, sa izmenjenim odredenim delovima usnog aparata i dugim
nogama (Mauriés et al., 1997). Distribuirane su od severne Italije i Slovenije na zapadu,
do Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Madarske, Srbije, Crne Gore, Makedonije, Albanije,
Rumunije, Bugarske i Gréke na istoku i jugu. Na teritoriji Srbije je rasprostranjeno pet
vrsta ovog roda: Typhloiulus albanicus Attems, 1929, T. incurvatus Verhoeff, 1899, T.
strictus (Latzel, 1882), T. nevoi Makarov, Miti¢ & Curgié, 2002 i T. serborum Curéi¢ &
Makarov, 2005.

Vrsta Typhloiulus nevoi je kavernikolna i predstavlja endemit teritorije nase
zemlje.

GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta vrste T.
nevoi (Slika 24) pokazali su prisustvo 2-etil-1,4-benzohinona (6) kao glavne
komponente odbrambenog sekreta dobijenog ekstrakcijom metilen-hloridom, a takode
su dominantna i jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon
(14) i 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15).
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Slika 24. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Typhloiulus nevoi Makarov, Miti¢ & Curéi¢, 2002.
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U Tabeli 11. prikazan je procetni sastav svih jedinjenja identifikovanih iz

odbrambenog sekreta ove pecinske vrste diplopoda.

Tabela 11. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste Typhloiulus nevoi Makarov, Miti¢
& Cur¢i¢, 2002 analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Procenti sastav

Rt (min)® Jedinjenja (%)°
8,2 2 2-Metil-1,4-benzohinon 11,4
9,8 6 2-Etil-1,4-benzohinon 22,7
9,9 4 2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 8,1
11,0 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 6,7
11,9 10 2-Etil-3-metoksi-1,4-benzohinon 3,0
13,1 14 2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon 15,9
13,8 12 2,3-Dimetoksihidrohinon 9,9
14,0 15 2-Metil-3,4-metilendioksifenol 18,5
14.4 19 2,3-Dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon 3,8

Nakon GC-FID i GC-MS analize metilen-hloridnog ekstrakta odbrambenog
sekreta ove vrste identifikovano je devet hinonskih supstanci: 2-metil-1,4-benzohinon
(2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-
1,4-benzohinon (7), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2,3-dimetoksihidrohinon
(12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-
dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19). Kao i kod prethodno analiziranih vrsta roda
Serboiulus, i u sastavu odbrambenog sekreta ove vrste roda Typhloiulus najzastupljnija
je frakcija jedinjenja 2-etil-1,4-benzohinon (6). Pored ovog jedinjenja, sa 18,5%
zastupljeno je jedinjenje 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15).

Jedino u slucaju ove vrste nehinonski derivati su viSe zastupljeni u ukupnom
sastavu odbrambenog sekreta, sa 63,8%, u odnosu na hinonske derivate (36,2%).
Nehinonska komponenta se sastoji od heksil estara zasi¢enih masnih kiselina i alkana

dugog niza.

®: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
8. Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povr§ine GC-signala u
ukupnoj povrsini svih signala.
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4.3.7. Odbrambene supstance vrste Typhloiulus serborum

Kavernikolna vrsta Typhloiulus serborum je sakupljena u pecéinskom sistemu
Samar u okolini Nisa. Ova vrsta je takode endemit teritorije Srbije.

GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta vrste T.
serborum (Slika 25) pokazali su prisustvo 2-etil-1,4-benzohinona (6) kao glavne
komponente odbrambenog sekreta dobijenog ovom ekstrakcijom, a takode su
dominantni i 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7) i 2-
metil-3,4-metilendioksifenol (15).

Na osnovu rezultata ove analize u Tabeli 12 prikazan je procentni sastav svih
identifikovanih jedinjenja iz hinonske i krezolne komponente odbrambenog sekreta.
Ukupno je identifikovano 11 hinonskih derivata, sa 2-etil-1,4-benzohinonom (6), kao
najzastupljenijim jedinjenjem. Pored ovog hinona u analiziranom sekretu su
identifikovani i sledeci: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon
(4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2-
metilhidrohinon (11), etil-metil-1,4-benzohinon (13), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon
(14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2-etilhidrohinon
(20) i 2,3,56-tetrametilhidrohinon (22). Jedinjenje 22 predstavlja novu hinonsku
komponentu identifikovanu u okviru odbrambenog sekreta. Za razliku od vrste T. nevoi,
kod T. serborum u odbrambenom sekretu su identifikovani p-krezol (5) i p-etilfenol (9)
kao minorne komponente; znafaj njihovog prisustva diskutovan je u narednom
poglavlju.

Nehinonska komponenta vrste T. serborum sastoji se od heksil estara zasi¢enih i
nezasi¢enih masnih kiselina, i zastupljena je sa 26,4 % u ukupnom procentom sastavu

sekreta podvrgnutog GC-MS analizi.
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Slika 25. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Typhloiulus serborum Cur¢i¢ & Makarov, 2005.
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Tabela 12. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta vrste Typhloiulus serborum Curéié &
Makarov, 2005 analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Rt (min)® Jedinjenja Procenti sastav (%)°
8,2 2 2-Metil-1,4-benzohinon 13,1
9,3 5 p-Krezol 0,1
9,8 6 2-Etil-1,4-benzohinon 35,7
9,9 4 2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 6,9

10,8 9 p-Etilfenol 0,1
11,0 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 13,2
11,9 10 2-Etil-3-metoksi-1,4-benzohinon 1,8
13,0 13 Etil-metil-1,4-benzohinon 0,4
13,1 14 2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon 2,1
13,3 11 2-Metilhidrohinon 0,8
13,8 18 2,3-Dimetoksihidrohinon 4,2
14,0 15 2-Metil-3,4-metilendioksifenol 15,5
14,6 20 2-Etilhidrohinon 4.0
15,0 22 2,3,5,6-tetrametilhidrohinon 1,8

4.4. Odbrambene supstance predstavnika familije Blaniulidae

U okviru familije Blaniulidae C. L. Koch, 1847, kao S§to je prethodno pomenuto
ispitivane su dve vrste Nopoiulus kochii (Gervais, 1847) i Cibiniulus phlepsii (Verhoeff,
1897). Ne postoje relevantne informacije o semiohemiji odbrambenih supstanci
predstavnika navedene familije; jedini rad iz 1971. godine na vrsti Blaniulus guttulatus
(Fabricuis, 1798) (Weatherson et al., 1971), gde je identifikovano samo dva hinona i tri
nehinonske komponete. Stoga smo se opredelili da ustanovimo da li predstavnici ove
familije pripadaju hinonskoj grupi diplopoda, ustanovimo prisustvo/odsustvo specijske i

genericke razliku izmedu predstavnika blanijulida, kao i da utvrdimo eventualno

%: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
8: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-signala u
ukupnoj povrsini svih signala.
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postojanje supragenerickih razlika, odnosno razlika na nivou familja julidnih diplopoda.

Presek odbrambene Zlezde vrste C. phlepsii prikazan je na Slici 26.

Slika 26. Presek odbrambene zlezde vrste C. phlepsii: m- misi¢; s- rezervoar; e- kanal,

0- 0zopora.

4.4.1. Odbrambene supstance vrste Nopoiulus kochii

Vrsta N. kochii naseljava gotovo Citavu teritoriju Evropskog kontineta (Enghoff &
Kime, 2005), a takode je introdukovana u severnu i juznu Ameriku, Sibir, Australiju,
Novi Zeland i u neke delove Azije (Enghoff & Kime, 2005; Hoffman, 1979; I'onoBau &
Enghoff, 1990). Ovaj blanijulidni takson prvi put je sakupljen na teritoriji jugoisto¢ne
Srbije (pe¢ina Velika Balanica, selo Si¢evo, u okolini Nisa) 2005. godine i nakon toga
je detaljno opisan (Makarov & Tomi¢, 2011). N. kochii je jedna od sitnijih julida u
Srbiji, sa braonkasto obojenim telesnim segmentima i nesto tamnije braon obojenim

ozadenama (Slika 27).
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GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta ove vrste
(Slika 28) pokazali su prisustvo 2-metil-1,4-benzohinona (2) kao glavne komponente
sekreta dobijenog ovom ekstrakcijom.

Pored GC-FID i GC-MS spektara snimljenih tehnikom elektronske jonizacije
(GC-EI-MS) za identifikaciju nepoznatih jedinjenja koris¢eni su i GC-MS spektri
snimljeni tehnikom hemijske jonizacije (GC-CI-MS) uz metan i izobutan kao gasove za
jonizaciju. Ovako dobijeni hromatogrami (snimljeni pod istim uslovima) posluzili su za
odredivanje molekulskih masa svih jedinjenja, odnosno za potvrdu strukture
identifikovanih jedinjenja.

U Tabeli 13. prikazan je relativni procentni sastav hinonskih derivata u metilen-
hloridnom ekstraktu odbrambenog sekreta vrste N. kochii. Ukupno je identifikovano
osam hinonskih jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metilhidrohinon (11), 2-metil-
3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21), sa dominatnom frakcijom

jedinjenja 2 od 44,8% u ukupnom sastavu sekreta.

Slika 27. Nopoiulus kochii (Gervais, 1847) (slikao M. S¢iban).
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Slika 28. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Nopoiulus kochii (Gervais, 1847).
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Tabela 13. Procentni sastav odbrambenih sekreta kod Nopoiulus kochii (Gervais, 1847)
i Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897) analiziranih GC-FID i GC-MS tehnikama.

Procentni sastav (%6)°

Nopoiulus Cibiniulus

Rt (min)® Jedinjenje kochii phlepsii
(Gervais,  (Verhoeff,
1847) 1897)
8.1 2  2-Metil-1,4-benzohinon 448 59,0
9.9 4 2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon 6,9 1,1
10.8 7 2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 4,5 34,1
13.1 14  2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon - t
13.3 11  2-Metilhidorhinon 12,2 -
13.5 16  2-Metoksi-5-metilhidrohinon - 0,8
13.8 18  2,3-Dimetilhidrohinon 1,1 -
14.0 15  2-Metil-3,4-metilendioksifenol 28,6 4,3
14.4 19  2,3-Dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon 0,7 -
14.9 21  2,3-Dimetoksi-5-metilhidrohinon 1,2 -
15.6 23 2,5-Dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon® - 0,7

4.4.2. Odbrambene supstance vrste Cibiniulus phlepsii

Vrsta C. phlepsii prvi put je zabeleZena na teritoriji severne Srbije (Anti¢ et al.,
2013), a uzorak ove vrste (Slika 29) je sakupljen neposredno uz obalu Dunava.

Slika 29. Slika Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897) (slikao M. S¢iban).

®: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);
8: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povrsine GC-signala u
ukupnoj povrsini svih signala.

69



GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta vrste C.
phlepsii (Slika 30) pokazali su prisustvo 2-metil-1,4-benzohinona (2) kao glavne
komponente sekreta dobijenog ovom ekstrakcijom, a u Tabeli 13. prikazan je procentni
sastav hinonskih derivata u metilen-hloridnom ekstraktu odbrambenog sekreta ove
vrste. Identifikovano je sedam hinonskih derivata: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-
hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metil-
3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,5-dimetoksi-3-metil-
1,4-benzohinon (23) i 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14) koji se u relativnom
procentnom sastavu sekreta pojavljuje kao jedinjenje u tragovima.

Uporedna analiza vrste N. kochii i C. phlepsii pokazala je veliku sli¢nost
odbrambenih sekreta u okviru familije Blaniulidae. Kod obe ispitivane vrste
odbrambeni sekreti sadrzli su jedinjenje 2 kao najzastupljenije. Odnos sadrzaja
komponenti dobijen je na osnovu odnosa povrsina pikova u GC-FID hromatogramima.
Kod vrste C. phlepsii pomenuto jedinjenje 2 bilo je zastupljeno sa 58,1%, dok je kod
vrste N. kochii ucesée benzohinona 2 u ukupnom analiziranom odbrambenom sekretu
nesto manje i iznosilo je 42%. Takode je od znacaja pomenuti da je jedinjenje 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7) kod vrste C. phlepsii zastupljeno sa 33.6%, dok je
kod vrste N. kochii njegova procentna zastupljenost tek 4,2%. Sli¢an slucaj je i sa 2-
metil-3,4-metilendioksifenolom (15) (tr= 14. min.), koje je kod vrste N. kochii
zastupljeno sa 26,8%, a kod druge ispitivane vrste sa svega 4,2%. Druge znacajne
razlike u hemijskom sastavu odbrambenog sekreta izmedu ove dve vrste nisu
pronadene.

Nehinonska komponenta odbrambenog sekreta kod obe analizirane vrste ukljucuje
heksiloleat (tr= 26,4. min.), kao i oktiloleat (tr= 28. min.) (Slika 28). Drugo pomenuto

jedinjenje je kod vrste N. kochii zastupljeno sa ¢ak 5,2%.
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Slika 30. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta vrste Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897).
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4.5. Odbrambene supstance razli¢itih postembrionalnih stupnjeva vrste

Cylindroiulus boleti

Julide imaju tip postembrionalnog razviéa oznacen kao euanamorfoza, koji
ukljuc¢uje dodavanje novih somita prilikom svakog presvlacenja. Prilikom odredivanja
postembrionalog stadijuma koriS¢ena je metoda brojanja podushih i apodusnih
segmenata, kao i brojanja redova ocela. Determinacija stadijuma pokazala je poklapanje
sa studijom od strane Blowera i Gabbutta (1964), detaljno uradenoj na vrsti
Cylindroiulus punctatus (Leach, 1815), koja je jedan od najrasprostranjenijih vrsta
diplopoda u Velikoj Britaniji. Ova studija pokazala je da C. punctatus dostiZze polnu
zrelost u IX, X ili XI stadijumu, u svojoj tre¢oj godini. Polovi se mogu odrediti od VII
stadijuma, kada se gonopode pocinju formirati na sedmom telesnom segmentu kod
muzjaka. Poslednji zabelezeni razvojni stadijum je XIV, a najve¢i broj podusnih
prstenova je bio 54 (Enghoff et al., 1993).

Nakon sakupljanja materijala i uradene specijske determinacije ustanovljeno je da
se radi o vrsti Cylindroiulus boleti (Slika 31), Siroko rasprostranjenoj na teritoriji Srbije,
a u uzorku su se nalazile jedinke od Il do X1 postembrionalnog stadijuma (Tabela 14),

dok su polovi razdvajani od VII stadijuma (Tabela 15).

Slika 31. Adultna jedinka vrste Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847).
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Tabela 14. Anamorfoza kod Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847).

Postembrionalni | -\, 1y 1y |y [ v [vin | x| x| xi
stadijum

Ocele

Broj redova 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Broj ocelauredu | 2 3 4 5 5/6 7 7 7 6

Segmenti

Podusni 16- 22- 29- 34- 42- 45- 49-

segmenti Wol1g |24 |31 |38 || |50 |50

Apodusni 5, 6, 56, |4,5, 1,2,

segmenti 6 7 6,7 7 6 3,4 3 2,3 |2

Tabela 15. Brojnost jedinki u sakupljenom uzorku vrste Cylindroiulus boleti (C. L.
Koch, 1847) razdvojenih po polovima.

Postembrionalni Pol
stadijum Zenke MuZjaci
VIl 3 5
VIl 12 9
IX 17 18
X 10 18
XI 5 5

U Tabeli 16. prikazan je procentni sadrzaj svih hinonskih derivata u odbrambenim
sekretima razli¢itih postembrionalnih stupnjeva vrste C. boleti.

Identifikovano je ukupno 10 hinonskih jedinjenja u sastavu odbrambenog sekreta
razli¢itih postembrionlanih stupnjeva. Kao dominantno jedinjenje u okviru hinonske
komponente kod svih stupnjeva izdvaja se 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7).

Kod prvog stadijuma koji je analiziran (I111) identifikovana su samo tri hinonska
jedinjenja: 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15) i
2-metoksi-3-metilhidrohinon (17). Takode je kod ovog stadijuma zastupljenost
nehinonske komponente bila znacajno veca (73,3%), u odnosu na hinonska jedinjenja
(26,7%).

Kod kasnijih stadijuma tokom postembrionalnog razvi¢a sukcesivno dolazi do
sinteze novih hinonskih derivata i oni postaju najzastupljenija jedinjenja u

odbrambenom sekretu.
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Kod stadijuma IV identifikovano je ukupno Sest hinona: 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-
metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17) i 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21), a dominantno jedinjenje je jedinjenje 7.

Kod stadijuma V u sastavu odbrambenog sekreta identifikovano je sedam
hinonskih jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-3-
metilhidrohinon (17) i 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), a kao 1 kod
prethodna dva analizirana stadijuma u sekretu dominira benzohinon 7.

Kod stadijuma VI GC-MS analizama je takode identifikovano ukupno sedam
hinonskih derivata: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-
metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17) i 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21). I u ovom slucaju preovladujué¢e je bilo jedinjenje 7 sa
zastupljenosc¢u od 83,0 % u ukupnom sastavu odbrambenog sekreta.

Metilen-hloridni ekstrakt stadijuma VII je pokazao prisustvo devet hinonskih
jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon
(4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-
dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-3-
metilhidrohinon (17), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21). | kod ovog stadijuma dominantno jedinjenje je 7, sa
zastupljenoScu od 90,9 % u ukupnom sekretu.

Kod slede¢eg analiziranog stadijuma (VIII) takode je identifikovano devet
hinonskih jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-
metilhidrohinon (16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21) (koje se pojavljuje kao jedinjenje u tragovima). Dominantno je
opet jedinjenje 7.

Kod stadijuma IX naden je identi¢an spektar hinonskih jedinjenja kao i1 kod

stadijuma VIII. U sastavu sekreta bila su zastupljena sledeca jedinjenja: 2-metil-1,4-
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benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-
1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14),
2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,3-dimetoksi-5-
metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21) (koje se pojavljuje
kao jedinjenje u tragovima), a takode je dominantno jedinjenje 7.

Metilen-hloridni ekstrakt stadijuma X je pokazao prisustvo devet hinonskih
jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon
(4) (koje se pojavljuje kao jedinjenje u tragovima), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon
(7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-
metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21). | ovde je najzastupljenije

jedinjenje 7 sa 78,4 %.
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Tabela 16. Sastav metilen-hloridnog ekstrakta postembrionalnih stadijuma vrste Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847)

analiziran GC-FID i GC-MS tehnikama.

Procenti sastav hinonskih jedinjenja kod razli¢itih

(mF\i)r:)E’ Jedinjenja postembrionalnih stadijuma (111-X1) (%)°

Il v Vv \4 \l VI IX X Xl
8,2 2  2-Metil-1,4-benzohinon - - 0,2 10,6 2,6 16,5 198 146 209
99 4  2-Hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon - - 11,2 - 0,2 0,1 1,7 t 0,1
10,8 7  2-Metoksi-3-metil-1,4-benzohinon 383 923 694 830 909 80,7 725 78,4 74,6
13,1 14  2,3-Dimetoksi-1,4-benzohinon - 1,3 0,6 1,2 1,7 15 0,9 05 07
135 16 2-Metoksi-5-metilhidrohinon - - - - - 0,2 0,4 01 06
13,8 12  2,3-Dimetoksihidrohinon - 1,4 0,1 0,9 1,0 0,1 0,1 08 05
141 15 2-Metil-3,4-metilendioksifenol 58,7 32 182 3,7 2,2 0,6 4,3 3,7 14
14,5 19 2,3-Dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon - - 0,3 - 0,1 0,3 0,3 15 08
14,6 17  2-Metoksi-3-metil-hidrohinon 30 15 - 0,6 1,0 - - - -
150 21  2,3-Dimetoksi-5-metilhidrohinon - 0.3 0,2 0,3 t t 04 04

%: Retenciono vreme u minutima (eng. Retencion time);

®: Procentni sastav hinonskih komponenti odreden GC-FID tehnikom izradunat na osnovu povriine GC-signala u ukupnoj povrsini svih signala.
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Poslednji analizirani stadijum XI pokazao je isti spektar hinona koji su identifikovani
i kod X stadijuma: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4) (koje se pojavljuje kao jedinjenje u tragovima), 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-
3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21). Pored dominantne frakcije 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinona (7), znacajna komponenta je i 2-metil-1,4-benzohinon
(toluhinon) (2) (20,9 %).

GC-FID i GC-MS hromatogrami ukupnog metilen-hloridnog ekstrakta analiziranih

postembrionalnih stupnjeva (od 111 do X) vrste C. boleti prikazani su na Slikama 32 -39.
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Slika 33. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta IV postembrionalnog stadijuma vrste Cylindroiulus boleti (C. L.

Koch, 1847).
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Slika 37. GC-FID hromatogram metilen-hloridnog ekstrakta V111 postembrionalnog stadijuma vrste Cylindroiulus boleti
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5. Diskusija

Diplopode su tre¢a po veli€ini klasa terestri¢nih artropoda, posle insekata i arahnida,
koja broji 12.000 do sada opisanih vrsta, svrstanih u 145 familija i 16 rodova;
procenjuje se da bi ukupan broj vrsta diplopoda u svetu mogao biti oko 80.000
(Golovatch, 2009). U Srhiji je registrovano 100 vrsta diplopoda, koje su svrstane u 44
rodova, 16 familija i sedam redova (Anti¢ et al., 2013). Prisustvo diplosegmenata
(udvojenih somita) razdvaja klasu Diplopoda od ostalih klasa u okviru filuma
Myriapoda: predstavnici klasa Chilopoda, Symphyla i Pauropoda imaju po jedan par
nogu na svakom od telesnih segmenata. One su vazna komponenta terestricnih
ekosistema, pre svega zbog svoje uloge u razgradnji organske materije, s obzirom na to
da vecina predstavnika ove klase spade u detrivore (konzumente uginulih ostataka
biljaka).

Odbrana od predatora kod ove grupe terestrinih artropoda ukljucuje citav
spektar razli¢itih mehanizama, od ponasajnih, preko mehanickih, morfoloskih, pa sve do
hemijskih. Hemijski mehanizam je predstavljen odbrambenim Zlezdama sa rezervoarom
(ozadenama), koje su prisutne kod vecéine diplopoda i najcesce su rasporedene tako da
se po jedan par zlezda nalazi na svakom pleurotergitu. Skening elektronske mikrografije
preseka kroz ozadenu vrste Pachyiulus hungaricus prikazane su na Slikama 40 i 41. U
slu¢aju napada od strane predatora iz ovih zlezda se izluuje odbrambeni sekret.

Kod redova Siphonophorida, Stemmiulida i Platydesmida hemijski vid odbrane
jos$ uvek nije poznat; najnovija istrazivanja ukazuju na mogucnost postojanja odredenog
vida odbrane potomstva od strane roditelja kod reda Platydesmida (Kudo et al., 2011).
Kod predstavnika redova Chordeumatida, Sphaeriotheriidae, Polyxenida i Siphoniulida
odsustvuju ozadene na telesnim segmentima, dok vrste iz reda Glomeridesmida
najverovatnije uopste ne poseduju hemijski vid odbrane (Shear et al., 2007).

Sve ostale diplopode poseduju ozadene. U njima dolazi do sintetisanja
odbrambenih sekreta, koji su po pravilu multifunkcionalni: to su tipi¢ni iritanti koji
odvracaju predatora od svoje potencijalne zrtve; zatim mnogi poseduju antibakterijsko,
fungicidno 1 antihelminticko dejstvo (De Rosa et al., 1994), a postoje indicije o njihovoj

feromonskoj ulozi u intraspecijskoj komunikaciji (Deml & Huth, 2000).
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Slika 40. Skening elektronska mikrografija apikalnog dela eferentnog kanala ozadene
kod vrste Pachyiulus hungaricus (Karsch, 1881).

Slika 41. Skening elektronska mikrografija ozopore vrste Pachyiulus hungaricus
(Karsch, 1881).
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Smatra se da hemijski sastav odbrambenih sekreta kod diplopoda moze posluziti
kao jedan od parametara za rasvetljavanje filogenetskih odnosa izmedu visih
taksonomskih kategorija kod predstavnika ove klase. Ova teza se jo§ uvek ne moze
primeniti na nize taksonomske nivoe, s obzirom na tom da su u ve¢ini hemijskih studija
uradenih do sada identifikovane samo glavne komponenete odbrambenih sekreta. Tako
se stonoge iz reda Callipodida mogu svrstati u kladu ,,krezolskih stonoga®, jer je kod
svih do sada analiziranih vrsta ovog reda potvrdeno prisustvo p-krezola kao glavne
komponente odbrambenog sekreta. Predstavnici svih pet familija iz reda Polydesmida
sintetiSu cijanovodonik u funkciji alomona. Ovo jedinjenje nastaje u reakciji
mandelonitrila i/ili benzoil-nitrila sa odgovaraju¢im enzimima. Zbog toga se u
rezervoaru odbrambenih zlezda skladisti benzoil-nitril, mandelonitril odnosno
mandelonitril-glukozid, a tek tokom iritacije ova jedinjenja idu put reakcione komore
gde zajedno sa enzimima dolazi do oksidacije ovih jedinjenja u benzaldehid i benzoevu
kiselinu, pri ¢emu nastaje cijanovodonik, koji se onda ispusta u spoljasnju sredinu.
Clanovi reda Polydesmida se svrstavaju u ,.cijanidnu“ kladu diplopoda.

Sve do sada analizirane vrste stonoga koje pripadaju redu Polyzoniida kao
odbrambena jedinjenja u svom sekretu sadrze terpenoidne alkaloide koje mozemo
svrstati u tri grupe: spiropirolidon (polizonimin), spiropirolizidini (predstavnik je
nitroplizonamin) i cikloindolizidin (buzonamin). Predstavnici reda Glomerida u
odbrambenom sekretu takode sadrze alkaloide. Hemijske analize su do sada uradene na
relativno malom broju glomerida, i okarakterisana su dva hinazolinska alkaloida:
glomerin 1 homoglomerin. Vazno je napomenuti da je prema dosadasnjim
istrazivanjima, jedino kod predstavnika ovog reda registrovano prisustvo proteinske
komponente u odbrambenom sekretu. Na osnovu ovakvih rezultata stonoge iz redova
Polyzoniida 1 Glomerida se svrstavaju u ,,alkaloidnu‘ kladu diplopoda.

Vrste koje pripadaju redovima Julida, Spirostreptida i Spirobolida, kao hemijsku
odbranu koriste benzohinon i njegove derivate, pa se stoga svrstavaju u ,,hinonsku*
kladu dipoloda. Ovako homogen i univerzalan obrazac hemijskog sastava odbrambenih
sekreta kod ovih organizama verovatno predstavlja staru, pleziomorfnu karakteristiku.

Pregledom celokupne bibliografije koja se odnosi na semiohemiju odbrambenih
sekreta kod diplopoda dosli smo do podataka da su do sada analizirane samo 22 vrste

julida (iz 14 rodova) pri ¢emu je identifikovano ukupno 20 hinonskih i 17 nehinonskih
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komponenti (Tabela 17). Naime, prisustvo hemijske odbrane kod julida je bilo poznato
jos u XIX veku, ali bez precizne identifikacije odbrambenih jedinjenja. Behal 1 Phisalix
(1900) su prvi put precizno izolovali 1,4-benzohinon kao komponentu odbrambenog
sekreta vrste Julus terestris (Linnaeus, 1758). Kasnijim istrazivanjima je pokazano da
su glavne komponente odbrambenog sekreta kod svih analiziranih vrsta juliformnih
diplopoda hinonska jedinjenja medu kojima dominiraju: 1,4-benzohinon, 2-metil-1,4-
benzohinon (toluhinon) i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (Attygalle et al., 1993;
Eisner et al., 1978; Deml & Huth, 2000; Vujisi¢ et al., 2011). Generalno, za hinone je
poznato da predstavljaju veoma efikasne repelente kako za invertebrate, tako i za
vertebrate (Eisner et al., 1978), a takode je poznato i njihovo baktericidno i fungicidno
dejstvo [npr. 2-meti-1,4-benzohinon (toluhinon) je testiran na patogenim
mikroorganizmima Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans i
Rhodotorula glutinis i pokazao je izuzetnu baktericidnu i fungicidnu aktivnost (Rocha et
al., 2013)].

5.1. Taksonomske implikacije hemijske identifikacije odbrambenih

supstanci kod juliformnih diplopoda

Analiza hemijskog profila odbrambenog sekreta kod deset analiziranih julidnih
taksona pokazala je prisustvo ukupno 26 jedinjenja (Tabele 18 i 19). Od toga su
okarakterisana 23 razliCita hinonska derivata: 1,4-benzohinon (1), 2-metil-1,4-
benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2etil-1,4-
benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), hidrohinon (8), 2-etil-3-metoksi-
1,4-benzohinon (10), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), etil-metil-
1,4-benzohinon (13), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-
metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2-metoksi-3-
metilhidrohinon (17), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon
(19), 2-etilhidrohinon  (20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon  (21), 2,3,5,6-
tetrametilhidrohinon (22), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23), 2,3-dimetoksi-
5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i 2-metoksi-

1,4-benzohinon (26). Takode, kao minorne komponente u odbrambenom sekretu kod
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pojedinih analiziranih vrsta, ili kao komponente u tragovima, izolovana su i krezolna
jedinjenja: p-krezol (5), fenol (3) i p-etilfenol (9). Nehinonska jedinjenja u
odbrambenim sekretima su bila predstavljena heksil-estrima zasi¢enih i nezasi¢enih Cy4-

Cy kiselina.
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Tabela 17. Pregled hinonskih i nehinoskih komponenti prisutnih u odbrambenim sekretima kod predstavnika reda Julida.

Nehinonske komponente: @ (E)-2-heptenal, izomer oktenala, (E)-2-
oktenol, izomer nonenala, (Z)-2-nonenal, (E)-2-dekenal; @ n-butil n-
dodekanoat, n-butil 12-metiltetradekanoat, n-pentil n-dodekanoat, n-pentil
11-metildodekanoat, n-heksil n-dekanoat (= n-heksil kaprat), n-heksil n-
undekanoat, n-heksil 10-metilundekanoat, n-heksil n-dodekanoat (= n-
heksil laurat), n-heksil 11-metildodekanoat, n-heksil n-tridekanoat, n-heksil
12-metiltridekanoat, n-heksil n-tetradekanoat (= n-heksil miristat), n-heksi
13-metiltetradekanoat, n-heptil n-dodekanoat, n-oktil n-dodekanoat (= n-
oktil laurat);® heksadecil acetat, oktadecenil acetat (verovatno (E)-
oktadek-1-enil acetat); @ heksil estri zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina C14-C5g; © oktanol, nonanol, dekanol, dodekanol, alkenoli, derivati
nezasi¢enih masnih kiselina; @ heksil estri alkalnih kiselina i derivati
nezasi¢enih masnih kiselina; @ o-krezol; ® neidentifikovane alifati¢ne
komponente;

Hinonske komponente: 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7); 1,4-benzohinon (1);
2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2); 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon
(ubihinon 0) (19); 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14); 2-metoksi-6-metil-1,4-
benzohinon (27); 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15); 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4); 2-metil-1,4-hidrohinon (toluhidrohinon) (11); 2-metoksi-5-metil-
1,4-hidrohinon (16); 2,3-dimetoksi-1,4-hidrohinon (12); 2-metoksi-3-metil-1,4-
hidrohinon (28); 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21); 2-metoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (29); 2-etil-1,4-benzohinon (6); 2-metoksi-1,4-benzohinon (26);
hidrohinon (8); 3-metoksi-2,5-dimetil-1,4-benzohinon (= 2-metoksi-3,6-dimetil-
1,4-benzohinon) (30); 1,4-naftohinon (31).

o 3

25

c
Red S8 1 2 4 6 7 8 11 12 14 15 16 19 21 26 27 28 29 30 31 Reference

Vrsta = g

22
JULIDA
Allajulus dicentrus (Latzel, .
1884) ® - - + - 4+ - - - + - - + - - - - - - - Bodner&Raspotnig, 2012
A.nitidus (Verhoeff,1891) - - - - - 4+ - - - - - - - - - - - - - - Roper&Heyns, 1977
Anaulaciulus sp. ® + + - - + - - - 4+ - - 4+ - - + - - - - Shimizuetal, 2012
Blaniulus guttulatus
(Fabricius, 1798) ® - + - - + - - - - - - - - - - - - - - \Weatherstonetal., 1971
Bollmaniulus hewiti
(Chamberlin, 1919) -+ -k - - === === - Duffey, 1974
Cylindroiulus boleti (C. L. .,
Koch, 1847) ® - + + - + - + + + + 4+ + + - - 4+ - - - Vuyisitetal,2011
C. caeruleocinctus (Wood, Schildknecht & Weiss, 1961;
1864) ® + + - 4+ 4 -+ -+ - -+ - - F k- - per & Heyns, 1977-Huth, 2000
C. luridus (C. L. Koch, i
1847) - -+ - -+ -+ - -+ - - - - - - - - - Roper & Heyns, 1977
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Tabela 17. Nastavak.

C. meinerti (Verhoeff,
1891)

C. punctatus (Leach, 1815)
Enantiulus nanus (Latzel,
1884)

Julus scandinavius (Latzel,
1884)

J. terrestris (Linnaeus,
1758)

Leptoiulus proximus
(Nemec, 1896)

L. trilineatus (Koch, 1847)
Megaphyllum bosniense
(Verhoeff, 1897)

M. unilineatum (C. L. Koch,
1838)

Ommatoiulus sabulosus
(Linnaeus, 1758)
Ophyiulus pilosus
(Newport, 1842)

Oriulus venustus (Wood,
1864)

Saiulus setifer (Chamberlin,
1940)

Tachypodoiulus niger
(Leach, 1814)

Unciger foetidus (C. L.
Koch, 1838)

Unciger transsilvanicus
(Verhoeff, 1899)
Uroblaniulus canadensis
(Newport, 1844)

@ ©@ @ ©

© © 0

)

Huth, 2000

Roper & Heyns, 1977; Huth,
2000

Huth, 2000

Huth, 2000

Béhal & Phisalix, 1900; Pavan,
1968

Huth, 2000
Vujisi¢ et al., 2011
Vujisi¢ et al., 2011

Schildknecht & Weiss, 1961;
Pavan 1968

Huth, 2000; Trave et al., 1959
Roper & Heyns, 1977

Kluge & Eisner, 1971
Duffey, 1974

Huth, 2000

Roper & Heyns, 1977

Sekuli¢ et al., 2014

Weatherston & Percy, 1969
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Generalno, kod svih analiziranih vrsta dokazani su 2-metil-1,4-benzohinon (2),
2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15) i 2-hidroksi-
3-metil-1,4-benzohinon (4) (izuzev kod S. deelemani). Pri tome, jedinjenja 2 i 7 se
javljaju u relativnom procentnom udelu odbrambenog sekreta kao dominantne
komponente kod epigejskih julida, dok je kod kavernikolnih tiflojulina njihovo
prisustvo znacajno manje. Prisustvo jedinjenja 4 se kre¢e u opsegu od 0,4 % (kod P.
hungaricus) do 8,1 % (kod T. nevoi) relativnog uces¢a u odbrambenom eksudatu
analiziranih vrsta (Tabele 6 i 11). Prisustvo jedinjenja 15 se moze objasniti
ciklohidrogenizacijom jedinjanja 7, kao S$to su objasnili Wu i saradnici (Wu et al,,
2007). Kod predstavnika reda Julida jedinjenja 2-metil-1,4-benzohinon (2) i 2-metoksi-
3-metil-1,4-benzohinon (7) imaju $iroko prisustvo. Naime, jedinjenje 2 nije registrovano
samo kod parajulida Uroblaniulus canadensis (Newport, 1844) (Weatherston & Percy
1969) i Oriulus venustus (Wood, 1864) (Kluge & Eisner, 1971), kao i dve vrste iz
familije Julidae, Allajulus dicentrus i A. nitidus (Bodner & Raspotnig, 2012). Dalje,
odsustvo 2-metil-1,4-benzohinona (2) je genericki karakter koji verovatno odvaja rod
Allajulus od svih ostalih predstavnika reda Julida. Moramo ista¢i da je u Tabeli 17
evidentirana i vrsta Julus terrestris koja je analizirana na pocetku XX veka, gde je
identifikovano samo jedno jedinjenje, Sto je najverovatnije posledica primene manje
osetljive analiticke opreme u to vreme, tako da ovu vrstu neéemo razmatrati u
komparacijama sa rezultatima ove teze. Jedinjenje 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon
(7) nije registrovana jedino kod parajulide U. canadensis (Weatherston & Percy, 1969).
Na ovom mestu moramo izneti odredenu skepsu u pogledu kompletne identifikacije
odbrambenog sekreta navedene parajulide, jer su Veterston i Persi (1969) registrovali
samo dva hinona i neidentifikovane alifaticne komponente. Kod ostalih juliformnih
stonoga jedinjenje 2 je registrovano kod 20 spirobolida (od 22 analizirane vrste) i 21
spirostreptide (od 26 analiziranih vrsta), dok je jedinjenje 7 registrovano kod 18
spirobolida 1 21 spirostreptide. Evidentno je da postoji hinonska konzistentnost
juliformnih diplopoda u pogledu sastava odbrambenog sekreta, ali ni jedno od jedinjenja
koje je registrovano nije univerzalno prisustno kod svakog analiziranog julifromnog
taksona (Julida, Spirobolida i Spirostreptida). Svakako da se u ovakvim tvrdnjama

ogradujemo zbog manje osetljivosti tehnika identifikacije hemijskih komponenti
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odbrambenog sekreta koji su koriS¢eni poCetkom i1 sredinom XX veka od strane
razli¢itih autora (sumirano u tabeli 17).

Kod epigejske vrste U. transsilvanicus GC-MS analizama identifikovan je $irok
arsenal hinonskih derivata, a takode je identifikovana i krezolna komponenta u sastavu
odbrambenog sekreta. U okviru hinonske komponente okarakterisana su sledeca
jedinjenja: 1,4-benzohinon (1), 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-
metil-1,4-benzohinon (4), 2-etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon
(7), hidrohinon (8), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-
dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-5-
metil-1,4-benzohinon (19), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21) i 2-metoksi-1,4-
benzohinon (26), dok je krezolna komponenta bila predstavljena p-krezolom (5) i
fenolom (3). Kao dominantna komponenta sekreta izdvaja se jedinjenje 2-metil-1,4-
benzohinon (toluhinon) (2). Uporednom analizom hemijskog sastava sekreta vrste U.
transsilvanicus sa vrstom P. hungaricus, uo¢eno je da hinonska jedinjenja 6, 19, 21 i 26
nisu prisutna u odbrambenom sekretu vrste P. hungaricus, ali je kod ove vrste za razliku
od prethodno analizirane identifikovan 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17). Od znacaja je
naglasiti da ujedno ovaj hinon nije identifikovan ni kod jedne od ostalih vrsta ispitivanih
u okviru ove teze. Dalje, jedinjenje 17 nije identifikovano u odbrambenom sekretu
analiziranih predstavnika familija Parajulidae i Blaniulidae, kao ni kod dve analizirane
blanijulide u ovoj doktorskoj tezi. 2-Metoksi-3-metilhidrohinon (17) je kod
predstavnika familije Julidae registrovan kod wvrsta Cylindroiulus boleti, C.
caeruleocinctus, C. punctatus (Vujisi¢ et al., 2011; Huth, 2000), Leptoiulus trilineatus,
Megaphyllum bosniensis (Vujisi¢ et al., 2011), Ophyiulus pilosus i Unciger foetidus
(Roper & Heyns, 1977). Kod ostalih juliformnih stonoga je registrovano kod nekoliko
vrsta Spirobolida (Wu et al., 2007) i Spirostreptida (Kuwahara et al., 2002). Stoga je u
ovom trenutku teSko odrediti hemotaksonomski znacaj navedenog jedinjenja.

Dominantna jedinjenja u relativnom procentnom sastavu odbrambenog sekreta
kod P. hungaricusa su 7 i 2. Vazno je istai da krezolna jedinjenja izostaju kod P.
hungaricusa. Hemotaksonomski i filogenetski znacaj odsustva ovih jedinjenja
diskutovan je u daljem tekstu.

Od svih analiziranih vrsta u ovoj tezi jedino je kod vrsta U. transsilvanicus i P.

hungaricus identifikovan hidrohinon (8). Ovo jedinjenje do sada nije bilo izolovano iz
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odbrambenog sekreta predstavnika reda Julida. Medu juliformnim stonogama
hidrohinon je registrovan samo kod vrsta Acladocricus setigerus (Spirobolida) i
Telodeinopus aoutii (Spirostreptida) (Wu et al., 2007; Deml & Huth, 2000) (Deml i Hut
su naveli prisustvo hidrohinona i kod jedne nedetermisane spirostreptide). Nalaz
hidrohinona kod julidnih stonoga potvrduje veliku hemijsku konzistentnost hinonskog
arsenala u odbrambenom sekretu juliformnih stonoga.

Kod adultnog stadijuma vrste C. boleti (XI1) identifikovano je deset hinonskih
derivata: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon
(4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-
dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-
metilhidrohinon (16), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21). Komparacijom hemijskog
arsenala sa dve prethodno analizirane vrste, U. transsilvanicus i P. hungaricus,
primeéeno je da 1,4-benzohinon (1) kod C. boleti odsustvuje u sastavu odbrambenog
sekreta, a takode i hinonski derivat 2-metilhidrohinon (11), kao i hidrohinon (8).
Jedinjenje 1 je poznato kao sastavna komponenta odbrambenog arsenala mnogih
juliformnih vrsta diplopoda, ali je i zabelezeno njegovo odsustvo kod razli¢itih vrsta
koje pripadaju filogenetski udaljenim rodovima (Tabela 17.). Jedinjenje 11 je
registrovano poglavito kod cilindrojulina, mada su ga Vujisi¢ i saradnici (2011)
registrovali i kod Leptoiulus trilineatus i Megaphyllum bosniense. Isto jedinjenje do
sada nije nadeno kod parajulida i blanijulida, ali kao §to ¢emo videti kasnije ova studija
otkriva njegovo prisustvo kod jedne blanjulidne stonoge. Ponovo isticemo da u slu¢aju
parajulida ovakva generalizacija je izneta sa rezervom jer su sve blanijulide analizirane
sedamdesetih godina XX veka sa mnogo manje osetljivim analitickim tehnikama nego
danas. Jedinjenje 11 je poznato i kod tri vrste spirobolida i dve spirostreptide (Wu et la.,
2007; Schmitt et al., 2004; Kuwahara et al., 2002; Deml & Huth, 2000). S druge strane
jedinjenja 14 i 16 su identifikovani kod C. boleti, dok kod U. transsilvanicus i P.
hungaricus nisu bila zastupljena. Detaljnom analizom je zapazeno da je 2-metoksi-5-
metilhidrohinon (16) identifikovan kod jedne vrste iz familije Blaniulidae (C. phlepsii),
ali i kod vrste Serboilus kresnik. Jedinjenje 16 je kao minorna komponenta registrovan
jos kod dve vrste predstavnika familije Julidae: Leptoiulus trilineatus i Megaphyllum

bosniense (Vujisi¢ et al., 2011). Isto jedinjenje odsustvuje kod parajulida, ali smo ga
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registrovali kod jedne blanijulide. Potrebno je ista¢i da ovo jedinjenje do sada nije
registrovano ni kod jedne spirobolide ni spirostreptide. Stoga u ovom trenutku mozemo
re¢i da 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16) moguce predstavlja hemomarker reda Julida.
Kod C. boleti nisu identifikovana krezolna jedinjenja.

Kod tri epigejske julide analizirane u ovoj tezi dokazano je prisustvo nehinonske
komponente u relativnom procentnom sastavu koji se kretao od 17, 1 % (adulti C.
boleti) do 23 % (U. transsilvanicus). Kao sto smo istakli u poglavlju 3. Rezultati,
nehinonska komponenta poglavito ukljucuje heksil-estre zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina ¢ija uloga u odbrambenim sekretima julidnih stonoga nije razjasnjenja.
Rezultati ove teze pokazuju, izmedu ostalog, da i u ovim komponentima postoje
odredene razlike koje potencijalno mogu imati hemotaksonomski znacaj (kao Sto je
nehinonski sastav U. transsilvanicus).

Specijska komparacija alomonskog sastava tri epigejske vrste analizirane u ovoj
tezi, kao 1 juliformnih vrstama koje su ranije analizirane, pokazuje snaznu hinonsku
konzistentnost, posebno u pogledu dominantnih komponenti sekreta. Medutim,
potrebno je ista¢i da svaka analizirana vrsta ponaosob pokazuje specije-specifican
hinonski hemoprofil koji se u ni jednom slucaju apsolutno ne podudara. Drugim re¢ima,
postoji razlika izmedu analiziranih vrsta julida u pogledu sastava minornih hinonskih

komponenti odbrambenog sekreta.
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Tabela 18. Pregled hinonske i krezolne komponente prisutne u odbrambenim sekretima kod analiziranih predstavnika reda Julida.

Hinonske komponente: 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17),
1,4-benzohinon (1), 2,3-dimetilhidrohinon (18),
2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19),
2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21),
2-etil-1,4-benzohinon (6), 2,3,5,6-tetrametilhidrohinon (22),
2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23),
hidrohinon (8), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24),
2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i
2-metilhidrohinon (11), 2-metoksi-1,4-benzohinon (26);
2,3-dimetoksihidrohinon (12),
etil-metil-1,4-benzohinon (13), Krezolne komponente:
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), p-krezol (5),
2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), fenol (3) i
2-metoksi-5-metilhidrohinon (16) p-etilfenol (9).
Familija i Vrsta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Julidae, Leach 1814
Unciger transsilvanicus + + + + + + + + - - 4+ + - - 4+ - - -+ -+ -
Pachyiulus hungaricus + 4+ + -+ + - -+ o+ - - + - + - - - - -
Cylindroiulus boleti + -+ - - 4 - - -+ -+ o+ o+ -+ -+ -
Serboiulus lucifugus -+ -+ -+ 4+ - - 4+ + 4+ + + + - - -+ + 4+ -
Serboiulus deelemani -+ - -+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ -+ - -+ o+ o+ -
Serboiulus kresnik -+ -+ -+ 4+ - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - -+ o+ o+ -
Typhloiulus nevoi -+ -+ -+ o+ - -+ - + -+ o+ - - - + - - -
Typhloiulus serborum -+ -+ + + + -+ + 0+ - S S -+ - + - +
Blaniulidae, C.L.Koach 1847
Nopoiulus kochii (Gervais, 1847) -+ -+ - -+ - - -+ - - -+ - -+ + -+ -

Cibiniulus phlepsii (Verhoeff, 1897) - + - + - - + - - - - - -+ o+ o+ - - - - - -




Kao $to je prethodno istaknuto kod U. transsilvanicusa iz odbrambenog sekreta
izolovani su i p-krezol (5) i fenol (3). p-Krezol je dominantna komponenta
odbrambenog sekreta predstavnika reda Callipodida. Ovo jedinjenje do sada nije
identifikovano kod predstavnika redova Spirobolida i Spirostreptida, dok su u okviru
reda Polydesmida p-krezol i fenol identifikovani kod sedam vrsta (Shear et al., 2007;
Kuwahara et al., 2011). Fenol do sada nije izolovan iz odbrambenog sekreta julidnih
vrsta, dok je samo kod jedne julidne vrste uoceno prusustvo o-krezola: Oriulus venustus
(Wood 1864) iz familije Parajulidae (Eisner et al., 1978) zajedno sa 3-metoksi-2—metil-
1,4-benzohinonom. Kao §to ¢emo videti kasnije krezolna komponenta je registrovana i
kod kavernikolnih tiflojulidnih taksona analiziranih u ovoj tezi. Dobro je poznato da
krezolna jedinjenje uspesno odbijaju mnoge insekte, kao i gustere, ptice i miSeve
(Eisner et al., 1963). Takode, zemljiSne ekosisteme, u kojima su ispitivane vrste
diplopoda veoma brojne, naseljavaju razli¢iti potencijalno patogeni mikroorganizmi
(bakterije i gljive), a dokazano je da p-krezol i fenol pokazuju baktericidnu i fungicidnu
aktivnost (suzbijaju rast micelija i klijanje spora) (Roncadori et al., 1985). Od interesa je
naglasiti da je U. transsilvanicus jedina od analiziranih vrsta u okviru ove teze kod koje
je identifikovan fenol (3). Pored toga, kod iste u okviru nehinonske komponente po prvi
put je identifikovan izopentil-heksa-kozatetranoat, kao i izopentil-estri zasic¢enih i
nezasi¢enih masnih kiselina Ci4 - Cy. Poznato je da izopentil-acetat predstavlja
atraktant, feromon, alomon, i kairomon kod nekih predstavnika redova Nematoda,
Diptera, Coleoptera i Hymenoptera (Terrill & Dusenbery, 1996; Brockmann et al.,
2006). Za dalja istrazivanja ostaje da se utvrdi uloga nehinonskih komponenti
odbrambenog sekreta julidnih diplopoda. Dalje, nalazi nehinonskih komponenti
odbrambenog sekreta analiziranih julida aktuelizuju nalaze Hakera (1974) koji je
sugerisao da i hinonska i nehinonska komponenta odbrambenog sekreta julida
verovatno igraju ulogu u komunikacijama ovih artropoda.

Slede¢i segment ove teze se odnosio na analizu odbrambenog sekreta
kavernikolnih tiflojulidnih taksona. Rezultati hemijskih analiza odbrambenog sekreta
kod izabranih predstavnika rodova Serboiulus i Typhloiulus pokazali su interesantan
hemoprofil. Rod Serboiulus obuhvata kavernikolne diplopode, bez o€iju, sa manje ili
viSe izrazenom pigmentacijom telesnih segmenata, koji je endemican za Balkansko

poluostrvo. Od ukupno Cetiri vrste ovog roda ispitivane su tri vrste: S. kresnik, S.
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lucifugus i S. deelemani. Detaljnom uporednom analizom uocene su intarspecijske
razlike u sastavu sekreta ove tri vrste. Kod vrste S. lucifugus okarakterisano je 13
hinonskih jedinjenja: 2, 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 19, 20 i 21. Krezolna jedinjenja
izostaju iz sekreta kod ove vrste, kao i jedinjenje 1,4-benzohinon (1) koje je
predstavljalo komponentu u odbrambenom sekretu dve prethodno analizirane epigejske
vrste U. transsilvanicus i P. hungaricus. Kod pecinske vrste S. deelemani
identifikovano je 12 hinonskih derivata: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-etil-
1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-etil-3-metoksi-1,4-
benzohinon (10), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-
1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21) i 2,3-
dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25). Za razliku od prethodne vrste S. lucifugus u
sastavu sekreta izostaju jedinjenja 4 i 13, a prisutno je jedinjenje 25. Takode su kod
vrste S. deelemani izolovana i krezolna jedinjenja iz odbrambenog sekreta: p-krezol (5)
I p-etilfenol (9), dok kao i kod S. lucifugus 1,4-benzohinon (1) izostaje. Krezolna
jedinjenja su se u sekretu pojavljivala kao minorne komponente, ili kao jedinjenja u
tragovima. Prethodno je ve¢ pomenuto da p-krezol poseduje baktericidno i fungicidno
dejstvo, kao 1 da odvraca brojne predatore, kako invertebrate, tako i vertebrate. Iako se
radi u minornim komponentama sekreta, ova jedinjenja verovatno u odredenoj meri
povecavaju samu efektivnost odbrambenog sekreta (Duffey et al., 1977). Hinonski
profil kavernikolne vrste S. kresnik je posluzio kao pretpostavka da se u ovom slucaju
radi o novom taksonu, $to je kasnija detaljna uporedno-morfoloska analiza i potvrdila.
Uocen je raznovrstan spektar hinona, predstavljen sa cak 17 jedinjenja: 2-metil-1,4-
benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-etil-1,4-benzohinon (6), 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon  (7), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon  (10), 2-
metilhidrohinon (11), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), etil-metil-1,4-benzohinon (13),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-
metilhidrohinon (16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20),
2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24),
2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i 2-metoksi-1,4-benzohinon (26). Jedino je
kod ove vrste, od svih analiziranih vrsta u nasSim rezultatima, identifikovan hinon 2,3-

dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24); ovo jedinjenje je po prvi put registrovano
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kod diplopoda generalno. GC-MS analize odbrambenog sekreta ove vrste nisu pokazale
prisustvo krezolne komponente, a identi¢no kao i kod prethodne dve analizirane vrste
roda Serboiulus izostaje i jedinjenje 1.

Sa hemotaksonomskog i filogenetskog aspekta znacajno je istaci da je kod sve
tri ispitivane vrste serbojulusa dominantna komponenta odbrambenog sekreta bio hinon
2-etil-1,4-benzohinon (6), koji je registrovan i kod epigejske vrste U. transsilvanicus.
Ovo jedinjenje nije registrovano kod blanijulida i parajulida, ali je registrovano kod dve
vrste iz familije Julidae (Huth, 2000), kao i dve spirostreptide i dve spirobolide (Wu et
al., 2007; Deml and Huth, 2000). Kod sve tri vrste rod Serboiulus dokazan je i 2-
etilhidrohinon (20), koji do sada nije registrovan kod diplopoda generalno, kao minorna
komponenta sekreta.

Drugi analizirani kavernikolni rod je Typhloiulus koji ukljucuje vrste sa slabo
izrazenom pigmentacijom tela, bez oéiju, sa izmenjenim odredenim delovima usnog
aparata 1 dugim nogama, kao adaptaciju na kavernikolni nac¢in zivota (Mauri¢s et al.,
1997). Na teritoriji naSe zemlje je rasprostranjeno pet vrsti ovog roda, od kojih su u
okviru ove teze analizirane dve: T. nevoi i T. serborum. Rezultati su pokazali da je u
okviru hinonske komponente sekreta vrste T. nevoi okarakterisano devet jedinjenja: 2-
metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-etil-1,4-benzohinon
(6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2,3-
dimetoksihidrohinon ~ (12),  2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon  (14),  2-metil-3,4-
metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19). Benzohinon 1 kao
i kod prethodno analiziranih vrsta roda Serboiulus izostaje, a nisu identifikovani ni
krezoli. Kod vrste T. serborum analize su pokazale prisustvo 12 hinonskih jedinjenja: 2,
4,6, 7, 10, 11, 13, 14, 15, 18, 20 i 22. Komparacijom sa svim prethodno analiziranim
vrstama, kako epigejskim, tako i kavernikolnim, prisustvo 2,3,5,6-tetrametilhidrohinona
(22) je registrovano jedino u odbrambenom sekretu T. serborum. Ovo jedinjenje je
ujedno, prema naSim saznanjima, nova komponenta, po prvi put izolovana iz sekreta
diplopoda. Za razliku od grupe hinonskih jedinjenja identifikovanih kod T. nevoi, u
slu¢aju T. serborum u sastavu odbrambenog sekreta izolovani su i slede¢i hinoni: 11,
13, 18, 20, i 22, dok jedinjenja 12 i 19 izostaju. Kod T. serborum prisutna je i krezolna
komponenta: p-krezol (5) i p-etilfenol (9), dok kao i kod svih prethodno ispitivanih
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kavernikolnih vrsta diplopoda jedinjenje 1 izostaje. Kod obe analizirane vrste roda
Typhloiulus dominatna komponenta sekreta je 2-etil-1,4-benzohinon (6).

Kod analiziranih tiflojulina (izuzev T. serborum) registrovan je znaéajno veci
sadrzaj nehinonske komponente u odnosu na sadrzaj kod epigejskih taksona (Tabela 4).
Visok procenat nehinonske komponente je registrovan i kod Il postembrionalnog
stupnja C. boleti (Tabela 5). Ovakva semiohemija odbrambenog sekreta tiflojulina
ukazuje na moguce adaptacije na pecinski nacin zivota (§to bi moglo znaciti i da ove
nehinonske komponente imaju ulogu i u intraspecijskim komunikacijama u uslovima
male gustine populacije), ali i moguénost da je sastav 0zadena rezultat neotenije. Ovo bi
svakako bio interesantan pravac daljih istrazivanja semiohemije julida, ali i diplopoda
generalno.

Generalno, kod tiflojulidnih taksona postoji hinonska konzistentnost, ali su
sli¢no kao 1 kod epigejskih analiziranih julida, utvrdeni 1 specificni hemoprofili svakog
taksona ponaosob, Sto u krajnjoj istanci potvrduje i njihov taksonomski status i
potvrduje znacaj integrativne taksonomije.

Predstavnici familije Blaniulidae su izduzene i tanke stonoge (Blower, 1985),
zapadno palearkticke distribucije, sa Sirokim rasprostranjenjem na evropskom
kontinentu, gde je prisutno 19 rodova sa brojnim vrstama (Enghoff, 1984; Enghoff &
Shelley, 1979; Hoffman, 1979). Jedan od najrasprostranjenijih evropskih rodova je
Nopoiulus Menge, 1851. U okviru ove teze u cilju utvrdivanja hemoprofila na nivou
familija, analizirana je vrsta ovog roda N. kochii. Ova troglofilna vrsta je je jedna od
sitnijih julida u Srbiji, sa brankasto obojenim telesnim segmentima, i nesto tamnije
braon obojenim ozadenama. Ovaj blanijulidni takson prvi put je sakupljen na teritoriji
jugoistocne Srbije (pe¢ina Velika Balanica, selo Sic¢evo, u okolini Nisa) 2005 godine i
nakon toga detaljno opisan (Makarov & Tomi¢, 2011). 1z iste familije analizirana je 1
vrsta C. phlepsii, po prvi put zabeleZena na teritoriji severne Srbije 2013 godine (Anti¢
etal., 2013).

Nakon analiza sekreta vrste N. kochii okarakterisano je ukupno osam hinonskih
jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon  (7), 2-metilhidrohinon ~ (11),  2-metil-3,4-
metilendioksifenol  (15), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21), dok je kod C. phlepsii nadeno
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sedam hinoskih jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metil-3,4-metilendioksifenol
(15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23) i
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14). Za razliku od prethodno ispitivanih kavernikolnih
vrsta roda Serboiulus i Typhloiulus, kod kojih je dominantna hinonska komponenta
sekreta bio 2-etil-1,4-benzohinon (6), kod N. kochii i C. phlepsii zapazeno je da u
sekretu dominira frakcija 2-metil-1,4-benzohinona (2), kao $to je to potvrdeno i u
slu¢aju epigejskih vrsta U. transsilvanicus i P. hungaricus. Medutim, kao ni kod
kavernikolnih vrsta roda Serboiulus i Typhloiulus, analizama sekreta nije potvrdeno
prisustvo 1,4-benzohinona (1).

Nakon komparacije rezultata ove teze sa podacima koji se odnose na prethodno
analizirane vrstame iz familije Julidae, doSlo se do zakljucka da hemijski sastav
odbrambenog sekreta pokazuje homogenost za juliformne diplopode, odnosno da su
odredene hinonske komponente karakteristicne 1 da se pojavljuju kao poglavito
dominantni alomoni u sekretu svih do sada ispitivanih vrsta. 2-Metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7) je identifikovan u sastavu odbrambenog sekreta kod svih analiziranih
predstavnika familije Julidae (Tabela 17) (izuzetak je J. terrestris, §to smo ve¢ objasnili
na pocetku ovog poglavlja). Jedinjenje 2-metil-1,4-benzohinon (2) je takode
karakteristicna hinonska komponenta za vecinu vrste iz familije Julidae, nije
identifikovan jedino kod tri vrste iz pomenute familije: Allajulus dicentrus (Latzel,
1884), A. nitidus (Verhoeff, 1891) i Enantiulus nanus (Latzel, 1884), kao ni kod dve
vrste iz familije Parajulidae: Oriulus venustus (Wood 1864) i Uroblaniulus canadensis
(Newport, 1844) (Tabela 17). Jedinjenje 1,4-benzohinon (1) izostaje iz sekreta
ispitivanih peéinskih vrsta roda Serboiulus i Typhloiulus (rezultati ove teze, Tabela 18),
kao i kod svih do sada analiziranih vrsta iz familije Blaniuludae. Njegovo odsustvo
mogao bi biti jo§ jedan hemomarker ove familije. Medutim, ovaj hinon nije
identifikovan ni kod sledecih vrsta iz familije Julidae: Allajulus dicentrus, A. nitidus,
Enantiulus nanus, Cylindroiulus boleti, C. luridus, Megaphyllum bosniense, Ophyiulus
pilosus, Unciger foetidus, kao ni kod parajulidne vrste O. venustus (Tabela 17).

Postoji veoma malo relevantnih studija novijeg datuma na semiohemiji
odbrambenih sekreta evropskih julida, ali i juliformnih stonoga generalno. Tri skoraSnje

studije uradene na evropskim vrstama julida (Huth, 2000; Vujisic¢ et al., 2011; Bodner &
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Raspotnig, 2012) su pokazale slicne hemoprofile odbrambenog sekreta u odnosu na
vrste analizirane u okviru ove teze. Kod tri julidne vrste iz Srbije GC-MS analizama
identifikovana je kompleksna meSavina 12 hinonskih jedinjenja u sastavu sekreta: 1,4-
benzohinon (1), 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon (19), 2-metilhidrohinon (11), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2,3-
dimetoksihidrohinon (12), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2,3-dimetoksi-5-metil-
1,4-benzohinon  (19), 2-metoksi-3-metilhidrohinon  (17) i  2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21) (Vujisi¢ et al., 2011). Generalno, prisustvo svih 12 navedenih
hinona je potvrdeno kod analiziranih julida u ovoj tezi (Tabela 18). Od interesa je
napomenuti da kod vrsta L. trilineatus i C. boleti 1,4-benzohinon izostaje (Vujisic et al.,
2011), a isto je zapazeno i kod dva predstavnika familije Blaniulidae, kao i kod
pecinskih vrsta roda Serboiulus i Typhloiulus koje su obuhvacene rezultatima ove teze
(Tabela 18.).

Jedina do sada analizirana vrsta roda Unciger (Brandt, 1841) je bila U. foetidus
(Roper & Heyns, 1977). Kod ove vrste su identifikovana samo cetiri hinonska derivata:
1,4-benzohinon (1), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metil-1,4-hidrohinon
(toluhidrohinon)  (11) i 2-metoksi-3-metil-1,4-hidrohinon  (17). U  okviru
eksperimentalnog dela ove teze analizirana je druga vrsta ovog roda U. transsilvanicus.
Analizom odbrambenog sekreta ozadena kod vrste U. transsilvanicus, kao §to je
prethodno ve¢ istaknuto, identifikovano je 13 hinonskih jedinjenja, sa dominantnim
toluhinonom i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinonom. Sva hinonska jedinjenja
okarakterisana kod ove vrste, takode predstavljaju alomone kod prethodno pomenutih
vrsti rodova Cylindroiulus (Verhoeff, 1894), Leptoiulus (Verhoeff, 1894) i
Megaphyllum (Verhoeff, 1894). Poredenje ovih rezultata sa hemijskim analizama vrste
U. foetidus dovelo je do pretpostavke da analize radene sedamdestih godina proslog
veka nisu bile pouzdane, pre svega zbog manje osetljivosti tadasnjih instrumentalnih
tehnika, kao i zbog razli¢itog nacina pripreme uzoraka za ekstrakciju.

U okviru klade Cylindroiulini, kojoj pripadaju rodovi: Cylindroiulus, Allajulus
(Koch, 1847) i Enantiulus (Attems, 1894) (Read, 1990), ispitivane vrste rodova
Cylindroiulus i Enantiulus su pokazivale kompleksnu mesavinu razlic¢itih hinonskih

derivata u svom sekretu, sa dominiraju¢im toluhinonom i 2-metoksi-3-metil-1,4-

99



benzohinonom (Schildknecht & Weis, 1961; Huth, 2000; Vujisic et al., 2011), dok je
kod analiziranih vrsta roda Allajulus primecen izostanak toluhinona. Kod vrste A.
nitidus iz sekreta je izolovano samo jedno hinonsko jedinjenje- 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (Tabela 4.1.), bez toluhinona, a kod vrste Allajulus dicentrus 2-metil-1,4-
benzohinon (toluhinon) takode izostaje (Bodner & Raspotnig, 2012). Ni kod jedne od
devet vrsta koje su analizirane u okviru ove teze nije primecen izostanak toluhinona
(Tabela 18). Kod adultnih jedinki vrste A. dicentrus identifikovana su svega Cetiri
hinonska  jedinjenja:  2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon,  2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon, 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon i 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon
(Bodner & Raspotnig, 2012). Sva Cetiri pomenuta hinona su takode identifikovana i u
sastavu odbrambenog sekreta kod analiziranih vrsta u okviru ove teze, s tim §to 2,3-
dimetoksi-1,4-benzohinon kod vrsta U. transsilvanicus i P. hungaricus izostaje.

Studija uradena na osam julidnih evropskih vrsta: Julus scandinavius (Latzel,
1884), Leptoiulus proximus (Nemec, 1896), Ommatoiulus sabulosus (Linnaeus, 1758),
Tachypodoiulus niger (Leach, 1814), Enantiulus nanus, Cylindroiulus punctatus
(Leach, 1815), C. meinerti (Verhoeff, 1891) i C. caeruleocinctus (Wood, 1864)
pokazala je prisustvo devet hinoskih jedinjenja u sekretu: 1,4-benzohinon, 2-metoksi-
1,4-benzohinon, 2-etil-1,4-benzohinon, 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon, 2-metoksi-5-
metil-1,4-benzohinon,  2-metoksi-6-metil-1,4-benzohinon,  2-metil-1,4-benzohinon
(toluhinon), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon 1 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon
(Huth, 2000). Nakon poredenja rezultata ove teze sa pomenutom studijom primecene su
odredene razlike. Jedinjenje 2-metoksi-1,4-benzohinon, identifikovano kao jedinjenje u
tragovima ili kao minorna komponenta sekreta kod osam prethodno navedenih vrsta,
jedino je izolovano iz odbrambenog sekreta kod vrste U. transsilvanicus u okviru nasih
rezultata (Tabela 18). Takode 2-metoksi-5-metil-1,4-benzohinon i 2-metoksi-6-metil-
1,4-benzohinon nisu identifikovana kao komponente sekreta ni kod jedne vrste u okviru
ove teze, dok je jedinjenje 2-etil-1,4-benzohinon prisustno jedino u sekretu pecinskih
vrsta roda Serboiulus i Typhloiulus (Tabela 18).

Pored intraspecijske razlike izmedu analiziranih vrsta, uoCena je i odredena
intrageneri¢ka razlika. Kod epigejskih vrsta rodova Unciger i Pachyiulus (Berlese,
1883) glavnu hinonsku komponentu sekreta su Cinila dva jedinjenja: 2-metil-1,4-

benzohinon (toluhinon) (2) i 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), a sli¢an sastav

100



odbrambenog sekreta je primecen i kod adultnih jedinki (stadijum XI) analizirane vrste
roda Cylindroiulus, odnosno jedinjenje 7 je bilo dominantno u sekretu. Ovi rezultati se
slazu sa drugim studijama radenim na vrstama roda Cylindroiulus. Kod vrste C. boleti
ve¢ je ranije uoceno da glavnu komponentu sekreta predstavlja 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7) (Vujisi¢ et al., 2011), a isto je zapazeno i kod jo$ tri vrste pomenutog
roda: C. punctatus , C. meinerti i C. caeruleocinctus (Huth, 2000). Na osnovu ovakih
rezultata moze se pretpostaviti da je jedinjenje 7 glavna komponenta odbrambenog
sekreta vrsta roda Cylindroiulus. Ista situacija je zapazena i kod vrsta roda Leptoiulus;
kod L. proximus (Huth, 2000) i L. trilineatus (Vujisi¢ et al., 2011) u sastavu sekreta je
dominantan 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7).

Kod svih do sada ispitivanih vrsta roda Cylindroiulus jedinjenje 2-metil-1,4-
benzohinon (toluhinon) (2) je bilo medu glavnim komponentama sekreta (Huth, 2000;
Vujisi¢ et al., 2011). Kao $to je ve¢ naglaseno, kod roda Allajulus, koji pripada istoj
kladi cilindrojulini, ovaj hinonski derivat nije identifikovan, tako da se pretpostavlja da
je za ovaj rod, koji se smatra parafiletskim (Read, 1990) ovo karakteristi¢no.

Takode su uocene i odredene razlike u kvalitativnom sastavu sekreta izmedu
analiziranih rodova Unciger, Pachyiulus i Cylindroiulus. Kod sva tri roda hemijski
sastav sekreta pokazao je karakteristican obrazac hinonskih derivata. Znacajno je
naglasiti da kod roda Cylindroiulus jedinjenje 1,4-benzohinon (1) odsustvuje (Tabela
19), §to se pokazalo i u rezultatima Vujisi¢a i saradnika (2011). U okviru familije
Julidae ovaj hinon nije identifikovan ni u odbrambenom sekretu kod rodova Allajulus,
Enantiulus, Unciger i Ophiulus (Tabela 17.). U nasim rezultatima i kod roda Unciger i
kod roda Pachyiulus identifikovano je ovo jedinjenje. Bitno je istaci da je jedino kod
roda Unciger identifikovano prisustvo hinonskih jedinjenja 2-etil-1,4-benzohinona (6) i
hidrohinona (8), kao i krezolne komponente sekreta koje ¢ine p-krezol (5) i fenol (3).
Sve navedene komponente nisu uoCene kod analiziranih rodova Pachyiulus i
Cylindroiulus.

Uporednom analizom rodova Unciger, Pachyiulus i Cylindroiulus sa
kavernikolnim vrstama roda Serboiulus i Typhloiulus uocene su znaéajne razlike pre
svega u kvantitativnom sastavu sekreta. U sekretu najzastupljenije jedinjenje kod svih
pecinskih vrsta bilo je 2-etil-1,4-benzohinon (6), za razliku od analiziranih epigejskih

rodova kod kojih su u sastavu sekreta procento najzastupljnija bila jedinjenja 7 i 2.
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Medu julidnim vrstama prisustvo 2-etil-1,4-benzohinona je do sada jedino potvrdeno
kao minorne komponente odbrambenog sekreta kod wvrsta O. sabulosus i C.
caeruleocinctus (Huth, 2000), a u naSim rezultatima identifikovano je jedino kod U.
transsilvanicus, takode kao jedinjenje u tragovima. Ovaj hinon prisutan je medu
diplopodama i kod pojedinih predstavnika Spirobolida (Wu et al., 2007), Spirostreptida
(Deml & Huth, 2000), a registrovan je i kod opiliona iz familije Gonyleptidae
(Sundevall, 1833) (Opiliones: Gonyleptidae) (Raspotnig, 2012), kao i kod nekih vrsta
insekata iz redova Colepotera, Dermaptera i Dyctioptera (Eisner, 2005). Mogucéa je
pretpostavka da je razlika u hemijskom sastavu sekreta posledica nacina Zivota ovih
vrsta, koje naseljavaju iskljucivo pecinske ekosisteme, gde je i broj potencijalnih
predatora ograni¢en, uslovi na stani$tu su izmenjeni, s obzirom na da je evolucija
odbrambenih sekreta usko povezana sa variranjem lokalnih uslova okoline.

Takode je kod predstavnika rodova Serboiulus i Typhloiulus identifikovan i
hinon 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), koji nije zabeleZzen kod rodova Unciger,
Pachyiulus i Cylindroiulus. Pokazano je da je ovo hinonsko jedinjenje, kod jedne vrste
opiliona iz prethodno pomenute familije Gonyleptidae efikasniji repelent za invertebrate
(mravi i pauci), nego za vertebrate (Machado et al., 2005).

Kod rodova Serboiulus i Typhloiulus registrovana je i krezolna komponenta u
sekretu : p-krezol (5) i p-etilfenol (9), a kao Sto je to bio slucaj i kod roda Cylindroiulus,
nije identifikovan 1,4-benzohinon (1).

Komparacijom svih ispitivanih vrsta iz familije Julidae (Tabela 18.), ukljucujuci
i adultni stupanj vrste C. boleti (Tabela 19.), sa dva analizirana predstavnika iz familije
Blaniulidae (Tabela 18.), prime¢ene su znacajne razlike u sastavu odbrambenog sekreta.
Pre svega, kod blanijulida nije identifikovan tako Sirok spektar hinonskih jedinjenja, u
odnosu na julidne vrste. Kao §to je ve¢ prethodno rec¢eno, kod N. kochii okarakterisano
je ukupno osam hinonskih jedinjenja, dok je kod vrste C. phlepsii broj hinonskih
jedinjenja bio sedam. Jedina dosadasnja studija analize hemijskog sastava odbrambenog
sekreta kod blanijulida uradena je na vrsti Blaniulus guttulatus (Fabricius, 1798)
(Weatherston et al., 1971). Kod ove vrste identifikovana su svega dva hinonska
derivata: 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon i 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon), ali je
zato nehinonska komponenta od tri vrste acetata dugackih lanaca bila zastupljena sa ¢ak

20% u ukupnom procentom sastavu sekreta. Nasi rezultati su pokazali da nehinonska
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komponenta sacinjava znatno manju frakciju u sastavu sekreta (kod N. kochii 8,0%, a
kod C. phlepsii 1,8%).

Jedinjenje 1,4-benzohinon (1) kod predstavnika familije Blaniulidae analiziranih
ovom tezom odsustvuje, kao $to je to bio i slucaj kod kavernikolnih vrsta julida i vrste
C. boleti, ali je zato identifikovano kod epigejskih vrsta U. transsilvanicus i P.
hungaricus. Takode kod blanijulidnih vrsta iz sekreta nisu izolovana jedinjenja 2-etil-
1,4-benzohinon (6) i 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), koja su u velikoj meri bila
zastupljena kod kavernikolnih vrsta, ali zato nisu identifikovana kod epigejskih vrsta
(izuzetak je U. transsilvanicus kod koga se pojavljuje jedinjenje 6). Kod blanijulida nisu
zastupljeni ni slede¢i hinonski derivati: 12, 17, 22, 24 i 26. Jedinjenja 13, 20 i 25 nisu
identifikovana kod analiziranih predstavnika blanijulida, kao ni kod wvrsta U.
transsilvanicus, P. hungaricus i C.boleti, ali su zato bila zastupljena kod pojedinih
kavernikolnih julidnih vrsta (jedinjenje 13 kod S. lucifugus, S. kresnik i T. serborum,
jedinjenje 20 kod S. lucifugus, S. deelemani, S. kresnik i T. serborum i jedinjenje 25 kod
S. deelemani i S. kresnik).

Dalje, kod obe analizirane blanijulide je registrovan znacajno manji sadrzaj
nehinonske komponente u odnosu na sadrzaj kod analiziranih predstavnika familije
Julidae. U ovom trenutku iznosimo hipoteze da je nisko prisustvo nehinona kod
blanijulida hemotaksonomski marker ove familije, koji ih odvaja od svih juliformnih
diplopoda. Ispitivanja na vecem broju blanijulida ¢e potvrditi da li je nizak sadrzaj
nehinonske komponente hemotaksonomski signal koji ima supragenericku vrednost.
Primeceno je i odsustvo krezolne komponente jedinjenja u sastavu odbrambenog sekreta
kod blanijulida.

Ponovo isticemo da je u okviru nehinonske komponente odbrambenog sekreta
kod pojedinih analiziranih julida u ovoj tezi registrovano prisustvo p-krezola, fenola i p-
etilfenola, kao i heksil-estri zasi¢enih i nezasi¢enih C14—Cy kiselina. Isticemo da je
fenol (3) u nasim rezultatima identifikovan jedino kod vrste U. transsilvanicus, ali je
ujedno i prva identifikacija ovog jedinjenja kod svih julida. Jedinjenje p-krezol (5) je
bilo zastupljeno kod vrste U. transsilvanicus, kao i kod kavernikolnih vrsta S. deelemani
i T. serborum, dok je treca krezolna komponenta sekreta p-etilfenol (9) identifikovana

kod vrsta S. deelemani i T. serborum.
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Kao §to je ve¢ prethodno naglaseno, p-krezol je karakteristican alomon za
predstavnike reda Callipodida, s obzirom da je identifikovan kao glavna komponenta
sekreta kod svih pet do sada analiziranih vrsta, dok kod predstavnika redova Spirobolida
I Spirostreptida nije identifikovan, a u okviru reda Polydesmida p-krezol, kao i fenol, su
jedino zastupljeni kod sedam vrsta (Shear et al., 2007; Kuwahara et al., 2011). Do sada
je samo kod jedne julidne vrste uofeno prusustvo p-krezola: O. venustus iz familije
Parajulidae (Eisner et al., 1978), dok fenol do sada nije izolovan iz odbrambenog
sekreta julidnih vrsta. I1zuzev kod kalipodida, kod predstavnika drugih redova p-krezol i
fenol se uvek javljaju kao minorne komponente sekreta (jedini izuzetak od ovoga je
polidezmidna vrsta Leonardesmus injuncundus (Shelley & Shear, 2006) kod koje se
odbrambeni sekret sastoji isklju¢ivo od krezolnih jedinjenja (Shear et al., 2007)). Fenol
je medu terestricnim artropodama distribuiran kod nekih predstavnika opiliona
(Travunoidea) (Raspotnig, 2012), kao i kod mnogih redova insekata (Coleoptera,
Dyctipotera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, ili Romalea guttata (Houttuyn, 1813)
iz reda Orthoptera) (Eisner et al., 2005). Dobro je poznata baktericidna i fungicidna
aktivnost p-krezola, kao i njegova odbrambena uloga u odvra¢anju mnogih predatora,
pre svega medu invertebratama, tako da u kompeksnoj mesavini benzohinona kod S.
deelemani i T. serborum, odnosno benzo- i hidrohinona kod U. transsilvanicus, ovo
jedinjenje povecava efikasnost 1 odbrambeni potencijal samog sekreta. Takode,
relativna procentna zastupljenost p-krezola, kao i fenola, u sastavu sekreta, moze
varirati 1 zavisno od sredinskih uslova na razli¢itim staniStima koja naseljavaju
ispitivane vrste, kao §to je to ve¢ pokazano u slucaju polidezmidne vrste Chamberlinius
hualienensis (Wang, 1956) (Taira & Arakaki, 2002). Poznato je i da su fenolne
komponente prekursori razliitih benzohinona, i pretpostavljeno je da su stoga
biosinteze fenola i benzohinona u korelaciji (Tschinkel, 1969).

Svakako je znaajno pomenuti da je kod vrste U. transsilvanicus u okviru
nehinonske komponente po prvi put identifikovan izopentilheksakozatetranoat, i
izopentil-estri zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina Cy4 - Cyo.

Za nehinonske komponente je ve¢ pomenuto da sluze kao rastvaraci za hinone
(Eisner et al., 2000), a poznato je i da nehinonska jedinjenja identifikovana kod vrste
Anaulaciuylus sp. (Shimizu et al.,, 2012) kod pojedinih predstavnika artropoda

funkcionisu kao feromoni (n-heksil-laurat, n-heksil-kaprat ili n-heptil-laurat), kao
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signali za specijsku komunikaciju i prepoznavanje (n-heksil-miristat), ili pak imaju
mikrobicidno dejstvo (n-heksil n-tridekanoat), ali je njihova odbrambena uloga jo$§ uvek
pod znakom pitanja. Za neke aldehide identifikovane kod julida (npr. (E)-2-dekenal kod
vrste A. dicentrus) je ve¢ ranije dokazano da imaju fungicidno dejstvo [(E)-2-dekenal
kod vrste Nezara viridula je pokazao selektivnu fungistaticku aktivnost za odredene
entomopatogene gljive, ukljucujuci i Metarhizium anisopliae (Gomez et al., 1997)].

Smatramo da je identifikacija p-krezola i fenola kod pojedinih analiziranih julida
(U. transsilvanicus, S. deelemani i T. serborum) od vaznosti razresavanju filogenetskih
odnosa izmedu klada Juliformia (Julida, Spirobolida, Spirostreptida), Merocheta
(Polydesmida), i Nematophora (Chordeumatida, Callipodida, Stemmiulida). Postoje
razli¢ita tumacenja meduodnosa i filogenije navedenih grupa diplopoda, o ¢emu c¢e
detaljnije biti diskutovano u podpoglavlju 5.3.

Na kraju isticemo da s obzirom na relativnu homogenost identifikovanih,
posebno glavnih hinonskih jedinjenja, pretpostavka je da bi nehinonska komponeta
odbrambenog sekreta takodje mogla posluziti kao potencijalni hemotaksonomski
marker, uzevsi u obzir i veliku raznovrsnost do sada izolovanih nehinonskih jedinjenja,

kao i njihove kvantitativne razlike u sastavu sekreta.

5.2. Ontogenetski aspekti semiohemije odbrambenih supstanci kod
analiziranih julida

Posebna paznja u ovoj tezi je posvecena analizi sastava odbrambenog sekreta
razli¢itih uzrasnih stadijuma tokom postembriogeneze vrste C. boleti iz familije Julidae,
pocev od III do XI stadijuma. Karakteristican tip postembrionalnog razvi¢a kod svih
julida je euanamorfoza. Kod ovog tipa postembrionalnig razvi¢a svako presvlacenje
ukljuc¢uje dodavanje novih somita, ¢ak i posle sticanja polne zrelosti. Ne postoji
definisani poslednji stadijum u povecanju broja somita.

Analizama je identifikovano ukupno 10 hinonskih jedinjenja u sastavu
odbrambenog sekreta razli¢itih postembrionalnih stupnjeva: 2-metil-1,4-benzohinon
(toluhinon)  (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon  (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-
metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16), 2-metoksi-3-
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metilhidrohinon (17), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21).

Kod prvog analiziranog stadijuma (111) identifikovana su tri hinonska jedinjenja:
2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon  (7), 2-metoksi-3-metil-hidrohinon  (17), sa
preovladuju¢om frakcijom 2-metil-3,4-metilendioksifenola (15) (58,7%). U narednom
stadijumu (IV) dolazi do sinteze jo$ tri hinonska derivata: 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinona (14), 2,3-dimetoksihidrohinona (12) 1 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinona
(21), a kao glavna komponeneta sekreta identifikovan je 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon (7). Kod stadijuma V, pored prethodno pomenutih hinonskih derivata,
javljaju se jos$ tri hinona: 2-metil-1,4-benzohinona (toluhinona) (2), 2-hidroksi-3-metil-
1,4-benzohinona (4) i 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinona (19), a ukupan broj
identifikovanih hinonskih derivata bio je sedam. Interesanto je da jedinjenja 17 i 21,
koja su ve¢ sintetisana 1 identifikovana kod stadijuma IV, kod narednog analiziranog
stadijuma (V) odsustvuju. Analizom stadijuma VI takode je utvrdeno prisustvo sedam
hinona, ali su uocene odredene razlike u arsenalu hinonskih jedinjenja, u odnosu na

stadijumV.
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Tabela 19. Pregled hinonskih jedinjenja prisutnih u odbrambenim sekretima kod analiziranih postembrionalnih stadijuma vrste

Cylindroiulus boleti (C. L. Koch, 1847).

Hinonska jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7),
2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon (16),
2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21).

Stadijum 2 4 7 12 14 15 16 17 19 21
i - - + - - + - + - -
v - - + + + + - + - +
Vv + + + + + + - - + -
VI + - + + + + - + - +
VII + + + + + + - + + +
VI + + + + + + + - + +
IX + + + + + + + - + +
X + + + + + + + - + +
XI + + + + + + + - + +
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Kod stadijuma VI jedinjenja 4 i 19 odsustvuju, ali su zato identifikovana
jedinjenja 17 i 21, koja nisu utvrdena kod stadijuma V. Ve¢ od stadijuma VII dolazi do
sintetisanja gotovo vec¢ine hinona karakteristicnih za adultne julide. Znacajno je
pomenuti da od stadijuma VII takode dolazi i do pojave polnog dimorfizma, odnosno
javljaju se zaceci gonopoda (primordijalni zafeci gonopoda) na sedmom telesnom
segmentu kod muzjaka; konsekventno muzjaci imaju jedan par nogu za hodanje manje u
odnosu na Zenke. Prvo pojavljivanje polnog dimorfizma prati zavrSetak perioda
diverzifikacije; normalne noge sedmog telesnog segmenta kod muzjaka se zamenjuju
rudimentima gonopoda. Potpuna zrelost se dostize nakon jo§ dva postembrionalna
stadijuma, tako da razvi¢e gonopoda ukljucuje tri postembrionlna stupnja, kod nekih
vrsta 1 viSe. Za veéinu vrsta roda Cylindroiulus stadijum u kome se javlja polni
dimorfizam je VII (Enghoff & Dohle, 1993). Kod stadijuma VII identifikovano je devet
hinonskih jedinjenja: 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-
benzohinon (4), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12),
2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-3-
metilhidrohinon (17), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-
metilhidrohinon (21).

Kod analiziranih stadijuma VIII, IX, X i XI identifikovan je identi¢an arsenal
hinonskih derivata: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4),
2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7), 2,3-dimetoksihidrohinon (12), 2,3-dimetoksi-
1,4-benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon
(16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon
(21). Uoceno je da se od stadijuma VIII prvi put pojavljuje i jedinjenje 16, dok za
razliku od prethodno analiziranih stadijuma (izuzev V), prisustvo jedinjenja 2-metoksi-
3-metilhidrohinona (17) nije utvrdeno kod stadijuma VIII, IX, X i XI. Broj jedinki u
uzorcima stadijuma VIII, IX, X i XI koji su analizirani dat je u okviru poglavlja 3
Rezultati (Tabela 15).

Dominantu frakciju odbrambenog sekreta od stadijuma IV cinilo je jedinjenje 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7). Kao $to je ve¢ istaknuto, prethodne studije radene
na adultnim vrstama roda Cylindroiulus: C.boleti (Vujisi¢ et al., 2011) i C. punctatus ,
C. meinerti i C. caeruleocinctus (Huth, 2000) su takode potvrdile da je ovaj hinon

glavna komponenta sekreta.
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Jedini do sada dostupan literaturni podatak o hemijskom sastavu odbrambenog
sekreta kod postembrionalnih stupnjeva julida je rad austrijskih nauc¢nika Bodnera i
Raspotniga na vrsti Allajulus dicentrus (Bodner & Raspotnig, 2012). Ovom studijom
obuhvaceni su stadijumi III, IV, V i VI, kao i adultne jedinke, a identifikovana su samo
Cetiri hinonska derivata: 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon, 2-metoksi-3-metil-1,4-
benzohinon, 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon i 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon.
Evidentno je da kod navedene vrste nisu analizirani svi postembrionalni stadijumi. Ve¢
je ranije naglaseno da kod svih do sada ispitivanih vrsta roda Allajulus toluhinon
1zostaje kao komponenta odbrambenog sekreta. Ovo jedinjenje u nasim rezultatima kod
C. boleti identifikovano je tek od postembrionalnog stadijuma V.

Uporedna analiza rezultata ove teze sa rezultatima Bodnera i Raspotniga na vrsti
A. dicentrus, koja takode pripada familiji Julidae, pokazala je odredenu sli¢nost,
odnosno i kod juvenilnih jedinki vrste A. dicentrus (od stadijuma 111 do stadijuma VI), u
sastavu sekreta takode preovladava frakcija 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinona.
Medutim, kod C. boleti dominantna frakcija u 11l stadijumu je jedinjenje 15. Na osnovu
ovakvih rezultata smatramo da je 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon primarni alomon
kod ispitivanih vrsta (verovatno 1 Sire) i da do njegove sinteze dolazi ve¢ u najranijim
fazama ontogenetskog razvica. Takode, smatramo da je verovatno i repelentna uloga
ovog jedinjenja najsnaznija. Studija na A. dicentrus pokazala je da je hinon 2-hidroksi-
3-metil-1,4-benzohinon zastupljen kao minorna komponenta sekreta kod svih
analiziranih stadijuma (I11, IV, V i VI), dok u nasim rezultatima ovaj hinonski derivat
odsustvuje kod stadijuma 11, 1V i VI, a kod stadijuma X je zastupljen kao supstanca u
tragovima. Takode su 2,3-dimetoksi-1,4-benzohinon i 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-
benzohinon kod A. dicentrus identifikovani kod svih stadijuma, dok kod C. boleti 2,3-
dimetoksi-1,4-benzohinon u sekretu stadijuma Ill odsustvuje, a 2,3-dimetoksi-5-metil-
1,4-benzohinon nije zastupljen kod stadijuma III, IV i VI. Ovakvi rezultati snazno
podrzavaju ranije iznetu ideju u ovoj tezi o specificnosti hemoprofila svakog
pojedinac¢nog taksona. Drugim re¢ima i hemoprofili tokom postembriogeneze razli¢itih
vrsta pokazuju specificnosti.

Od vaznosti je pomenuti da je u okviru rezultata ove teze samo kod prvog
analiziranog stadijuma (Ill) uoceno da je procentna zastupljenost nehinonske

komponente u ukupnom sastavu odbrambenog sekreta znacajno veca od procetne
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zastupljenosti hinonskih derivata (Tabela 5: nehinonska komponenta je iznosila 73,3%,
dok je hinonska komponenta iznosila 26,7%). Na svim narednim analiziranim
stadijumima taj odnos se srazmerno menja, odnosno hinonska jedinjenja su procetno
zastupljenija u sastavu sekreta, §to pokazuje podudaranje sa sekretom analiziranih
adultnih jedinki. Rezultati Bodnera i Raspotniga na vrsti A. dicentrus nisu pokazali
ovakvu situaciju. Kod analiziranih juvenilnih jedinki vrste A. dicentrus kao nehinonska
komponenta identifikovana je serija alifaticnih (E)-alkenala ((E)-2-heptenal, (E)-2-
oktenal, (E)-2-nonenal, (E)-2-dekenal) zajedno sa odgovaraju¢im alkoholima. Kod
najranijih ispitivanih stadijuma (III 1 [V) uo€ene su samo frakcije hinonskih jedinjenja,
dok je do pojave alkenola 1 alkenala doslo tek u kasnijim postembrionalnim stadijumima
(V 1 VI). Pomenuti austrijski naucnici su pretpostavili da do ovoga dolazi zbog toga §to
se biosinteza benzohinona i (E)-alkenala odigrava u razli¢ito vreme tokom ontogeneze.
Moguca je pretpostavka da pojava ovako velike koncentracije nehinonskih jedinjenja u
nasim rezultatima kod stadijuma III vrste C. boleti omogu¢ava vecu efikasnost i
pojacava odbrambenu mo¢ sekreta, s obzirom na ¢injenicu da su kod ovog analiziranog
stadijuma identifikovana samo tri hinonska jedinjenja.

Poznato je da se u odbrambenom sekretu kod vecine artropoda koje sadrze
benzohinone kao repelente, pojavljuju i ugljeni hidrati kao nehinonska komponenta.
Pretpostavka je da oni sluze kao rastvaraci za hinone, kao §to je to pokazano u slucaju
vrste Metrius contractus (Escholtz, 1829) iz familije Carabidae, koja prilikom napada
raspriuje benzohinone kao alomone, a u sastavu sekreta glavna komponenta je ugljeni
hidrat, pentadekan (Eisner et al., 2000). Dokazano je da nepolarne komponente
ubrzavaju transport aktivnih polarnih komponenti kroz voskiranu epikutikulu predatora
(Mainwald & Eisner, 1995), kao i da kompleksna meSavina pruza vec¢u odbrambenu
efikasnost sekretu od pojedinacnih komponenti [kombinacija alkana 1 alkena je
potencijalno efikasnija od dejstva ovih jedinjenja kada bi se pojavljivali pojedinacno
(Peschke & Eisner, 1987)]. Medutim, u sekretu vecine diplopoda odsustvuju ugljeni
hidrati (Wu et al., 2007), kao i sli¢na jedinjenja koja bi sluzila kao rastvaraci za hinone
(samo su u sekretu Rhinocricus padbergi identifikovani neki ugljeni hidrati velike
molekulske tezine, ali je najverovatnije da su poreklom iz kutikule; Arab et al.,2003). |
pored ovoga, sekret diplopoda ostaje u teCnom stanju usled efekta depresije tacke

topljenja kao posledice meSanja benzohinona sa drugim komponentama sekreta
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(nehinonskim jedinjenjima) (Attygalle et al., 1993), i na ovaj nacin postaje efikasniji i

potentniji za predatore.

5.3. Filogenetski znacaj semiohemije odbrambenih supstanci diplopoda

Klasifikacija na nivou familija i redova kod mnogih grupa artropoda nije bila
predmet detaljnih savremenih filogenetskih analiza; takva je upravo situacija kod
Diplopoda. Jednu od malobrojnih modernih studija vezanu za filogeniju ove grupe dao
je Enghof (1984). On je koristio set morfoloskih karaktera u kladistickoj filogeniji gde
je ustanovio nekoliko klada: Penicillata, Pentazonia, Helminthomorpha, Colobognatha i
Eugnatha. U navedenoj studiji ostalo je problemati¢no filogenetsko tumacenje u okviru
eugnatnih diplopoda. Poslednjih godine je uradeno nekoliko filogenetskih analiza koji
su se zasnivali na molekularnim karakterima. Medutim ove analize su obuhvatile
ogranicen broj taksona, kao 1 ograni¢en broj molekularnih markera, §to je rezultovalo u
dodatnoj konfuziji u tumacenju filogenije ovih artropoda (Brewer & Bond, 2013).

Ova teza nije fokusirana na detaljnu filogeniju diplopoda ali nam dobijeni
rezultati ukazuju na znacaj semiohemije odbrambenih supstanci u filogenetskim
interpretacijama. Stoga smatramo da je od interesa navesti Cinjenice koje imaju
potencijalnu filogenetsku aplikativnost. Naime, Brewer i Bond (2013) su analizirali
nekoliko diplopodnih taksona koriste¢i savremene metode molekularne biologije
(transkriptomno sekvencioniranje) dobijajuci rezultate koji su se razlikovali u odnosu na
prethodne filogenetske studije. Po prvi put je ustanovljena grupa filogenetski vezanih
taksona koja ukljucuje Juliformia, Merocheta i Stemmiulida. Navedeni autori su ukazali
1 na definitivni znaaj odredenith morfoloskih karaktera. Tako su za utvrdivanje
pleziomorfnosti kod diplopodnih taksona koristili tri karaktera: gonopode, spineret i $to
je nama interesantno i vezano za ovu tezu ozopore (tacnije prisustvo ili odsustvo
ozopora). Pored toga, ukazali su i na potencijalni znacaj tipa odbrambenih supstanci,
posebno kod helmintomorfnih diplopoda. Definitivno je prihvatljivo da se diplopode
dele u dve velike klade Penicillata i Chilognatha. Prva klada ukljucuje stonoge koje
nemaju kalcificiranu kutikulu, poseduju ¢itav niz specifi¢nih karaktera, ali ne poseduju

hemijsku zastitu. Druga klada se deli na Pentazonia i Chilognatha. Pentazonia
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obuhvataju glomeridne stonoge, gde je jedino kod reda Glomerida prisutna hemijska
zaStita. Polozaj ozopore 1 jedinstven zajedniCki izvodni kanal ozadena odvaja
morfoloski glomeride od ostalih diplopoda sa hemijskom odbranom. Medutim,
odbrambeni sekret sadrzi specificne alkaloide; druge vrste alkaloida su poznate kod
polizonidnih stonoga koje spadaju u kladu Colobognatha i koje po Breveru i Bondu
(2013) poseduju tubularne odbrambene Zzlezde. U ovom trenutku ne analiziramo
opravdanost takve tvrdnje, ali pitanje prisutva alkaloida kod ove dve grupe ostaje
otvoreno. S obzirom da analiza ove teze nije obuhvatila ni jednu od ove dve grupe,
smatramo da je jedino opravdano u ovom trenutku istaci ¢injenicu da je jedino kod
glomerida, pored alkaloida, registrovana i proteinska komponenta odbrambenog sekreta.

Klada Helminthomorpha obuhvata 12 redova diplopoda i podeljana je na
pomenute Colobognatha i Eugnatha. Svi predstavnici helmintomorfnih diplopoda koji
poseduju hemijsku zaStitu, imaju ozopore koje su locirane na bo¢nim stranama tela i
svaka ozadena (par u jednom somitu) ima svoj zasebni izvodni kanal, za razliku od
glomeridnih diplopoda koje poseduju jednu zajednicku ozoporu na dorzalnoj strani tela.

Eugnatne diplopode se dele na tri nadreda Merocheta, Nematophora i Juliformia.
Sva tri nadreda imaju predstavnike sa hemijskom odbranom. Kod meroheta kao
dominantna komponenta odbrambenog sekreta javlja se HCN, ali su registrovane i vrste
bez ovog jedinjenja, kod kojih su prisutni kao alomoni krezol, nitroetenilbenzen ili
geosmin. Kod nematofora je red Callipodida sa dominantnom krezolskom
komponentom u odbrambenom sekretu, ali i sa fenolom u tragovima. Za juliformne
stonoge dominantna odbrambena komponenta hemijskog sekreta su razliciti tipovi
hinona.

U filogenetskom kontekstu rezultati ove teze ukazuju na snaznu hinonsku
konzistentnost odbrambenog sekreta analiziranih taksona. Do sada nije registrovan ni
jedan juliformni takson bez neke vrste hinona. Pored toga, analize novijeg datuma
pokazuju i konstantnost u prisustvu nehinonske komponente, razli¢ite po svom sastavu
verovatno i na nivou vrsta. Ova studija je pokazala da se tokom ontogenije prvo javljaju
nehinonske komponente u znatno vecem relativnom procentnom udelu, dok se hinonski
arsenal definiSe u kona¢nom obliku tokom kasnijih faza postembriogeneze. Ovako
slozena semiohemija odbrambenih supstanci je svojstvena jedino juliformnim

stonogama i mozda prestavlja izvedeno stanje u odnosu na predacke forme. Pored toga,
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tokom analiza je kod nekoliko taksona registrovano prisustvo krezola i fenola u
tragovima. Kako se moze filogenetski tumaciti njihovo prisustvo? Postoje dva
objasnjenja. Prva je moguc¢nost da se radi o homoplaziji kod eugnatnih diplopoda.
Druga mogucnost je da prisustvo ovih jedinjenja predstavlja pleziomorfnost koja se
zadrzala samo kod odredenih forama. U ovom trenutku smatramo da je realnija druga
mogucnost, s obzirom na Cinjenicu da su ove hemikalije registrovane kod bazalnih
taksona julida, dok analizirane izvedenije forme nisu sadrzale iste komponente. Pored
toga prisustvo krezolnih jedinjenja kod eugnatnih stonoga podrzava ideju o njihovoj
filogenetskoj povezanost i mogucnost da dele zajedniCkog pretka. Stoga smo misljenja
da je neophodno nastaviti istrazivanja u tom pravcu, kao i prosiriti na vec¢i broj taksona,
posebno eugnatnih diplopoda. Dobijeni rezultati ¢e svakako biti od velike pomo¢i u

rekonstrukciji filogenetskih odnosa eugnata, ali i diplopoda generalno.
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6. Zakljucak

Gasenom hromatografijom 1 masenom spektometrijom analiziran je sadrzaj
odbrambenih vezikula kod 10 juliformnih vrsta diplopoda. 1z familije Julidae
analizirane se vrste U. transsilvanicus, P. hungaricus, T. nevoi, T. serborum, S. kresnik,
S. lucifugus, S. deelemani, kao i razliciti postembrionalni stadijumi vrste C. boleti. 1z
familije Blaniulidae analizirane su vrste N. kochii i C. phlepsii.

Identifikovano je i okarakterisano ukupno 26 jedinjenja, od toga 23 hinonska
derivata: 1,4-benzohinon (1), 2-metil-1,4-benzohinon (toluhinon) (2), 2-hidroksi-3-
metil-1,4-benzohinon (4), 2etil-1,4-benzohinon (6), 2-metoksi-3-metil-1,4-benzohinon
(7), hidrohinon (8), 2-etil-3-metoksi-1,4-benzohinon (10), 2-metilhidrohinon (11), 2,3-
dimetoksihidrohinon ~ (12), etil-metil-1,4-benzohinon  (13), 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon
(16), 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17), 2,3-dimetilhidrohinon (18), 2,3-dimetoksi-5-
metil-1,4-benzohinon (19), 2-etilhidrohinon (20), 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon (21),
2,3,5,6-tetrametilhidrohinon (22), 2,5-dimetoksi-3-metil-1,4-benzohinon (23), 2,3-
dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24), 2,3-dimetoksi-5,6-dimetilhidrohinon (25) i
2-metoksi-1,4-benzohinon (26). Hidrohinon (8) je prema dosadasnjim literaturnim
podacima izolovanim jedino kod predstavnika redova Spirostreptida i Spirobolida.

Pored dominantne hinonske komponente odbrambenih fluida, kod ispitivanih
vrsta U. transsilvanicus, S. deelemani i T. serborum identifikovana su i tri jedinjenja
koja predstavljaju krezolnu komponentu sekreta: p-krezol (5), fenol (3) i p-etilfenol (9).
Takode je analizama bila obuhvacena i nehinonska komponenta sekreta, uglavnom
predstavljena heksil- i izopentil-estrima zasi¢enih i nezasi¢enih Cy4—Cyq Kiselina.

Na osnovu dobijenih rezultata, uofene su relevantne varijacije kako u
kvantitativnom, tako i u kvalitativnom sastavu odbrambenog sekreta. Uradena je i
komparacija sa dosadasnjim studijama julidnih vrsta stonoga i detaljno su
prodiskutovane intraspecijske, interspecijske, intragenericke, intergenericke, kao i
supragenericke razlike u sastavu alomona radi utvrdivanja hemotaksonomskih karaktera
svakog pojedinacnog taksona.

Kod svih analiziranih vrsta, kako epigejskih, tako i kavernikolnih, registrovani
su 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-3-
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metil-1,4-benzohinon (7) i 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15) (izuzetak je vrsta S.
deelemani kod koje nije identifikovano jedinjenje 4).

Kod predstavnika reda Julida 2-metil-1,4-benzohinon (2) i 2-metoksi-3-metil-
1,4-benzohinon (7) su siroko distribuirana (jedinjenje 2 nije registrovano kod parajulida
U. canadensis i O. venustus, kao ni kod dve vrste roda Allajulus, A. dicentrus i A.
nitidus, dok jedinjenje 7 odsustvuje jedino kod parajulide U. canadensis). Dva
pomenuta hinonska derivata su identifikovana kod svih analiziranih vrsta u okviru ove
teze, a ujedno su kod epigejskih vrsta U. transsilvanicus, P. hungaricus i C. boleti
predstavljala dominantnu  komponentu odbrambenog sekreta. Komparacijom
alomonskog sastava tri pomenute epigejske vrste, kao i juliformnih vrsta koje su
obuhvacene ranijim studijama, pokazuje snaznu hinonsku konzistentnost, prevashodno
u pogledu dominantnih komponenti sekreta. Takode hidrohinon (8) je izolovan jedino iz
sekreta U. transsilvanicus i P. hungaricus i ovo je ujedno prva potvrda prisustva ovog
hinona kod predstavnika reda Julida. Nalaz hidrohinona kod julidnih stonoga potvrduje
veliku hemijsku konzistentnost hinonskog arsenala u odbrambenom sekretu juliformnih
stonoga. Od znacaja je ista¢i da je u nasim rezultatima jedino kod U. transsilvanicus i P.
hungaricus potvrdeno prisustvo 1,4-benzohinona (1), koji je do sada poznat kao
sastavna komponenta odbrambenog arsenala mnogih juliformnih vrsta diplopoda. Od
interesa je pomenuti da je 2-metoksi-3-metilhidrohinon (17) registrovan jedino kod
epigejske vrste P. hungaricus. 2-Metoksi-5-metilhidrohinon (16) identifikovan je kod
jedne vrste iz familije Blaniulidae (C. phlepsii), ali i kod vrste S. kresnik, kao i kod
adultnih stadijuma vrste C. boleti. Ovaj hinon do sada nije naden kod predstavnika
redova Spirobolida i Spirostreptida, tako da se za sada moze posmatrati kao
hemotaksonomski marker julidnih vrsta.

Rezultati hemijskih analiza odbrambenog sekreta kod odabranih predstavnika
rodova Serboiulus i Typhloiulus pokazali su interesantan hemoprofil. Posmatrajuci
hemotaksonomski aspekt, od znacaja je istaci da je kod svih ispitivanih kavernikolnih
vrsta dominantna komponenta odbrambenog sekreta bio 2-etil-1,4-benzohinon (6), koji
je registrovan i kod epigejske vrste U. transsilvanicus. Ovo jedinjenje do sada nije
registrovano kod blanijulida i parajulida, ali je registrovano kod dve vrste iz familije

Julidae, kao i dve spirostreptide i dve spirobolide.
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2,3,5,6-Tetrametilhidrohinon (22) izolovan je jedino iz odbrambenog sekreta
vrste T. serborum, a ovo je ujedno i nova komponenta, po prvi put potvrdena u sastavu
sekreta kod diplopoda. 2,3-Dimetoksi-5,6-dimetil-1,4-benzohinon (24) identifikovan je
jedino kod vrste S. kresnik.

Kod obe analizirane blanijulidne vrste, N. kochii i C. phlepsii, uoc¢en je manji
sadrzaj nehinonske komponente u odnosu na isti kod analiziranih predstavnika familije
Julidae, sto ukazuje na moguénost da je to hemotaksonomski marker ove familije.
Takode je znacajno naglasiti da kod blanijulidnih vrsta nije identifikovana krezolna
komponenta sekreta, kao i da je arsenal izolovanih hinonskih derivata bio manji u
odnosu na sadrzaj hinona kod analiziranih predstavnika familije Julidae (jedinjenja 1, 6,
8,10, 12, 13, 17, 20, 22, 24, 25 i 26 nisu identifikovana).

Ontogenetska karakterizacija odbrambenog sekreta vrste C. boleti pokazala je da
kod prvog analiziranog stadijuma (I11) postoje samo tri hinonska jedinjenja: 2-metoksi-
3-metil-1,4-benzohinon (7), 2-metoksi-3-metil-hidrohinon (17), sa preovladuju¢om
frakcijom 2-metil-3,4-metilendioksifenola (15) (58,7%). Vec¢ od stadijuma VII dolazi do
sintetisanja gotovo veéine hinona karakteristicnih za adultne julide, dok je kod
analiziranih stadijuma VIII, IX, X 1 XI identifikovan identiCan arsenal hinonskih
derivata: 2-metil-1,4-benzohinon (2), 2-hidroksi-3-metil-1,4-benzohinon (4), 2-metoksi-
3-metil-1,4-benzohinon  (7), 2,3-dimetoksihidrohinon  (12), 2,3-dimetoksi-1,4-
benzohinon (14), 2-metil-3,4-metilendioksifenol (15), 2-metoksi-5-metilhidrohinon
(16), 2,3-dimetoksi-5-metil-1,4-benzohinon (19) i 2,3-dimetoksi-5-metilhidrohinon
(21). Dominantu frakciju odbrambenog sekreta od stadijuma IV ¢inilo je jedinjenje 2-
metoksi-3-metil-1,4-benzohinon (7).

U okviru nehinonske komponente odbrambenog sekreta kod pojedinih
analiziranih julida u naSim rezultatima registrovano je prisustvo p-krezola, fenola i p-
etilfenola, kao i heksil-estara zasi¢enih i nezasi¢enih C14—Cy Kiselina. Fenol (3) je
identifikovan jedino kod vrste U. transsilvanicus, ali je ovo ujedno i prva identifikacija
ovog jedinjenja kod svih julida. Jedinjenje p-krezol (5) je bilo zastupljeno kod vrste U.
transsilvanicus, kao i kod kavernikolnih vrsta S. deelemani i T. serborum, dok je treca
krezolna komponenta sekreta p-etilfenol (9) identifikovana kod vrsta S. deelemani i T.

serborum. Svakako je znacajno pomenuti da je kod vrste U. transsilvanicus u okviru
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nehinonske komponente po prvi put identifikovan izopentil-heksa-kozatetranoat, i
izopentil-estri zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina Cy4 - Cyo.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da predstavnici reda Julida
pripadaju ,hinonskoj kladi“ diplopoda. Evidentna je hinonska konzistentnost
juliformnih diplopoda u pogledu sastava odbrambenog sekreta, odnosno postoji
odredena homogenost u sastavu odbrambenog sekreta, prevashodno medu dominantim
hinonskim komponentama. Medutim, ni jedno hinonsko jedinjenje koje je do sada
registrovano u odbrambenom sekretu nije univerzalno prisustno u svakom analiziranom
juliformnom taksonu (Julida, Spirobolida i Spirostreptida). Svaka od analiziranih vrsta u
ovoj tezi pokazala je svoj specifi¢an hinonski hemoprofil koji ni jednom slucaju nije bio
identican, pri ¢emu su minorne hinonske komponente odbrambenog sekreta odredivale
specijske i genericke razlike. Svakako, uzimaju¢i u obzir veliku homogenost
identifikovanih hinonskih derivata u alomonskom sastavu, pretpostavljamo da bi
nehinonska komponeta odbrambenog sekreta mogla posluziti kao potencijalni
hemotaksonomski marker, uzevsi u obzir i1 veliku raznovrsnost do sada izolovanih

nehinonskih jedinjenja, kao i njihove kvantitativne razlike u sastavu sekreta.
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IMpuor 1.

MUsjaBa o ayTopcTBY

ITormmucanu-a Tartjaga Jb. Cexynuh
6poj manexca b 3332/ 2009

N3jaBbyjem
Jia je JOKTOpCKa ITucepTalyja Mo HaclOBOM
OHTOreHeTCKa, CIelHCKa U TeHEpUUYKa KapakTepu3alnja og0paMOeHUX CYNICTAHIIN KO
Hekux npeacraBHuka amuianje Julidae, Leach 1814

e pe3yJTaT COIICTBEHOI UCTPAXXMBAYKOT paaad,

e Jla IpeUIOKEHA JUCepTalja y UeIUHE HU Y [IeJIOBUMa HHje Ouila mpeioxeHa
3a pobujame OWIIO KOje JUIJIOME IpeMa CTYAMjCKMM IpOrpaMuMa Apyrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® Jla Cy pe3yITaTh KOPEKTHO HABEACHU U

e 1a HMCAM KpINKO/a ayTopcka IpaBa M KOPHCTUO HHTENEKTYalHy CBOJUHY
IpYTUX JHLA.

HHoTnuc nokTOpaHTa
Y Beorpany, 9. 01. 2014.
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IIpuor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U efIeKTPOHCKe Bep3unje
JOKTOpCKOr paga

Wme u npe3ume aytopa Tarjana Jb. Cexynuh

bpoj unnexca b 3332/ 2009

Crynujcku miporpam _ buonoruja passuha )KHUBOTUEbA

Hacnos paga OHTOreHeTcKa, Clieljcka, ¥ TeHepHyKa KapakTepusanuja o10paMOeHnx
CYIICTaHIIM KOJI HEKMX IpejcraBHuka hamunuje Julidae, Leach 1814

Mentop _ CnoGonan MakapoB

[ToTniucanu/a

W3jaBibyjeM Jia je mTammaHa Bep3uja MOT JTOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
Bep3Wju KOjy caM Ipenao/ma 3a oOjaBpuBame Ha moprany Jlururandor
peno3utopujyma YHusep3urera y beorpany.

Jlo3BospaBaM Jia ce o0OjaBe MOjU JMYHHU TIO/IalM BE3aHU 3a 100Mjame aKaJeMCKOT 3Bamka
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe W IIpe3uMe, FoIMHA U MECTO pohera U 1aTyM ofbpaHe
pana.

OBy JMYHK IIOJAIM MOTY ce O00jaBUTH Ha MpPEXHUM CTpaHuIlamMa JUIUTajlHe
OMOIMOTEKE, Y EJNEeKTPOHCKOM KaTajlory W Yy IyOiMKanujamMa YHHBEP3UTETa Yy
beorpany.

IloTmmc AOKTOpaHTa

Y Beorpaxy, 9. 01. 2014.

0 C oy nuit



Omnamthyjem YHUBep3uTeTCKy OuOIMMOTEKY ,,CBero3ap MapkoBuh® na y Jlururamau
pero3uTopujyM YHHUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy IOKTOPCKY AMCEPTAIH]jy MO
HaCJIOBOM:

OnTOreHeTcKa, Crenyjcka U reHepryKa KapakTepusaiiyja o10paMOeHHUX CYNICTAHIIN KOJT
Hekux nperncraBHuka bammauje Julidae, Leach 1814

KOja je MOoje ayTOPCKO JEII0.

JlucepTanujy ca CBUM NPHIO3UMa TIpeao/aa caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy IOTr0JHOM
3a TPajHO apXUBUPAE.

Mojy TOKTOPCKY TUCEPTAIH]jy MoXpameHy y JIuruTalHu pero3uTOprujyM Y HUBEp3UTeTa
y Beorpamy Mory a KOpUcTe CBH KOjU IOUITY]y OApende caapikaHe y 01abpaHOM THITY
manenne Kpearusne 3ajenuuiie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce oJIydro/a.

1. AyropctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIUjaJIHO

3. AyTOpcTBO — HEKOMEpLIMjaIHO — O€3 Ipepaje

4. AyTOPCTBO — HEKOMEPIIHjaJTHO — IEJIUTH IO UCTHUM yCIOBHMA

5. AytopctBo — 6€3 npepaje

6. AyTOpPCTBO — NIEJUTH IO/ UCTUM YCIOBUMA

(Momumo J1a 3a0KpY)KHTE CaMO jelHy OJ IIecT NOHYhEeHMX JIMLEHLHM, KpaTak OIUC
JUIEHITN AT je Ha mojehunu jaucTa).

IHoTnuc nokTopanTa

V¥ Beorpany, 9. 01. 2014.
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Hpwuior 3.
MUsjaBa o kopuwhery



1. AytopctBo - JI0o3BOJhaBaTE yMHOKaBakEe, TUCTPUOYIIH]Y U JaABHO CAOIIITaBaKE Jea,
U TIpepajie, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HayuH ojJpeheH Of CTpaHe ayTopa WM
JaBaola JMIEHIC, Yak W y KoMeprwjamHe cBpxe. OBO je HajciIo0O0THUja O] CBHX
JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjarHO. J[03BOJbaBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
CaolIITaBamke Jelia, U mpepajie, ako Ce HaBele MME ayTopa Ha HayuH ojpeheH o
CTpaHe ayTopa WM JaBaona jumeHne. OBa JMICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIHjaIHY
ynotpeOy nena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepIMjatHO — 0e3 mpepazne. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBambe,
TUCTpuOyLMjy M jaBHO CaoIIITaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, NpeoOiIMKOBama WU
yrnoTpebe aena y CBOM Jely, aKo Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4MH ojpeleH oJ cTpaHe
ayTopa wid gaBaoua juueHie. OBa JIUIeHIIa HEe J03BOJbaBA KOMEPLHUjaIHY YHOTpeOy
nena. Y 0IHOCY Ha CBE OCTaJle JIUIIEHIIe, OBOM JIMLIEHIIOM C€ OrpaHn4aBa HajBehu oOum
npaBa Kopuihema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpIHUjAIHO — JETUTH IO HWCTUM ycioBuUMa. Jlo3BoJbaBaTe
YMHOXXaBamwe, JUCTpUOYILIMjy U JaBHO CaOIlITABamKkE JIeNla, U Mpepaje, ako ce HaBeJe
UMe ayTopa Ha Ha4WH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JUICHIE U aKO Ce
npepajga AUCTpUOyHpa MMOA HCTOM WIM CIMYHOM JuueHioM. OBa JMIEHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPIMjaTHy ynoTpely Jiena u mpepaja.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepazae. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKABaWbE, JUCTPUOYLHU]Y U jaBHO
CaoMIITaBame Jieja, 0e3 mpomMeHa, MpeoOIuKOBama WM yIoTpede Jena y CBOM ey,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauMH oJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM J1aBaolia JHILIEHIIE.
Oga nuIieHIa 103B0JbaBa KOMEPIHjATHY yHoTpeOy nena.

6. AyTopcTBO - JAeIMTH TOJ HCTUM YyciaoBuMa. Jlo3BoJbaBaTe YMHOXKaBame,
JUCTPUOYLIM]y M JaBHO CAOINIITaBaWkE JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha
HauuH onpeheH ox cTpaHe ayTopa HIM JaBaolla JIMIEHLIE W aKo ce Ipepajaa
IUCcTpuOyHpa TOA HMCTOM WM CIMYHOM JmleHnoM. OBa JHIIEHIIA J103BOJhaBa
KoMepLHjanHy ynorpedy nena u mpepaga. CiauuyHa je coTBEpCKMM JMIEHILIaMa,
OJTHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



