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Izvlecek: Pri kopenskih enakonozcih iz druzine Trichoniscidae so prisotna kalcije-
va telesca, epitelne vrecke, v katerih se kopicijo kalcijevi minerali. Predhodne raziskave
so pokazale, da sta pri vrstah Titanethes albus in Hyloniscus riparius prisotna po dva
para teh organov. Pri T albus so vsa kalcijeva telesca napolnjena z bakterijami, pri
H. riparius pa vsebuje bakterije le posteriorni par. V tej raziskavi smo preucili ultra-
strukturo kalcijevih telesc pri vrstah Androniscus roseus in Haplophthalmus mengei.
Pri obeh vrstah sta prisotna po dva para kalcijevih telesc, ki vsebujejo paliCaste bakte-
rije. Mineraliziran matriks z bakterijami je obdan z enoslojnim epitelijem z nagubano
apikalno plazmalemo, ki jo prekriva tanka ovojnica, ki je plast elektronsko gostega
matriksa. Rezultati potrjujejo, da je ultrastruktura kalcijevih telesc z bakterijami splosna
znacilnost predstavnikov druzine Trichoniscidae. Kalcijeva telesca brez bakterij, ki
funkcionalno nadomescajo kalcijeve sternalne depozite, so bila dosedaj opisana zgolj
pri predstavniku rodu Hyloniscus.

Kljuéne besede: Trichoniscidae, biomineralizacija, simbioza, raki

Abstract: Terrestrial isopods of the family Trichonscidae possess calcium bodies,
epithelial sacs that accumulate calcium minerals. Previous studies have demonstrated
that two pairs of these organs are present in the species Titanethes albus and Hylo-
niscus riparius. In T. albus, all calcium bodies are filled with bacteria, whereas only
the posterior pair of calcium bodies contains bacteria in H. riparius. In the present
work we studied the ultrastructure of calcium bodies in Androniscus roseus and Hap-
lophthalmus mengei. Two pairs of calcium bodies containing rod-shaped bacteria are
present in both species. The bacteria-containing mineralized matrix is enclosed in a
simple epithelium with a folded apical plasma membrane, which is covered by a thin,
electron dense envelope. Our results show that the presence of bacteria is a general
feature of trichoniscid calcium bodies, which are ultrastructurally similar. A combina-
tion of bacteria-containing calcium bodies and calcium bodies lacking bacteria has
only been found in the genus Hyloniscus, in which bacteria-free calcium bodies likely
functionally replace sternal CaCO; deposits.
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Uvod

Kutikula rakov je mineraliziran eksoskelet, ki
ga raki redno obnavljajo v procesu levitve. Pred
levitvijo raki kalcijev karbonat pogosto kopicijo v
zaCasnih mineraliziranih strukturah v prebavilu ali
prostoru med staro ter nastajajoc¢o novo kutikulo
(Luquet 2012). Kopenski enakonozci (Oniscidea)
pred levitvijo minerale praviloma kopi¢ijo v
sternalnih depozitih, kjer se nalagajo v obliki
granul amorfnega kalcijevega karbonata (Zidar
in sod. 1998, Strus in Blejec 2001, Ziegler in
sod. 2005). Pri kopenskih enekonozcih iz druzine
Trichoniscidae so znana tudi kalcijeva telesca,
posebne strukuture, v katerih se kopicijo kalcijevi
minerali (Verhoeff 1926, M¢éhely 1932, Ziegler
2003, Vittori in sod. 2012a,b). Do sedaj so bili
ti organi raziskani na mikroskopskem nivoju pri
vrstah Titanethes albus ter Hyloniscus riparius
(Vittori in sod. 2012b, 2013). Pri obeh vrstah sta
prisotna po dva para kalcijevih telesc v telesni
votlini posteriornih ¢lenov pereona. Histoloske
in ultrastrukturne raziskave dveh parov kalcijevih
telesc pri vrsti Titanethes albus so pokazale, da
gre za epitelijske vrecke, ki vsebujejo Steviléno
populacijo bakterij v zunajceliénem matriksu, min-
eraliziranem z apatitom. Med pripravo na levitev
se med bakterijami in epitelijem oblikuje dodatna
plast mineraliziranega matriksa, ki vsebuje amorfni
kalcijev karbonat ter amorfni kalcijev fosfat in se po
levitvi razgradi (Vittori in sod. 2012b). Pri vrsti A.
riparius so bakterije prisotne zgolj v posteriornem
paru kalcijevih telesc, v anteriornem paru pa niso
bile opazene. V posteriornih kalcijevih telescih
te vrste sta sestava in dinamika mineraliziranega
matriksa, ki vsebuje kalcijev fosfat, med pripravo
na levitev podobna kot pri vrsti 7. albus, medtem
ko se v anteriornih kalcijevih telescih, kjer bak-
terij ni, kopi¢i razmeroma ¢ist kalcijev karbonat
(Vittori in sod. 2013). Po levitvi Zival resorbira
zaCasno naloZene minerale tako v anteriornih kot
v posteriornih kalcijevih telescih. Pri tem je Hylo-
niscus izjemen tudi z vidika odsotnosti sternalnih
depozitov kalcija, ki so sicer splosna znacilnost
kopenskih enakonozcev in se pojavljajo tudi
pri trichoniscidih, npr. pri vrsti 7. albus (Vittori
in sod. 2012a). Anteriorna kalcijeva telesca pri
H. riparius verjetno funkcionalno nadomescajo
sternalne depozite CaCOs.

V tej raziskavi smo preucili histoloske in
ultrastrukturne znacilnosti kalcijevih telesc Se
pri dveh vrstah trichoniscidov. Androniscus ro-
seus je predstavnik poddruzine Trichoniscinae,
v katero uvrscajo tudi obe do sedaj preuceni
vrsti, Haplophthalmus mengei pa je uvrséen v
poddruzino Haplophthalminae. Predstavniki obeh
vrst kopenskih enakonozcev so veliki nekaj mil-
imetrov in Zivijo v prsti. Zeleli smo ugotoviti, ali
so bakterije splo$no prisotne v kalcijevih telescih
druzine Trichoniscidae in ali so anteriorna kalcijeva
telesca brez bakterij, kakrsna najedemo znotraj
rodu Hyloniscus, prisotna tudi pri drugih vrstah.

Material in metode

Uporabljeni enakonozci

V raziskavi smo preucili osebke vrst Andronis-
cus roseus in Haplophthalmus mengei, ki smo
jih nabrali v Sredis¢u ob Dravi. Uporabili smo
spolno zrele osebke H. mengei v velikostnem
razredu od 2,5 mm od 3 mm in pri A. roseus v
velikostnem razredu od 3 mm do 5 mm. Zivali smo
zive prenesli vlaboratorij, kjer smo jih fiksirali.

Svetlobna mikroskopija

Za prikaz polozaja in Stevila kalcijevih telesc
smo zivali fiksirali v 70% etanolu. Osebkom smo
odstranili noge, jih prepojili z glicerolom cez
no¢ in pripravili sveze preparate v glicerolu na
objektnih steklih z utorom. Za prikaz polozaja
kalcijevih telesc smo izkoristili avtofluorescenco
tkiva ob vzbujanju z ultravijoli¢no svetlobo. Mik-
rografije smo zajeli s fluorescen¢nim mikroskopom
Axiolmager Z1 (Zeiss), opremljenim z digitalno
kamero AxioCam MRm (Zeiss).

Presevna elektronska mikroskopija

Za presevno elektronsko mikroskopijo smo
tkiva fiksirali v meSanici 2,5% glutaraldehida in
2% paraformaldehida v 0,1 M kakodilatnem pufru
(pH = 7.3). Po spiranju fiksativa smo material
dekalcinirali v 10% vodni raztopini EDTA &ez
no¢ in postfiksirali z 1% vodno raztopino OsO,.
Fiksativ smo sprali s tremi menjavami deionizirane
vode. Tkiva smo nato dehidrirali v naras¢ajoci vrsti
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etanola in vklopili v umetno smolo Spurr (SPI).

Poltanke rezine (500 nm) tkiv smo zbrali na
objektnih steklih in jih obarvali z meSanico barvil
Azur II in metilenskega modrega (Richardson
1960). Ultratanke rezine (70 nm) kalcijevih telesc
smo prenesli na bakrene mrezice ter jih kontrastirali
z 1% uranil acetatom in 0,5% svinéevim citratom.
Rezine smo opazovali s presevnim elektronskim
mikroskopom CM 100 (Philips). Mikrografije smo
zajeli s kamero 792 BioScan (Gatan).

Vrsticna elektronska mikroskopija

Za vrsti¢no elektronsko mikroskopijo smo
tkiva fiksirali enako kot za presevno elektronsko
mikroskopijo. Po postfiksaciji z 1% vodno raz-
topino OsO, in spiranju fiksativa smo material
dehidrirali v narascajoc¢i koncentracijski vrsti
etanola. Nato smo ga najpre;j prenesli v izopropanol
in potem v ksilen ter vklopili v parafin. Pripravili
smo 10 um debele parafinske rezine, ki smo jih
zbrali na krovnih steklih in deparafinizirali s
ksilenom. Tega smo nato nadomestili najprej z
izopropanolom ter potem z absolutnim etanolom in
posusili v heksametildisilazanu (HMDS). Posusene
vzorce smo pritrdili na medeninaste nosilce in jih
naprasili s 14 nm platine. Mikrografije smo zajeli

Androniscus roseus

Slika 1:

z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom na poljsko
emisijo JSM-7500F (JEOL).

Rezultati

Polozaj kalcijevih telesc in histoloske
znacilnosti

Pri obeh vrstah enakonoZcev sta prisotna
po dva para kalcijevih telesc ledvicaste oblike v
posteriornih ¢lenih pereona (slika 1). Anteriorni
par kalcijevih telesc lezi na meji med 5. in 6.
pereonitom, posteriorni par pa na meji med 6.
in 7. pereonitom. Vsako od kalcijevih telesc pri
5 mm dolgem osebku 4. roseus meri v dolzino
pribliznol150 pm in v §irino okoli 50 um (slika
1A). Oblika kalcijevih telesc pri H. mengei je
podobna (slika 1B). Pri 3 mm dolgih osebkih so
kalcijeva telesca dolga priblizno 130 um s pre-
merom priblizno 30 um. Pri obeh vrstah gre za
vrecaste strukture, ki se nahajajo ventrolateralno
v telesni votlini in jih obdaja enoslojni kubi¢ni
epitelij, debeline med 2 um in 5 um (slika 2).
Notranjost (lumen) kalcijevih telesc je napolnjena
z bakterijami, ki so s svetlobno mikroskopijo vidne
kot zrnat material (slika 2).

Polozaj in oblika kalcijevih telesc pri Androniscus roseus (A) in Haplophthalmus mengei (B). P5 =

pereonit 5; P6 = pereonit 6; P7 = pereonit 7; ant = anteriorno kalcijevo telesce; post = posteriorno

kalcijevo telesce.
Figure 1:

The position and shape of calcium bodies in Androniscus roseus (A) and Haplophthalmus mengei (B).

P5 = pereonite 5; P6 = pereonite 6; P7 = pereonite 7; ant = anterior calcium body; post = posterior

calcium body.
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iumen

Slika 2:

Iumen

MUS mengel

Poltanke rezine kalcijevih telesc pri Androniscus roseus (A) in Haplophthalmus mengei (B). Steno

telesca tvori enoslojen epitelij, lumen telesca pa je zapolnjen z bakterijami.

Figure 2:

Semithin sections of calcium bodies in Androniscus roseus (A) and Haplophthalmus mengei (B). The

wall of a calcium body is formed by a simple epithelium and its lumen is filled with bacteria. Epitelij

= epithelium; lumen = calcium body lumen.

Ultrastruktura kalcijevih telesc

Kalcijeva telesca obeh vrst imajo podobno ul-
trastrukturo (slika 3). Obdaja jih enoslojni epitelij,
z apikalno povr§ino usmerjen proti lumnu kalcije-
vega telesca (slika 3A,B). Apikalna plazmalema
celic epitelija oblikuje Stevilne prstaste izrastke
debele okoli 300 nm in je prekrita s priblizno 40
nm debelo elektronsko gosto ovojnico (slika 3C).
V lumnu je prisotno tudi veéje Stevilo elektronsko
gostih lamin (slika 3D). Kljub dekalcinaciji tkiv,
ki je olajsala pripravo rezin, so v matriksu po-
gosto e vedno prisotni elektronsko gosti kristali
minerala (slika 3C). Celice epitelija imajo dobro
razvit zrnati endoplazemski retikulum in vsebu-
jejo stevilne mitohondrije ter elektronsko goste
vezikle (slika 3A,B). V lumnu kalcijevih telesc
se nahaja mineraliziran zunajceli¢ni matriks, ki
vsebuje Stevilne bakterije (slika 4A, B).

Zunanja morfologija bakterij

Vrstiéna elektronska mikroskopija kalcije-
vih telesc je pokazala veliko gostoto bakterij v
zunajceliénem matriksu v lumnu kalcijevih telesc
pri obeh enakonozcih (slika 4C,D). Z uporabo
vrsticne elektronske mikroskopije smo lahko
opisali morfologijo bakterij in pokazali, da gre

za drobne palicaste bakterije, dolge okoli 1 pm
in debele okoli 0,4 um.

Diskusija

Ugotovili smo, da sta pri vrstah 4. roseus in H.
mengei prisotna po dva para razmeroma majhnih
kalcijevih telesc, ki ultrastrukturno spominjajo na
ze opisana kalcijeva telesca jamske vrste T albus
(Vittori in sod. 2012b). Nasi rezultati so pokazali,
da so bakterije prisotne v obeh parih kalcijevih
telesc pri obeh preucenih vrstah. V kalcijevih
telescih je bakterijska populacija Steviléna in
povsem zapolnjuje njihov lumen.

Polozaj kalcijevih telesc pri vrstah 4. roseus
in H. mengei lahko primerjamo z drugimi do sedaj
preucenimi trichoniscidi iz rodov Titanethes in
Hyloniscus (slika 5). Pri rodu Titanethes anteri-
orna kalcijeva telesca segajo od meje med 5. in
6. pereonitom do sredine 7. pereonita, posteriorna
kalcijeva telesca pa se za¢nejo na meji med 6. in
7. pereonitom ter se nadaljujejo do zacetka pleona
(Vittori in sod. 2012b). Pri vrsti H. riparius se
posteriorna kalcijeva telesca nahajajo na meji med
6. in 7. pereonitom kot pri drugih trichoniscidih,
anteriorni par kalcijevih telesc pa se zane na meji
med 5. in 6. pereonitom ter sega v anteriorni smeri
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v tretji pereonit (Vittori in sod. 2013). Privrsti 4. do sedaj preucenih trichoniscidih napolnjujejo
riparius so bakterije prisotne zgolj v posteriornih  bakterije oba para kalcijevih telesc.
kalcijevih telescih (Vittori in sod. 2013). Pri drugih

Slika 3:

Figure 3:

Ultrastruktura kalcijevih telesc. Epitelij kalcijevega telesca pri Androniscus roseus (A) in Haplophthalmus
mengei (B) ima nagubano apikalno plazmalemo (zgoraj), ki je prekrita z elektronsko gosto ovojnico
(ov). Celice epitelija imajo dobro razvit zrnati endoplazemski retikulum (er), v citoplazmi pa so prisotni
Stevilni mitohondriji (mt) in elektronsko gosti vezikli (v). V lumnu (zgoraj) so vidne bakterije (ba). Pri
vecji povecavi apikalnega dela celice pri 4. roseus (C) so vidni prstasti izvihki apikalne plazmaleme
(puscice). V lumnu organa pri H. mengei (D) so vidne tanke lamine (la); je = jedro.

Ultrastructure of calcium bodies. The calcium body epithelium in Androniscus roseus (A) and Haploph-
thalmus mengei (B) has a folded apical membrane (towards the top of the image), which is covered with
an electron dense envelope (ov). Epithelial cells have a well developed rough endoplasmic reticulum
(er) and numerous mitochondria (mt) and electron dense vesicles (v) in their cytoplasm. Bacteria (ba)
are present in the lumen. Higher magnification of the apical cell surface in A. roseus (C) shows the
finger-like extensions of the plasma membrane (arrows). Thin lamina (la) are present in the lumen of
the organ, shown here in H. mengei (D); je = nucleus.
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Andronfscus roseus

Slika 4:

Bakterije v kalcijevih telescih. Presevna elektronska mikroskopija je pokazala prisotnost $tevilnih

bakterij v lumnu kalcijevih telesc pri Androniscus roseus (A) in Haplophthalmus mengei (B). Z vrsti¢no
elektronsko mikroskopijo je vidno, da gre tako pri 4. roseus (C) kot pri H. mengei (D) za palicaste

bakterije.
Figure 4:

Bacteria in calcium bodies. Transmission electron microscopy demonstrated the presence of numerous

bacteria in the lumen of calcium bodies in Androniscus roseus (A) and Haplophthalmus mengei (B).
Scanning electron microscopy showed that these bacteria are rod-shaped in 4. roseus (C) as well as in

H. mengei (D).

Pokazali smo, da bakterije naseljujejo kalcijeva
telesca tako pri poddruzini Haplophthalminae kot
pri poddruzini Trichoniscinae. Prisotnost bakterij v
kalcijevih telescih je torej v druzini Trichoniscidae
splo$na znacilnost in praviloma naseljujejo oba
para teh organov. Kombinacija posteriornega para
kalcijevih telesc, napolnjenega z bakterijami, ter
anteriornega para, v katerem bakterij ni, je bila
opazena izklju¢no pri vrsti H. riparius, zato gre
najverjetneje za izpeljano lastnost te vrste oz.

njenega ozjega sorodstva. V prihodnosti bi bilo
pomembno ugotoviti, ¢e so kalcijeva telesca pris-
otna tudi pri drugih predstavnikih skupine Syno-
cheta, ki vkljucuje trihoniscide (Schmidt 2008). O
podobnih organih je pri kopenskih enakonozcih
izven druzine Trichoniscidae poro¢al Méhely pri
rodovih Ligidium in Mesoniscus (Méhely 1932),
ni pa opravil histoloske analize, zato ne moremo
z gotovostjo trditi, ali gre v teh primerih res za
kalcijeva telesca.
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Slika 5:

Hylaniscus mpanus

AR

Thanethes albus

Prisotnost bakterij v kalcijevih telescih do sedaj preucenih trihoniscidov. Kalcijeva telesca se praviloma

nahajajo posteriorno v pereonu. Pri vrstah Androniscus roseus, Haplophthalmus mengei in Titanethes
albus so bakterije prisotne v obeh parih kalcijevih telesc (sivo polnilo). Pri Hyloniscus riparius so
bakterije prisotne v posteriornem paru kalcijevih telesc, v anteriornem pa ne (belo polnilo).

Figure 5:

The presence of bacteria in calcium bodies of trichoniscids studied to date. Calcium bodies are located

posteriorly in the pereon. In Androniscus roseus, Haplophthalmus mengei and Titanethes albus, bacteria
are present in both pairs of calcium bodies (gray fill). In Hyloniscus riparius, bacteria are only present
in the posterior pair of calcium bodies and not in the anterior pair (white fill).

V predhodnih raziskavah smo ugotovili, da
so bakterije pri vrsti T. albus prisotne pri vseh
osebkih in s spremljanjem zivali v kulturi pokazali,
da te ne kazejo bolezenskih znakov in normalno
zakljucijo levitveni cikel, zato najverjetneje ne
gre za patogene bakterije (Vittori in sod. 2012).
Podatki o sestavi mineralov v kalcijevih telescih
vrste H. riparius, pri kateri so prisotna tako kalci-
jevatelesca z bakterijami kot kalcijeva telesca brez
njih, kazejo na udelezenost bakterij v presnovi
kalcijevega fosfata. V posteriornih kalcijevih
telescih vrste H. riparius, v katerih so prisotne
bakterije, se namre¢ kopici pretezno kalcijev
fosfat, medtem ko se v anteriornih kalcijevih
telescih, v katerih ni bakterij, kopici kemijsko
razmeroma Cist kalcijev karbonat (Ziegler 2003,
Vittori in sod. 2013).

O vrstni pestrosti bakterij v kalcijevih telescih
A. roseus in H. mengei tezko sodimo. Da je v
posameznih kalcijevih telescih prisotna pestra
zdruzba bakterij, smo predhodno pokazali pri vrsti
T albus. Pri tej vrsti gre za razline vrste bakterij, ki
S0 sicer prisotne v prsti in so zmozne akumulacije
polifosfata (KostanjSek in sod. 2015). To govori
v prid predvidevanju, da so bakterije v kalcijevih
telescih udelezene v metabolizmu fosfata.

Ultrastruktura kalcijevih telesc, ki vsebu-
jejo bakterije, je precej podobna pri razli¢nih
predstavnikih druzine Trichoniscidae. Enoslojni
epitelij, ki tvori steno taks$nih kalcijevih telesc,
ima apikalno plazmalemo nagubano v prstaste
izrastke. Epitelij anteriornih kalcijevih telesc vrste
H. riparius, ki ne vsebujejo bakterij, nima opazno
nagubane apikalne plazmaleme, kar nakazuje na
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moznost, da je povecana apikalna povrSina epitelija
kalcijevih telesc povezana s prisotnostjo bakterij.

Pri vseh preucenih vrstah je apikalna povrSina
epitelija kalcijevih telesc prekrita z elektronsko
gostim matriksom, ki tvori zunajceli¢no ovojnico
debeline nekaj deset nanometrov in je ultrastruk-
turno podoben epikutikuli (Vittori in sod. 2013).
Predhodne raziskave pri vrsti H. riparius so poka-
zale, da med pripravo na levitev epitelij kalcijevih
telesc sintetizira novo ovojnico, elektronsko goste
lamine v lumnu pa so zelo verjetno ovojnice, ki
so nastale v predhodnih levitvenih ciklih (Vittori
in sod. 2013).

Povzetek

Kopenski raki enakonozci kopicijo kalcijeve
soli med pripravo na levitev v zacasnih depozitih
mineralov. Ve¢ina kopenskih enakonoZzcev kopici
CaCO; v obliki sternalnih depozitov v prostoru med
starim in nastajajo¢im novim eksoskeletom. Pri
predstavnikih druzine Trichoniscidae so prisotna
kalcijeva telesca kot dodatne strukture, v katerih
kopicijo mineral. Te strukture smo predhodno
preucili pri jamskem enakonozcu Titanethes
albus ter pri njegovem povrsinskem sorodniku
Hyloniscus riparius. Ugotovili smo, da imata obe
vrsti po dva para kalcijevih telesc. Gre za epitelne
vrecke, ki vsebujejo mineraliziran matriks. Pri 70
albus so v obeh parih kalcijevih telesc prisotne
Stevilne bakterije, medtem ko so pri H. riparius te
prisotne zgolj v posteriornem paru kalcijevih telesc,
ki vsebuje kalcijev fosfat, ni jih pa v anteriornem
paru, ki vsebuje kalcijev karbonat.

V tej raziskavi smo preucili poloZaj, histoloske
znacilnosti in ultrastrukturo kalcijevih telesc Se
dveh predstavnikov druzine Trichoniscidae, ki
zivita v prsti. Androniscus roseus je predstavnik
poddruzine Trichoniscinae, Haplophthalmus
mengei pa poddruzine Haplophthalminae. Tudi pri
teh dveh vrstah sta prisotna po dva para kalcijevih
telesc, ki vsebujejo bakterije. Njihove histoloske
in ultrastrukturne znacilnosti so podobne kot pri
kalcijevih telescih T albus. Steno kalcijevih telesc
tvori enoslojen kubicni epitelij, z apikalno povr§ino
usmerjeno proti lumnu. Apikalna plazmalema
celic epitelija je nagubana v prstaste izrastke.
Apikalno je epitelij prekrit z elektronsko gostim
matriksom, ki tvori ovojnico. Bakterije v kalcijevih

telescih so pali€aste in napolnjujejo njihov lumen
pri obeh vrstah.

Zaklju¢imo lahko, da je prisotnost bakterij
najverjetneje splosna znacilnost kalcijevih telesc
druzine Trichoniscidae. Bakterije so praviloma
prisotne v obeh parih kalcijevih telesc, kombi-
nacija para kalcijevih telesc z bakterijami in para
brez bakterij pa je najverjetneje prisotna le pri
predstavnikih rodu Hyloniscus ali pri njegovih
ozjih sorodnikih. Morebitna funkcija bakterij v
kalcijevih telescih $e ni znana, verjetno pa so
udelezene v metabolizem fosfata. Epiteliji kalci-
jevih telesc, ki vsebujejo bakterije, imajo podobne
ultrastrukturne znacilnosti in nagubano apikalno
plazmalemo, kar je lahko povezano z intenzivnim
transportom ali izloanjem.

Summary

Terrestrial isopods accumulate calcium min-
erals in transient mineral deposits during their
preparation for molt. In most terrestrial isopods,
minerals are accumulated as sternal CaCO; depos-
its in the space between the old exoskeleton and
the newly forming one. In representatives of the
family Trichoniscidae, calcium bodies are present
as additional structures in which mineral is ac-
cumulated. These structures have previously been
analyzed in the cavernicolous isopod Titanethes
albus and its epigean relative Hyloniscus riparius.
It has been established that these species possess
two pairs of calcium bodies. These structures are
epithelial sacs enclosing a mineralized matrix. In
T. albus, bacteria are consistently present in both
pairs of calcium bodies, whereas in H. riparius,
they populate only the posterior pair, which con-
tains calcium phosphate, whereas the anterior pair
of calcium bodies, which lack bacteria, contains
calcium carbonate.

In this work, we analyzed the position, histol-
ogy and ultrastructure of calcium bodies in two
further endogean representatives of the family
Trichoniscidae: Androniscus roseus (subfamily
Trichoniscinae), and Haplophthalmus mengei
(subfamily Haplophthalminae). These two spe-
cies also possess two pairs of calcium bodies,
all of which contain bacteria. Histologically and
ultrastructurally, these structures are similar to
those found in 7. albus. Their walls are formed
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by a simple cubic epithelium, the apical side of
which faces the lumen containing bacteria. The
apical plasma membrane of epithelial cells is
folded and forms finger-like extensions. Apically,
the epithelium is lined by an electron dense enve-
lope. Bacteria present within the calcium bodies
are rod shaped in both species and fill the entire
lumen of these structures.

We can conclude that the presence of bacte-
ria is a general feature of calcium bodies in the
family Trichoniscidae. Furthermore, bacteria are
generally present in both pairs of calcium bodies,
making the combination of bacteria-containing
and bacteria-free calcium bodies a feature likely
unique to Hyloniscus and possibly its close rela-

tives. Although the possible function of bacteria
in these structures remains unclear, it is likely that
they contribute to the metabolism of phosphate.
The epithelia of bacteria-containing calcium bod-
ies of all species examined to date share common
ultrastructural features, such as a folded apical
membrane, which may be linked to the mainte-
nance of a large bacterial population.
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