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Mehanizmi evolucije genoma zanimljiva su tematika kojom se unutar biologije bavi molekularna
evolucija, a osobito je medu mehanizmima evolucije zanimljiv fenomen poliploidije, neobi¢nog
adaptacijskog mehanizma koji se o€ituje u prezivljavanju stanica s povec¢anim brojem kromosoma
nego $to je to slucaj kod predacke vrste/populacije. Poliploidija je poznata kod mnogih eukariota i
prokariota, a moze biti obiljezje svih stanica ili samo odredenih tkiva. Od pojave kod ranjenog
tkiva i onoga koje je pod znacajnim stresom, metabolicki aktivnih tkiva i gigantskih udova do
modifikacije pripadnika eusocijalnih zajednica; poliploidija ima znacajnu ulogu u razvoju,
adaptaciji i specijaciji organizama. Filogeneticki gledano, mnogo je ¢esS¢a kod biljaka nego kod
Zivotinja, a jednako je tako i kod biljaka mnogo bolje istrazena nego kod zivotinja. Primjeri utjecaja
poliploidije na brzu specijaciju i regulaciju ploidnosti potomstva kod kukaca temeljna su hipoteza
ovog istrazivanja. U ovom radu za cilj imam umjetno inducirati tetraploidiju u matice medonosne
pcele (Apis mellifera Linnaeus, 1758) koja bi mozda mogla partenogenetski stvarati radilice, a
oplodnjom triploide. Osim teoretskog istrazivanja proveo sam nekoliko pokusa na li¢inkama i
jajima medonosne pcele, mrava i pali¢njaka, gdje sam stanice tretirao citostatikom kolhicinom.
Svo potomstvo pcela, tretirano ili ne, je bilo ubijeno od strane radilica. Rad s pcelama je bio
tehnicki iznimno zahtjevan te za dobivanje rezultata potrebna je upotreba metoda uzgoja bez
prisutnosti radilica. Tretirano potomstvo mrava i pali¢njaka je dalo zive jedinke koji ne pokazuju
morfoloske razlike od kontrola. Iz provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti da indukcija
poliploidije u medonosnih pcela nije moguca izvan laboratorijskih uvjeta zbog tehnickih prepreka.
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Mechanisms of genome evolution are an interesting subject that is dealt with within biology by
molecular evolution, especially interesting mechanisms of evolution is the phenomenon of
polyploidy, an unusual adaptation mechanism that manifests itself in the survival of cells with an
increased number of chromosomes compared to the case in the ancestral species/population.
Polyploidy is known in many eukaryotes and prokaryotes, and it can be a feature of all cells or
only certain tissues. From the appearance in wounded tissue and that which is under significant
stress, to metabolically active tissues and gigantic limbs, and through the modification of
members of eusocial communities; polyploidy plays a significant role in the development,
adaptation and speciation of organisms. Phylogenetically, it is much more common in plants than
in animals, and it is also much better studied in plants than in animals. Examples of the influence
of polyploidy on rapid speciation and regulation of offspring ploidy in insects are the basic
hypothesis of this research. In this work, I aim to artificially induce tetraploidy in queens of the
honey bee (Apis mellifera Linnaeus, 1758), which might be able to parthenogenetically create
workers, and triploids by fertilization. In addition to theoretical research, | conducted several
experiments on the larvae and eggs of honey bees, ants and phasmids, where | treated the cells
with the cytostatic colchicine. All bee offspring, treated or not, were killed by the workers.
Working with bees was technically extremely demanding, and in order to obtain results, it was
necessary to use breeding methods without the presence of workers. Treated progeny of ants and
phasmids produced live individuals that did not show morphological differences from controls.
From the conducted research, we can conclude that the induction of polyploidy in honey bees is
not possible outside of laboratory conditions due to technical obstacles.
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Uvod

Kroz evoluciju Zivog svijeta moze se zamijetiti mnostvo intrigantnih genskih, morfoloskih i fizioloskih
prilagodbi (adaptacija) organizama koje im omoguéuju Zivot u niSama koje zauzimaju (Futuyma i sur.
1988.). Mehanizmi koji utjecu na evoluciju naposlijetku rezultiraju genotipom i fenotipom najboljim za
preZivljavanje nekog organizma, a medu mehanizmima evolucije genoma jedan od zanimljivih zasigurno je

i poliploidija (Futuyma i sur. 1988.).

Poliploidija je definirana kao pojava prisustva viSestrukog broja kromosoma u jezgrama eukariotskih
stanica ili citoplazmi prokariota, a predstavljala je znacajnu prilagodbu u tijeku evolucije mnogih svoijti
organizama (Skejo 2022.). Primjerice, samo kod biljaka, multiplikacija broja kromosoma iznad uobicajenog
diploidnog stanja smatra se jednim od najznacajnijih mehanizama evolucije i specijacije (Thompson i
Lumaret 1992). Osim postanka Citavih skupina biljaka putem poliploidije od predackog diploida, danas
mnoge biljke hibridiziraju i hibridiziraju¢i poliploidiziraju pa ima sluc¢ajeva da od istih roditeljskih vrsta
nastane nekoliko potomackih vrsta razli¢ite veli¢ine genoma (Husband, 2000 prema Levin 1983; Thompson
i Lumaret 1992). Pojava poliploidije unutar vrste dovodi do reproduktivne izolacije poliploidnog soja od
predacke biljke. Novonastale poliploidne biljke sadrze mnoge duplikacije kromosoma S$to olaksava
opstanak korisnih mutacija bez, znacajnog ispoljavanja opasnih (Kerr i Silveira, 1972). Osim utjecaja na
genetiku biljke poliploidija utjece i na ekologiju biljke. Primjerice, poliploidni sojevi zauzimaju novu
ekolosku niSu i imaju sasvim novu interakciju s oprasivacima, Sto je joS jedna posljedica poliploidije kao

vaznog faktora specijacije (Thompson i sur. 2008).

Poliploidija je rijetka u Zivotinjskom carstvu (Eumetazoa) i veéinom je prisutna medu beskraljeZnjacima.
Kod kraljeznjaka (Vertebrata), najucestalija je medu vodozemcima gdje ¢ak postoji jedna dodekaploidna
(12n) vrsta Zabe (Tymowska 1991). U nastanku poliploidije Zivotinja, klju¢na stepenica kroz koju razvojni
ciklus Zivotinje mora proci je determinacija spola koja se temelji na spolnim kromosomima. Prisustvo vise
spolnih kromosoma oteZava razvoj zdrave jedinke (Muller, 1925). U Zivotinjskom carstvu determinacija
spola ocituje se na vise nacina, a medu njima postoji i determinacija na bazi broja kromosoma, prisutna u
nekoliko redova kukaca (razred Insecta), i upravo ona daje dobru predispoziciju (predadaptaciju) za razvoj

stabilne poliploidije (Kerr i Silveira, 1972).



Poliploidija se smatra jednim od glavnih mehanizama evolucije roda Apis Linnaeus, 1758 (Culliney i sur.
1983; Zeuner 1951). Unutar cijelog reda Opnokrilaca (Hymenoptera) smatra se da 65% pripadnika sadrzi
neki oblik poliploidije ili vuce svoje podrijetlo iz dogadaja koji ukljucuje poliploidiju (Culliney i sur. 1983).
Medu dokazima koji pokazuju prisutnost poliploidije u normalnoj fiziologiji kukaca, su primjeri poliploidnog
tkiva visoke metaboli¢ke aktivnosti u pcele Apis mellifera Linnaeus, 1758 . Tkiva poput Malpigijevih
cjevcica, ganglija, mozga, tkiva Zalca, nogu i letnih misi¢a pokazuju visu poliploidiju od ostatka tijela (Rangel
et al., 2015). U haploidnih muZjaka bumbara Bombus terrestris (Linnaeus, 1758), u tkivima Celjusti i nogu
otkrivena je diploidija izazvana endoreplikacijom, sto omoguduje velic¢inu i funkciju kao u diploidne Zenke
(Ren i sur. 2020; Aron i sur., 2005). Osim u nekim tkivima, poliploidija je prisutna kroz ¢itavu socijalnu
strukturu polimorfne vrste mrava Solenopsis invicta Buren, 1972, gdje postoji razlika u broju kromosoma

ovisno o kasti i ulozi u koloniji (Ren i sur. 2020; Scholes i sur., 2013).

Automikti¢na partenogeneza poznata je pojava u pcele (Apis mellifera), gdje dolazi do poliploidizacije kroz
postmejoticko povedéanje broja kromosoma haploidnog jajeta Sto uzrokuje stvaranje diploidnog potomka
Zenskog spola (Tucker 1958). Pojava prirodno prisutne potpune multiplikacije kromosoma daje prostora
za daljnje istrazivanje fenomena polipolidije u Zivotinjskom carstvu. Unutar ovog istrazivanja istraZit ¢u

tematiku poliploidije u kukaca i osvrnuti se na njezine mehanizme i uloge u specijaciji.

Opdi cilj ovoga rada je teoretski prouciti potencijalne nacine indukcije poliploidije ¢itavog organizama u
kukaca, a glavni je modelni organizam istrazivanja matica medonosne pcele Apis mellifera. Polazim s
hipotezom da je koristenjem citostatika (poput kolhicina koji prolazno utje¢e na inhibiciju diobenog
vretena) moguce uzrokovati multiplikaciju broja kromosoma u licinackom stadiju péele koja bi rezultirala
tetraploidnom, fertilnom jedinkom. Tetraploidna bi jedinka partenogenezom stvarala diploidne radilice, a
oplodnjom haploidnim trutovima davala bi pak triploidno potomstvo. Provjera ove zanimljive hipoteze

otvara vrata mnogim drugim istraZivanjima u podrucju genetike, biotehnologije i agronomije.



Materijali i metode

Literaturni pregled

Koristena je literatura u kojoj se mogu pronadi definicije i ostale informacije o prirodnoj i induciranoj pojavi
poliploidije u Zivom svijetu, a pregledani radovi se pretezZito fokusiraju na biljke ili tumore (Thompson i
Lumaret 1992; Fox i Duronio, 2013), a manji broj radova je vezan uz poliploidiju kod kukaca. (npr. Tucker
1958., Renisur. 2020. ). Levin (1983) te Thompson i Lumaret (1992) govore o poliploidiji u biljnom svijetu
kao Cestoj pojavi i vaZnom mehanizmu specijacije. Kerr i Silveira (1972) opisuju koristi poliploidije na
preZivljavanje, tj. selekciju korisnih mutacija. Muller (1925) govori o potesko¢ama nastanka i preZivljavanja
poliploidije kod Zivotinja zbog mehanizma determinacije spola. Tucker (1958) te Ren i sur. (2020) daju
mnoge primjere poliploidije medu kukcima, specificno primjere kod medonosne pcele (A. mellifera) i
njezinih srodnika (Apiidae). Nisu pronadeni radovi koji se bave indukcijom poliploidije u kukaca, pa je ovaj
zavrsni rad jedan od prvih radova koji zadire u tu tematiku. Nakon istraZivanja relevantne literature o

poliploidiji osmisljen je plan provedbe eksperimenta.

Dizajn istrazivanja

Protokol ovog eksperimenta osmislio sam prilagodbom opée metode uzgoja matice pcéela (Johnstone
2008). U eksperimentu sam uzgajao matice medonosne pcele A. mellifera koje sam tretirao citostatikom
kolhicinom u fazama dok su licinke i/ili u fazi jajeta uz parametre koje sam odredio po veli¢ini kapljica i
vremenu tretiranja. Nakon tretiranja citostatikom, matice su uzgajane te su daljnje laboratorijske
zabiljeSke detaljno vodene. Uz licinke i jaja pcela, kao kontrolne skupine uzeta su i jaja mrava roda Lasius
Fabricius, 1804 i vijetnamskih palicnjaka Medauroidea extradentata (Brunner von Wattenwyl, 1907).

Naposlijetku je nacinjen test na poliploidiju kako bi se provjerili ishodi tretiranja.



Uzgoj matica pcela

Za uzgoj matica medonosne pcele Apis mellifera postoji nekoliko metoda (Johnstone 2008). Metoda koju
sam koristio obuhvadala je uzgoj matica u kosnici iz koje je izdvojena originalna matica te svi okviri s
potomstvom. U koSnici preostanu jedino radilice svih dobi te okviri sa skladistima meda i peludi. Takvoj
koSnici se zatvaraju vratasca za pcele i radilice provedu 24h bez matice sto potice njihov instinkt za
stvaranjem nove matice iz prisutnih jaja. Nakon 24h u kosnicu se stavlja okvir s jajima iz koSnice u kojoj Zivi
roj pcela odabranih svojstava. Bududi da su radilice provele cijeli dan bez matice instinkt za stvaranje nove
matice je jak te ée u kratkom roku poceti uzgajati matice iz jaja s umetnutog okvira. Kroz period od 16 dana
na umetnutom okviru pojavljuju se posebno gradene celije u kojima se nalaze matice. Za uzgoj matica
potrebna je stalna prisutnost uzgajivaca jer ¢im se izlegu, mlade kraljice ubijaju konkurenciju ¢ak i u
njihovim kukuljicama. Da bi se to izbjeglo u kompleksnijim istrazivanjima koriste se posebni uzgojni okviri
koji odvajaju matice u zasebne kavezice iz kojih se ne mogu medusobno ubiti. U ovom istraZzivanju odlucio
sam ne koristiti takve metode jer zahtijevaju vise opreme koju pcelari nisu mogli ponuditi. Nakon izlijeganja
nova matica zauzima svoje mjesto u roju te pet dana nakon izlijeée iz kosnice na svadbeni let gdje se pari
s trutovima na visini od oko 25 metara. Oplodena matica ¢uva spermu nekoliko muZjaka u posebnoj vrecici
(sjemeno spremiste, receptaculum seminis) u abdomenu te ga koristi za oplodnju kroz cijeli svoj Zivot. Prva

jaja se mogu ocekivati ve¢ 20 dana nakon izlijeganja matice.
Plan tretiranja

Vrlo je vaino odrediti to¢no vrijeme tretiranja jaja i liCinki pcela radi lakSeg pracenja promjena i
osiguravanja indukcije poliploidije u ranim fazama. Prva faza uzgoja matice inate obuhvacda graft
(presadivanje li¢inki iz ¢elija na okviru u poseban okvir za uzgoj matica), ali u ovom istrazivanju taj dio
metodologije nije raden, vec su jaja i liCinke bila tretirana na odabranom okviru koji sam zatim umetnuo u
kosnicu. Ostale faze obuhvacaju rast jaja u licinku koja se savija u slovo C prije ulaska u fazu kukuljice i
zatvaranja celije s voskom od strane radilica dadilja. Odlucio sam se tretirati jaja i licinke koje jo$ nisu
dostigle savijanje tijela skroz do oblika slova C, Sto podrazumijeva vrijeme tretiranja izmedu prvog i
Cetvrtog dana. Smatrao sam da tretiranje u tom razdoblju daje najvece Sanse za utjecanje kolhicina na
indukciju poliploidije u razvijaju¢em organizmu (Slika 1.). Tretiran je jedan okvir iz koSnice koja je bila bez
kraljice 24h. Okvir je uzet iz koSnice i tretiran u zatvorenom prostoru uz svijetlo lupe, za presadivanje licinki.

Okvir se nalazio izvan kosnice 40 minuta na sobnoj temperaturi.
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Slika 1. Vremenska linija uzgoja matica medonosnih pcela. Na osi su oznaceni bitni trenutci uzgoja. Brojke su izrazene u danima
pa opisani period opisuje 35 dana od jajeta iz kojeg ¢e se matica izle¢i do prvih jaja te matice. Na prikazu je oznaceno optimalno
vrijeme tretiranja. Iznad linije su bitni dogadaji u uzgoju matice. Jednostavna vremenska linija je u mjerilu.

Doze i tretiranje

Kolhicin sam dodavao u celije s mikropipetom 2 do 10 pL. Prilikom dodavanja, kapljica kolhicina bila je
ispustena direktno na jaja i licinke da se osigura Sto veca povrsina za interakciju tkiva i kemikalije.
Volumeni kapljica kolhicina koncentracije 1 M bili su odredeni ovisno o veli¢ini kapljice usporedno s
procijenjenom veli¢inom jaja i licinki. Nakon testiranja velicina kapljica na primjeru praznog pcelinjeg saca,

odlucio sam se za volumene 0,5 pL, 1 pLi 2 pL. (Slika 2.)

Slika 2. Veli¢ina kapljica. A) test za veli¢ine kapljica u usporedbi s ¢elijama i procijenjenom veli¢inom jaja i li¢inki s upotrebom bojila
za hranu i mikropipete 2 do 10 pL. B) test za veli¢inu kapljica na hidrofobnoj povrsini. Brojevi na slici su izrazeni u mikrolitrima.

prva jaja



Uzgoj tretiranih jedinki

Nakon uzgoja matica, vecina jedinki se trebala usmrtiti te su se uzorci trebali skladistiti u etanolu u
zamrzivacu, za naknadnu provjeru poliploidije. Dio matica inace bi trebao biti preraspodijeljen u male
kosnice s nekoliko okvira i radilica iz pocetne kosnice. KoSnice se onda ostave otvorene i omoguci se
pokusnoj matici da se pari s trutovima. Kroz period od nekoliko mjeseci trebalo bi promatrati koSnicu te
sakupljati uzorke svog potomstva koje se izleglo iz jaja pokusne matice. Nakon dovoljno sakupljenih
uzoraka i promatranog odnosa pokusne matice i potomstva te socijalnih uloga nastalog potomstva, roj
pokusne matice bi se usmrtio etil acetatom te bi se uzorci skladistili u etanolu u zamrzivacu (Reiss i sur.
1995.) Pokusnoj matici i njenom potomstvu bi se provjerio broj kromosoma koristeci kasnije navedenu

metodologiju.

Tretiranje jaja i liCinki mrava

Tretiranje jaja i licinki mrava se odvijalo na drugaciji nacin od tretiranja potomstva pcela. Potomstvo mrava
uzelo se iz uzgojnih epruveta u kojima su se nalazile kraljice mrava roda Lasius, uhvacene nekoliko dana
prije provodenja pokusa. Mravi su se uzgajali u posebno preuredenim plasticnim epruvetama s dijelom
napunjenim vodom i dijelom za Zivotni prostor mrava. lzmedu dva prostora je vata preko koje jedinke
mogu piti vodu i unutar koje mogu drzati jaja i licinke na odredenoj vlazi. Epruveta se zatvorila drugom
vatom preko koje jedinke mogu disati (Banks i sur. 1981.) (Slika 3.) Za pokus su se uzimale epruvete u
kojima su se nalazile samo kraljica i jaja bez jo$ izlegnutih radnika. Za svaku epruvetu sam odredio
vremensku grupu tj. vrijeme koje ¢e jaja iz te epruvete provesti potopljena u kolhicinu, te epruvetu koja c¢e
posluziti kao kontrola. Jaja i licinke su se uzimale iz epruveta i potapale u istoj razini kolhicina u jazicama
(Slika 3.). Zbog sigurnosti da se jaja ne oStete koristio sam plasti¢nu iglu za presadivanje li¢inki pcela (Slika
4.). Nakon stavljanja potomstva iz epruvete u jaZicu s kolhicinom, njezno sam potopio jajasca u jaZici da
osiguram da se cijela povrSina nalazi pod kemikalijom. Nakon $to odredeno vrijeme prode uklonio sam
kolhicin iz jaZice upotrebom kapaljke s plasti¢nim nastavkom za mikropipetu, kako bi osigurao da ne
pokupim jajasca. Koristeéi iglicu za presadivanje pokupio sam tretirana jaja i vratio ih kod kraljice u
epruvetu, nakon ¢ega sam epruvetu stavio u zamraceni prostor. Postupak sam ponovio za sve vremenske
grupe. U svom eksperimentu sam koristio sedam vremenskih grupa i kontrolu. Odabrane vremenske grupe
su 20, 30, 60, 90 i 120 sekundi te dvije grupe gdje su jaja stajala u kemikaliji dok ona nije isparila iz jaZice

na sobnoj temperature (00).



Slika 3. Improvizirane uzgojne tube i jaZice za tretiranje. A) improvizirane uzgojne epruvete za uzgoj mrava. Epruveta se sastoji
od dva dijela odvojena vatom. Prednji dio sadrzZi otvor epruvete zatvoren vatom te Zivotni prostor za mrave izmedu dvije vate.
Drugi kraj epruvete sluZi kao spremnik za vodu, koju jedinke mogu piti preko srednje vate. B) Improvizirane jaZice za tretiranje jaja

mrava i palicnjaka izradene od ostatka bombonijere. Kalup je plasti¢an s centralnim udubljenjem koje moze drzati hrpicu jaja
prekrivenu kemikalijom.



Slika 4. Fotografija plasti¢ne iglice za presadivanje (graft) licinki pcela, pri uzgoju novih matica. Iglica radi na sistemu Zli¢ice za
sakupljanje jajasaca i li¢inki s pomicnim dijelom koji radi na bazi opruge. Cijeli alat funkcionira poput kemijske olovke te omoguéuje
lakSe uzimanje i ispustanje jajasaca i lic¢inki.

Tretiranje jaja palicnjaka

Tretiranje jaja vijetnamskog pali¢njaka (Medauroidea extradentata) provodilo se na sli¢an nacin kao i
tretiranje mrava, s iznimkom vremena provedenog u kolhicinu za zasebne vremenske grupe. Kod
pali¢njaka je bilo Sest vremenskih grupa i kontrola. Vremena tretiranja bila su: 5min, 10min, 20min, 30min,
1h, i sve dok kolhicin nije ispario sam iz jaZice na sobnoj temperaturi. Periodi tretiranja su izrazeni u
minutama i duZi su od onih za mrave, zbog vecih jaja. Slicno kao i kod mrava, jaja palicnjaka su uzeta iz
terarija i stavljena u jaZice s kolhicinom (Slika 5.) gdje su ostale odredeni period, nakon cega je kolhicin
uklonjen. Jaja razli¢itih vremenskih grupa su prebacena iz jaZica u odvojene uzgojne posudice. Uzgojna
posudica sastavljena je od posudice za urin u kojoj se nalazio papir za zadrZavanje vlage te mreza za
sprjeCavanje izlaska izlegnutih jedinki (Slika 5.). Nakon stavljanja tretiranih jaja u uzgojnu posudicu jaja su

stavljena na zasjenjeno mjesto uz redovito Spricanje vodom radi odrZavanja vlage.



Slika 5. Jaja pali¢njaka u jaZicama i u uzgojnim posudicama. A) Improvizirane jaZice s jajima vijetnamskog pali¢njaka (Medauroidea
extradentata) prije dodavanja kolhicina. Svaka jaZica ima isti broj jaja koja ¢e biti potopljena u istoj razini kolhicina u razli¢itim
periodima izraZenima u minutama. B) Improvizirane uzgojne posudice za uzgoj pali¢njaka iz tretiranih jaja. Posudice su izradene
od posudica za urin s papirom za zadrzavanje vlage te mreZzom koja sprjecava bijeg izlegnutih jedinki (nije prikazana na fotografiji).



Testiranje poliploidije

Za dokazivanje poliploidije u izlegnutim jedinkama pcela, mrava i pali¢njaka koristio sam nekoliko metoda.
Prvi test je uklju¢ivao usporedbu morfologije tretiranih jedinki s jedinkama kontrola svake vrste, gdje bi
obratio paznju na udove, dijelove tijela, boju, epidermalne izrasline i veli¢inu. Poliploidi su redovito vedi
od diploida i haploida, a diploidi su veci od haploida, ali kada ovo i nije pravilo, postoje jasne razlike u
morfologiji nekih organa (Landis, i sur. 2020). Osim morfoloskih usporedbi trebali su se brojati kromosomi
jedinki. Broj kromosoma sve tri vrste je poznat te abnormalnosti u broju kod tretiranih jedinki bi bio dokaz
utjecaja kolhicina. Za brojanje kromosoma kukaca inace se koriste epidermalne stanice, najéesée epitela
mikroskopom. Osim brojanja kromosoma postoje i molekularne metode koje ukljuuju uporabu
kromosom-specificnih proba, koje se veiu za zasebne kromosome svaka duplikacija je vidljiva pod
kasnijom elektroforezom uzorka (Keighren i sur. 1993). Za dokazivanje poliploidije u ovom zavrsnom radu

odlucio sam staviti fokus na usporedbu morfologija kontrola i tretiranih jedinki.
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Rezultati

Tretiranje pcela

Tretiranje je bilo izuzetno tehnicki zahtjevno iz nekoliko razloga: jaja i licinke su izuzetno sitnih proporcija
te uz svoju prozirnost tesko su vidljiva pod odredenim kutovima; hidrofobni vosak je otezavao spustanje
kapljice citostatika na dno ¢elije u kojoj se nalazilo potomstvo; ogranic¢eno vrijeme koje okvir smije provesti
izvan kosnice zbog regulacije vlage i temperature ogranicilo je vrijeme rada mikropipetom; tijekom
tretiranja okvira iz éelija su se izlijegale mlade pcele. Okvir je tretiran trima dozama (0,5 pL, 1 pLi 2 pL).
Zbog tehnicke zahtjevnosti tretiranja nisam uspio tretirati svo potomstvo. Na odabranom okviru jaja su se
nalazila na povrsini oko 10 x 100 éelija, od ¢ega smatram da sam tretirao 80% ¢elija. Nakon tretiranja okvir
je vraéen u kosnicu. Po tvrdnjama pcelara koji se brinuo o kosnici, promatranje jedan dan nakon tretiranja
ukazalo je na to da su pcele prisutne u kosnici pobile svo potomstvo okvira, dok promatranje tri dana nakon

je potvrdilo sumnju. Naknadno tome pcelar je u koSnicu vratio okvire s netretiranim potomstvom iz druge

koSnice da stvore novu kraljicu, Sto su pcele i ucinile.

Tretiranje mrava

Od 7 tretiranih epruveta, svaka epruveta sadrZavala je Zive izlegnute jedinke bez abnormalnih pojava u
njihovoj morfologiji (Tablica 1.). Dodatno kasnije tretiranje preostalih kontrola i promatranje ponasanja
kraljice pokazalo je brigu za mlade nevezano o mirisu kemikalije. Jedinke su nakon kraceg promatranja od

3 dana uzete iz epruvete i stavljene u etanol te u zamrzivac.

Tablica 1. Prikaz vremena koje su jaja provela u kolhicinu usporedno s postojanjem izlegnutih jedinki i njihovim morfologijama.
Morfologije mrava su bile bazirane na sli¢nosti s kontrolom. Vrijeme provedeno u kolhicinu je izrazeno u sekundama. Oznaka oo
oznacava grupu jaja koja su stajala u jazici s kolhicinom sve dok kemikalija nije prirodno isparila na sobnoj temperaturi. Izlegnute
jedinke su prisutne u svakoj grupi, Sto oznacava “+” u stupcu svake grupe.

Vrijeme u kolhicinu|kontrola 20sec 30sec 60 sec 90 sec 120sec |oo 00
Izlegnute jedinke |+ + + + + + + +
Morfologija normalna |normalna |normalna |[normalna normalna |normalnalnormalnafnormalna
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Prilikom vradanja jaja iz jaZica u epruvete, neke hrpice jaja su na sebi i dalje sadrzavala omotac od kolhicina.
Pri pregledu epruveta zamijetio sam postojanje ljubi¢astog obojenja vate za vodu u nekim epruvetama
gdje su jaja doticala vatu. Na slici 6. se moZe primijetiti obojenje vate preko koje mravi piju vodu. Dodatna

testiranja vate u reakciji s kolhicinom i reakciji kolhicina, vode i vate nisu dala nikakvo obojenje.

Kraliica

=== Radnici

Slika 6. Tretirani mravi u improviziranim uzgojnim tubama. A) Epruvete za uzgoj mrava sa spremnikom za vodu (desno) i vatom s
koje mravi piju vodu te koja odvaja dio za Zivot (lijevo). Na vati se primijeti ljubi¢asto obojenje koje se proteZe kroz epruvetu s
tamnijim obojenjem na lijevoj strani s koje se nalaze tretirana jaja mrava. B) Uzgojna tube s ulaza, na vatu iza koje se nalazi
spremnik s vodom. Vidi se kraljica mrava (veca jedinka) te manji radnici izlegnuti iz tretiranih jaja. Na fotografiji se moZe vidjeti
ljubi¢asto obojene crte na vati, s koje jedinke piju vodu.
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Tretiranje pali¢njaka

Od 6 tretiranih grupa svaka je dala Zive jedinke, bez razlika u morfologiji od kontrole (Tablica 2.).

Pali¢njaci su krenuli izlaziti iz jajeta nakon mjesec i pol do dva mjeseca od tretiranja (Slika 7.). Svi uzorci

pali¢njaka su nakon izlaska iz jajeta i promatranja od nekoliko dana, pohranjeni u etanolu i stavljeni u

zamrzivac. Prilikom tretiranja, primijetio sam da kolhicin vremenskih grupa koje su bile tretirane 30

minuta, 1h i dok kolhicin ne ispari (oo) (Tablica 2.; Slika 7.), poprima smedu boju.

Tablica 2. Prikaz vremena koje su jaja provela u kolhicinu u usporedbi s postojanjem izlegnutih jedinki i razlikama u njihovim
morfologijama od jedinki kontrole. Vrijeme provedeno u kolhicinu je izrazeno u minutama. Oznaka oo oznacava grupu jaja koja su
stajala u jazici s kolhicinom sve dok kemikalija nije prirodno isparila na sobnoj temperaturi. Izlegnute jedinke su prisutne u svakoj

grupi, Sto oznacava “+” u stupcu svake grupe.

Vrijeme kontrola [5min 10min 20min 30min 1h 00
Izlegnute jedinke |+ + + + + + +
Morfologija normalna|normalnalnormalna|normalnalnormalnajnormalnalnormalna
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Slika 7. Epruveta kolhicina s kojim su se tretirale 3 grupe jaja pali¢njaka i uzgojna posudica za izlegnutim pali¢njakom. A) Epruvetu
s kolhicinom u kojem su stajali uzorci jaja pali¢njaka 30 minuta, 1h i dok kolhicin ne ispari (00). Tri tekuéine su dobile smedu boju
te su na kraju pokusa pomijesane u jednu epruvetu. Na epruveti se vidi tamnije obojenje koje je nekarakteristi¢no za inace prozirnu
kemikaliju kolhicin. B) Pali¢njak koji se izlegao iz tretiranih jaja u uzgojnoj posudi s hranom (lis¢e kupine), papirom natopljenim
vodom za odrZavanje vlage te mreZzom koja sprjecava izlazak jedinki iz uzgojne posude. Pali¢njaci su se izlijegali kroz tjedan dana,
otprilike mjesec i pol do dva mjeseca nakon tretiranja kolhicinom. Morfologija ne pokazuje razlike od pali¢njaka iz kontrole
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Rasprava

Poliploidija je kao pojava, prisutna u biljnom i Zivotinjskom svijetu preZivjela kao adaptacija na mnoge
unutarnje i vanjske faktore. Njezina pojava direktna je prilagodba mnogih Zivotinjskih tkiva i organa na
visoku metaboli¢ku aktivnost, a kod mnogih biljnih tkiva prilagodba je na ranjavanje i stres. Poliploidija u

mnogih eukariota sudjeluje u regulaciji razvoja potomstva (Tucker 1958) .

Poliploidija omogucuje veéu plasticnost organizmima i time predstavlja uspjesnu adaptaciju kod mnogih
skupina kao jednostavno svojstvo, ali je ujedno i kompleksan mehanizam evolucije i specijacije (Ren i sur.

2020; Wigglesworth i sur. 1966).

Teoretski osvrt na poliploidiju kao prilagodbu, adaptaciju

Kroz evoluciju Zivog svijeta, poliploidiju se moZe smatrati mehanizmom koji je omogucio mnoge brze
adaptacije. Kod biljaka moZemo vidjeti da nasumicna poliploidija moZe kroz nekoliko generacija rezultirati
specijacijom, tj. novom vrstom, jer dugoroc¢no utjece na njezinu morfologiju i fiziologiju koje posredno
dovodi i do reproduktivne izolacije od predacke populacije. Promjena interakcije s okoliSem, a tako i s
oprasivacima, omogucuje poliploidnoj biljci zauzimanje nove ekoloske nise (Thompson i sur., 2008). Ucinak
poliploidije u ovakvom se primjeru moZe objasniti na nekoliko nacina; moguc je utjecaj na vrijeme cvatnje
ili na sastav proizvedenog nektara i morfologiju te privlaénost samih cvjetova oprasivacima. Koji god od
ucinaka imala, poliploidija kod primjera ove biljke postigla je ekolosku specijaciju kroz samo nekoliko

generacija, pa predstavlja i svojevrstan , bottleneck”, drift, u odnosu na predacki populaciju.

Pojava poliploidije unutar vrste omogucuje organizmu prisutnost mutacija koje omoguduju preZivljavanje
i to paralelno s onima koje smanjuju fitnes. Objasnjenje ovog mehanizma leZi u koli¢ini dostupne DNA jer
kod poliploidnog organizma za razliku od haploidnog i diploidnog postoje dodatne kopije svih kromosoma
te pojava negativnih mutacija na jednom kromosomu ne utjece direktno na fitnes organizma zbog

postojanja mnogih zdravih kromosoma (Kerr i Silveira, 1972; Maciver i sur. 2016.).

Vojnici mrava Solenopsis invicta imaju razliCit broj kromosoma od radilica iako su nastali od iste kraljice
(Renisur. 2020 prema Scholes i sur., 2013). Ovdje moZemo govoriti i 0 metaboli¢koj aktivnosti organizama
ovih mrava gdje ovisno o ulozi koju obavljaju, razli¢iti zadatci zahtijevaju razli¢ito ulaganje energije.

Poliploidija bih mogla utjecati na jacu ekspresiju i sintezu proteina koji bi sudjelovali u poja¢anom
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metabolizmu takvih jedinki. Ovdje bih mogao dati usporedbu takvih mrava s metabolicki aktivnijim tkivom
u nekih vrsta poput kukca roda Rhodnius Stal 1859, kod kojih za vrijeme duzZeg gladovanja (30 do 40
tjedana) masno tkivo pokazuje znakove fuzije stanica i poliploidije koje omoguéuju odrzavanja prirodne
metabolicke aktivnosti za vrijeme stresa (Wigglesworth i sur. 1966). Osim primjera za vrijeme stresa,
metabolicki aktivnija tkiva koja pokazuju poliploidiju mogu se pronadi i u prirodnim uvjetima u pcele Apis
mellifera i bumbara Bombus terrestris gdje je primijeéena poliploidija u tkivima letnih misi¢a, zalca, nogu
te Malpighijevih cjevcica (Rangel et al., 2015; Ren i sur. 2020 prema Aron i sur., 2005). Neka metabolicki
aktivnija tkiva u pcele gube svojstvo poliploidije kako Zivotinja stari pa je tako primijecen znacéajan pad u
razini poliploidije u tkivima letnih misi¢a i nogama, no nije primije¢en pad kod tkiva Malpighijevih cjevcica.
Kod ovog metabolicki aktivnog tkiva primijecen je (iako ne znacajan) rast u poliploidiji kroz starenje (Rangel
i sur. 2015). Rad Renglea i sur. (2015) nam daje uvid kako s padom upotrebe i aktivnost tih tkiva pada i
razina poliploidije. Moguénost unutrasnjih mehanizama da poveéaju broj kromosoma omoguduje takvim
stanicama da proizvode vise enzima i drugih proteina Sto posredno tkivo ¢ini aktivnijim. Takoder treba se
osvrnuti na Tuckerov (1958) rad koji govori o pojavi automikticne partenogeneze u matice medonosne
pcele, gdje dolazi do multiplikacije potpunog broja kromosoma u jajetu koje je haploidno. Takvo jaje je
trebalo dati haploidnog truta, no zbog multiplikacije dat ¢e Zensku radilicu i to bez oplodnje. Pojava
izlijeganja radilica u neoplodene matice dokazana je stvaranjem homozigotnih radilica od neoplodene
heterozigotne matice. Ovakav mehanizam je vrlo sli¢an hipotezi za kojom sam se vodio u ovom istraZivanju
te njegova pojava nije rijetkost u uzgoju medonosnih pcela. lako se Cini kao korisna sposobnost matica, ne
mozemo tvrditi da je (pred)prilagodba samo za stvaranje kolonije pri nedostatku muzjaka jer nije
primijecena uvijek u tim uvjetima. Ovaj primjer pokazuje ulogu poliploidije u regulaciji potomstva Sto je

vrlo prikladan mehanizam kod organizama ¢iji spol se regulira brojem kromosoma.

Poliploidne stanice nastanu procesom endoreplikacije gdje dolazi do amplifikacije DNA bez da se stanice
podijele. Takve stanice imaju vaznu ulogu u fiziologiji tkiva, razvoju, starenju, reprodukciji i lije¢enju rana
(Ren i sur. 2020). Proces endoreplikacije se moZe podijeliti na dva tipa: endociklus i endomitoza (Slika 8.).
Kod endociklusa dolazi do ponavljajuce S faze gdje se replicira DNA, i G faze u kojoj se stanice pripremaju
za ponovnu S fazu. Za razliku od endociklusa koji ne pokazuje znakove mitoze, endomitoza pokazuje
abortivnu mitozu kod koje ne dolazi do citokineze, vec stanice ulazu u ponovnu S fazu (Fox i Duronio, 2013).
Nova istraZivanja pokazuju kako i endociklus i endomitoza postoje u musicama i sisavcima, te bududi da je
njihova prisutnost primijeéena u istim tkivima, razlika se moZze smatrati nebitnom jer oba procesa dovode

do poliploidije (Fox i Duronio, 2013 prema Ullah i sur., 2009; Unhavaithaya i Orr-Weaver, 2012).
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Fig. 1.
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Slika 8. Prikaz usporedbe mitoze i dva tipa endoreplikacije: endociklusa i endomitoze, u obliku strelica koje prikazuju tijek svakog
procesa. Slika je preuzeta iz rada Fox i Duronio 2013. ,Endoreplication and polyploidy: insights into development and disease*.
G1, S, G2 su faze interfaze dok mitoza je oznacena s slovom M. Pod A. vidimo prikaz mitoze s prirodnim prolaskom svih faza; B.
kod endomitoze mozZzemo vidjeti kako stanica preskace fazu mitoze i G1 fazu te nakon G2 faze ponovno ulazi u S fazu gdje dolazi
do sinteze DNA molekule, usporedno s njom endociklus je sastavljen od repeticije S faze gdje nastaje DNA i G faze gdje se stanica
priprema za ponovnu S fazu.

Kod vinskih musSica roda Drosophila Fallén 1823, diferencirane diploidne stanice epiderme i epitela
probavnog trakta prilikom ranjavanja ulaze u endociklus i postaju poliploidne (Ren i sur. 2020). Ovakav
odgovor na stres sli¢an je odgovoru masnog tkiva kod roda Rhodnius Stal 1859 u radu Wigglesworth i sur.
(1966), gdje stanice postaju poliploidne jer tako povecéavaju biosintezu makromolekula za preZivljavanje i
nosenje sa stresom. Doduse povedéan broj kopija gena ne mora znaciti i povecanu ekspresiju istih, zbog
Cega se hipoteza da poliploidija mora nuzno dovesti do poveéavanja biosinteze smatra prejednostavnom
(Kimisur., 2011; Fox i Duronio, 2013). Kod primjera roda Drosophila susre¢emo se s indukcijom poliploidije
ranjavanjem nazvanim WIP (wound-induced polyploidization) (Losick et al., 2016). Ovdje je moguce
postaviti hipotezu da je izazvana poliploidija reakcija stanica oko rane koja bi omoguduje brze zarastanje i
odgovor na mogucu infekciju. Vinske musice roda Drosophila su takoder primjer za endociklicki nastanak
dvaju tipova poliploidnih stanica ovisno o rasporedu kromosoma. Nastale stanice mogu sadrZavati
poliploidne kromosome tj. duplicirane verzije svih kromosoma diploidnih stanica ili politene kromosome
gdje nije doslo do razdvajanja sestrinskih kromatida nakon multiplikacije te je takav ,mega“ kromosom
vidljiv u jezgri (Ren i sur. Prema Frawley i Orr-Weaver, 2015). Oba tipa stanica nastaju endociklusom te je
mogu¢ naknadni prijelaz izmedu njih proucavan u stanicama jajnika musica roda Drosophila (Bauer et al.,

2012). Prilikom endociklusa u stanicama jajnika protein kondenzin Il utje€e na razdvajanje kromatida Sto

17



sprjecava nastanaka politenih kromosoma. Frawley i Orr-Weaver (2015) te Stormo i Fox (2017) proucavali
su politene kromosome, specijalni oblik poliploidnih kromosoma u kojima ne dolazi do duplikacije
heterokromatinskih regija. Za razliku od politenih poliploidni kromosomi, iako zahtijevaju vise energije, za

razdvajanje i duplikaciju, prakti¢ni su zbog duplikacije svih gena u velikom broju.

Mehanizmi regulacije endoreplikacije su prisutni u diploidnim stanicama (Ren i sur. 2020). Aktivnosc¢u
hormona kukaca, ciklin-ovisnih kinaza, ciklina i enzima stanice reguliraju razvoj i okoliSne faktore
indukcijom endoreplikacije. Juvenilni hormon (JH) i 20-hidroksiekdison (20E) su dva dominantna hormona
ukljuena u razvoj , metamorfozu, presviacenje i reprodukciju kukaca. Istrazivanja takoder pokazuju da
imaju i znacajnu ulogu u regulaciji endoreplikacije vezuci se za jezgrene receptore ¢ime induciraju
ekspresiju gena za stanicni ciklus (Slika 9.) (Fallon and Gerenday, 2010; Jindra et al., 2013). lako je
interakcija ova dva hormona medusobno slabo istrazena, smatra se da mogu zajednicki koordinirati
dijeljenje stanica za vrijeme MES (mitotic-endcycle switch) procesa (Ren i sur. 2020). MES je proces
promjene stanica odredenih tkiva iz provodenja mitoze u provodenje endoreplikacije zbog indukcije nekog
faktora. Faktori mogu biti unutrasnji faktori razvoja ili okolisni faktori poput primjera roda Drosophila Cije
stanice jajnika pokazuju znacajan sadrzaj politenih kromosoma nakon izlaganja niskim temperaturama i
hranom bogatom proteinima (Mal’ceva et al., 1995). Ovdje bih se osvrnuo na poliploidiju kao pojavu koja

omogucduje prolaznu adaptaciju na stresne uvjete, kroz regulaciju mitoze u endociklus (Ren i sur. 2020.)
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Slika 9. Prikaz mehanizma Juvenilnog hormona u regulacije endociklusa stanica kukaca. U mehanizmu sudjeluju faktori prisutni i
u diploidnom tkivu poput ciklin ovisnih kinaza, ciklina te enzima. JH-Met/Tai ligand-receptor kompleks direktno aktivira ekspresiju
gena stanicnog ciklusa ukljuc¢ujuéi i mikrokromosom-odrzavajuce proteine 4 i 7 (Mcm4 and 7), regulator stani¢nog dijeljenja 6
(Cdc6), ciklin ovisnu kinazu 6 (Cdké6), i adenovirus E2 factor-1 (E2f1) da regulira endoreplikaciju i stani¢nu poliploidiju. Me t
(Methoprene-tolerant); Tai (Taiman); Cyc (cyclin); Cdk ( Cyclin-dependent kinase); Rb (retinoblastoma); Cdtl, Cdc10 protein-
dependent transcript 1; Mcm (minichromosome maintenance protein).Prikaz preuzet iz rada Ren i sur. 2020 Regulatory
Mechanisms of Cell Polyploidy in Insects, Frontiers in Cell and Developmental Biology

Osim svih pogodnosti koje poliploidija donosi u adaptaciji organizma na okoli$, vazno je istaknuti i veliki
broj problema koje moZe izazvati. Neregulirana poliploidija moZe imati znacajan negativni utjecaj na
plodnost i fithes organizma jer moZze izazivati genetsku nestabilnost, abnormalnosti u fiziologiji i
morfologiji stanica te malignost tkiva (Zhimulev, 1996; Van de Peer i sur., 2017; Fox i Duronio, 2013).
Otkrivena je povezanost izmedu endoreplikacije i razvoja i progresije tumora u sisavaca (Storchova i
Pellman, 2004; Davoli i de Lange, 2011; Fox i Duronio, 2013; Coward i Harding, 2014). Fox i Duronio
(2013) raspravljaju o povezanosti endoreplikacije i genetske nestabilnosti, gdje se pokazalo kako oba
faktora naizmjeni¢no poticu jedni druge. Stanice koje su genetski nestabilne potaknuti ¢e endoreplikaciju

koja ¢e zauzvrat poticati genetsku nestabilnost, no u isto vrijeme sprjecavat ¢e daljnju mitozu takvih
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stanica (Fox i Duronio. 2013). Fox i Duronio (2013) zakljucuju da endoreplikacija, iako moZe biti Stetna,
predstavlja jedan od aspekata fenotipa diferenciranih stanica te u pravo vrijeme i do odredene razine

predstavlja esencijalni faktor rasta i morfogeneze u biljaka i Zivotinja.

Osvrt na prakticni dio istrazivanja

Po svim navedenim obiljezjima poliploidije kao prirodnog evolucijskog mehanizma i prilagodbe, u ovom
istrazivanju provjerio sam hipotezu je li i umjetna, kemijska indukcija polipolidije u cijelom organizmu
moguca. Subjekt ovog istrazivanja bila je matica medonosne pcele Apis mellifera, Ciji je normalni uzgoj
(Johnstone 2008) za potrebe istrazivanja modificiran upotrebom citostatika kolhicina. Kolhicin je
kemikalija koja utjece na mikrotubule diobenog vretena te sprjecava citokinezu prilikom mitoze stanica, a
utjecaj je prolazan te nakon isparavanja kemikalije, stanice koje su tada postale poliploidne mogu
ponovno i takve uc¢i u mitozu. Hipoteza je glasila da tretirajuci licinke i jaja ove medonosne pcele mogu se
razviti tetraploidne jedinke. Ako se ista jaja uzgajaju kao matice, a razlika u nastanku radilice i matice je
samo u prehrani li¢inke (Johnstone 2008), smatram da ¢e novonastala tetraploidna matica imati
moguénost partenogenetskog stvaranja potomstva tj. da ¢e bez oplodnje stvarati diploidne radilice. U
slu€aju da se takva matica pari s muzjakom, koji mora biti haploidan, nastalo potomstvo bi predstavljalo
triploidnu liniju za koju smatram da ne bi bila genetski stabilna (Slika 10.). Nastalo potomstvo
tetraploidne matice bi prvobitno onda bile partenogenetski izlegnute radilice koje, iako imaju
uobicajenih 32 kromosoma nazivam ,,pseudoradilicama“ (naziv predloZen ovdje) zbog njihovog
neuobicajenog podrijetla. Mogucénost stvaranja radilica bez oplodnje koje su jos k tome i geneticke
kopije same matice daje prospekte za stvaranje novih uzgojnih mjera i proucavanje genetike medonosnih
pcela. U slucaju da je mehanizam stvaranja tetraploidne matice mogué, mozemo predloziti novi nacin
uzgoja matica koji ukljucuje uzgoj poliploidne kraljice iz roja s poZeljnim svojstvima, te uzgoj njenog
potomstva za nove matice kako bi se uspostavile nove kolonije. Buduci da tetraploidna matica ne
zahtijeva oplodnju te zbog toga ni pristup okolini, uzgoj bi bilo moguce potpuno prilagoditi
laboratorijskim uvjetima te brze i efikasnije klonirati veliki broj matica koje ée stvarati kopije odabranog
roja. Za razliku od Tuckerovog (1958) rada i automikti¢ne partenogeneze koja se pojavljuje nasumicno,

sve tetraploidne matice bi trebale imati mogucnost bez oplodnje stvarati radilice.
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Slika 10. Skica teoretskog potomstva poliploidne 4n matice i prepreka u indukciji takve poliploidije. A) Teoretski prikaz govori kako
matica koja je poliploidna (64 kromosoma) bi mogla partenogenezom tj. bez oplodnje stvarati diploidne jedinke koje bi po broju
kromosoma bile jednake prirodnim radilicama medonosnih pcela, no zbog neuobitajenog nastanka ih nazivam
“pseudoradilicama”, u slu¢aju oplodnje gameta poliploidne matice (32 kromosoma) s gametama haploidnim trutom (16
kromosoma) nastaje 3n jedinka s 48 kromosoma koja bi vrlo vjerojatno uginula pri izlijeganju zbog nepravilnog broja kromosoma.
B) Prikaz teoretskih prepreka u stvaranju tetraploidne matice. Prepreke su prikazane kao stepenice koje vode od diploidnog oblika
jedinke u poliploidni oblika. Prve dvije stepenice su tehnicke i govore o problemima koji se mogu susresti u pokusu te koji bi
onemogudili dobivanje pozitivnih rezultata. Druge dvije su molekularnog karaktera i govore o pojava koje se mogu desiti zbog
efekta kemikalije s kojom se jaja i licinke tretiraju.

U mojoj hipotezi sam predloZio nekoliko mogudih stepenica koje trebam prijeéi u stvaranju tetraploidne
matice (Slika 10). Stepenice predstavljaju tehnicke i molekularne probleme koje bi mogle sprijeciti
pozitivne rezultate ovog istrazivanja (Slika 10.). Prve dvije stepenice ukljuCuju tehnicke probleme pri
izvodenju pokusa koji bi ometali stvaranje poliploidije i ukljucuju utapanje li¢inki i jaja u samoj kemikaliji
te usmrdéivanje tretiranog potomstva od strane radilica. Te stepenice sam zaobisao testiranjem veli¢ine
kapljica i njihovih volumena te odredio najbolje volumene. Kod rada s pcelama nisam uspio prijeci drugu
tehnicku prepreku, jer su radilice usmrtile cijeli okvir potomstva nevezano bilo ono tretirano ili ne. Da bi

zaobiSao tu prepreku tretirao sam jaja mrava roda Lasius koja su se nalazila u uzgojnoj tubi samo s kraljicom
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bez radilica. Hipoteza je bila da sama kraljica mrava ne bi usmrtila svoje potomstvo ve¢ da takvu ulogu u
koloniji, kao i kod pcela imaju radilice. Hipoteza nije odbacena s promatranjem kraljica mrava nekoliko
replika kako se brinu o tretiranim jajima. Druge dvije prepreke su molekularnog karaktera te predstavljaju
smrtnost tretiranog potomstva zbog preduge inhibicije diobenog vretena i smrtnost zbog genetske

nestabilnosti nastalih jedinki.

Argumentirao bih da je druga prepreka (smrtnost zbog preduge inhibicije diobenog vretena) u ovom
istrazivanju uspjesno predena, jer postoje izlegnute jedinke iz jaja koja su stajala u kolhicinu dok isti nije
ispario na sobnoj temperaturi. Budu¢i da medu tretiranim mravima vidimo Zive jedinke (Tablica 1.)
smatram da su radilice pcela usmrtile tretirano potomstvo zbog instinkta za CiS¢enje i pronalaska strane
tvari na potomstvu, a ne zbog smrtnosti izazvane od strane kolhicina. Zadnja stepenica je smrtnost zbog
nestabilnosti genoma. Ova prepreka je tesko uocljiva jer u parametrima mojih pokusa nisam pratio omjer
tretiranog i izlegnutog potomstva. Kako bih provjerio ovu stepenicu bila bi mi potrebna molekularna
istrazivanja. Mogude je argumentirati kako, po dobivenim rezultatima ne mogu tvrditi da je kemikalija

uopdée utjecala na tretirano potomstvo mrava i pali¢njaka.

Buduci da sam u ovom istraZivanju svoje rezultate temeljio samo na usporedbi morfologije (fenotipa)
kontrole i tretiranog potomstva, ne mogu tvrditi da je kolhicin uspjesno izazvao poliploidiju ili je li uopée
utjecao na tretirana jaja. lako je ovo istraZzivanje imalo za cilj teoretski prouciti moguée nacine umjetne
indukcije poliploidije ¢itavog organizma odlucio sam provesti neke od ovih pokusa da dobijem bolji dojam
o realnosti ove hipoteze. Daljnja istrazivanja bi ukljucivala provjeru poliploidije dobivenih mrava i
palicnjaka, molekularnim metodama. Nakon provedenih istraZivanja smatram da je za uspjeSno
provodenje indukcije poliploidije u medonosnih pcela potrebna prilagodba metoda koja ne ukljuéuje
radilice. Prijedlog takve metode, iako tehnicki iznimno zahtjevan, bio bi laboratorijski uzgoj nesparene
matice koja apomikticnom partenogenezom stvara jaja radilica koja se zatim tretiraju i uzgajaju kao

tetraploidne kraljice.
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Zakljucak

U objavljenim istrazivanjima ne postoji spomen indukcije poliploidije kod matice pcela, pa se ovaj zavrsni
seminarski rad moZe smatrati prvim objavljenim materijalom na ovu tematiku. lako je kod opnokrilaca
poliploidija prirodno prisutna, s njome nije jednostavno manipulirati. Zbog tehnickih poteskoéa u tretiranju
i radu s pcelama izvan laboratorijskih uvjeta ne mogu konacno zakljuciti kako kolhicin utjeée na jajaili¢inke
medonosne pcele. Prema dobivenim rezultatima ipak mogu zakljuciti da indukcija poliploidije u matica
medonosne pcele Apis mellifera zasigurno nije moguéa u prirodnim uvjetima. Ne mogu tvrditi ni da su
licinke pcela usmréene zbog abnormalnosti nastalih kemikalijom ili jednostavno zbog prisustva strane
kemikalije u koSnici. 1z pokusa na mravima roda Lasius i vijetnamskim pali¢njacima mogu zakljuditi da
tretiranje jaja ovih vrsta kolhicinom ne inhibira razvoj jaja i ne uzrokuje morfoloske promjene na nastalom
potomstvom. Ponovno, ne mogu tvrditi da sama kemikalija nije imala utjecaj na kromosomski sastav
tretiranih jedinki, ve¢ samo da ekspresija novog sastava genoma moZda nije vidljiva u samoj morfologiji.
Ono $to mogu tvrditi jest da je potomstvo pcela bilo usmréeno od strane radilica, a ne zbog utjecaja
kemikalije, jer potomstvo mrava koji su genetski vrlo sli¢ni pelama nije pokazalo istovjetnu smrtnost
nakon tretiranja. 1z rezultata ovog istraZivanja, provedenog ukupno na tri vrste iz razli¢itih skupina, ne
mogu tvrditi da koristena kemikalija moze uzrokovati poliploidiju, promatraju¢i samo morfologiju

tretiranih jedinki i kontrole.
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Zivotopis

Nakon zavrsene Osnovne skole Savski gaj, 2015. godine upisuje Agronomsku Skolu Zagreb, koju zavrsava s
jednim od najboljih uspjeha generacije. Za vrijeme Skolovanja sudjeluje na Erasmus projektu mobilnosti na
dvotjednom programu “Primjene agrotehnic¢kih mjera u vodstvu gospodarstva” u Padovi. Takoder za
vrijeme srednje skole u srpnju 2017. sudjeluje na Ljetnoj Skoli znanosti u PoZegi kao sudionik projekta Be(e)
inspector, pod vodstvom Alexandra Kempf, CNRS Pariz. Naucena iskustva prezentira u studenom 2017. na
konferenciji “Korak u nauku” u Istrazivackoj stanici Petnica, Srbija. U kolovozu 2018. godine ponovno
sudjeluje na Ljetnom kampu kao sudionik projekta “Brain maps perception, not reality”, pod vodstvom
Celie Loriette, ISC Marc Jeannerod. Nakon zavrSene srednje Skole 2019. godine upisuje Prirodoslovno-
matematicki fakultet, smjer biologija. Sluzbeno postaje volonter drustva za edukaciju van okvira (EVO)
2019. godine gdje provodi nekoliko radionica i predstavlja drustvo na Otvorenim danima Instituta Ruder
Boskovié. U kolovozu 2021. godine, u svojoj drugoj godini studija, postaje ¢lan Udruge studenata biologije-
BIUS te se pridruzuje sekciji za Opnokrilce na velikom terenu Udruge. Za vrijeme c¢lanstva, s voditeljima
sekcije radi na prijedlogu za prvi hrvatski péelarski park. U listopadu 2021. preuzima vodstvo sekcije za
Opnokrilce, u kojoj u oZujku 2022. godine pokrece istrazivacko-edukacijski projekt “Cvjetna druzba” s
ciliem proucavanja urbanizacije na populacije oprasivaca. Za vrijeme obrazovanja aktivira se u studentskoj
zajednici te u studenom 2021. godine postaje studentski predstavnik u Vije¢u BioloSkog odsjeka. Zbog
aktivnosti u Udruzi BIUS, nagraden je s izborom za ¢lana Upravnog odbora Udruge u prosincu 2021. godine,
s duznosti voditelja Web-a te koordinatorom studentskog Casopisa In Vivo. U svojem obrazovanju
sudjeluje i organizira nekoliko projekata, od kojih je znacajno sudjelovanje u projektu ProSPer (Provedba i
unapredenje stru¢ne prakse na PMF-u - ProSPer PMF) obavljajuci praksu u Ministarstvu gospodarstva i
odrzivog razvoja, Zavodu za zastitu prirode i okolisa, pod mentorstvom dr.sc. Ana JeSovnik, kao sudionik
na projektu “Cro Buzz Klima”. Takoder sudjeluje u projektu drustva za edukaciju van okvira u projektu
“Korak u znanost” na izradi sistema radionica za provedbu u srednjim Skolama. Njegova aktivnost u
studentskoj zajednici donosi mu poziciju predstavnika studenata biologije Hrvatske, u mrezi studenata

biologije Europe YEB (Young European biologist) u kolovozu 2022. godine.
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