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1. UVOD

1.1. Simbiotski odnosi mikroba i eukariota

Prema izvornoj definiciji, simbioza je trajan zajednicki zivot razli¢itih organizama
(Oliver i Russel 2016, Werren i sur. 2008) i obuhvaéa Siroki raspon interakcija — 0d
mutualizma (odnos u kojem svi uéesnici imaju koristi) preko komenzalizma (jedan organizam
ima koristi bez Stete po drugog) do parazitizma (jedan organizam ima Koristi na Stetu
drugoga) (Dimijian 2000). U stvarnosti ove tri kategorije postoje kao kontinuum duz kojeg se
priroda simbiotskog odnosa zbog promjena zivotnih okolnosti tijekom evolucije i
pojedinacnih organizama moZze mijenjati od jedne prema drugoj. Takoder, simbiotska
interakcija moZe istovremeno imati obiljezja svih triju kategorija (Werren i sur. 2018). ovisno

0 uvjetima.

Veliki broj simbiotskih odnosa sastoji se od jednog viSestani¢nog eukariotskog
organizma zdruzenog s jednom ili viSe vrsta mikroorganizama; bakterija, virusa, eukariotskih
mikroorganizama ili arheja, koji ¢esto imaju klju¢nu ulogu u fiziologiji, razvoju, ekologiji i
evoluciji eukariota. Neki primjeri takvih odnosa su: biljke i mikorizne gljive, biljke i
nitrofiksacijske bakterije, Zivotinje i fotosintetske bakterije ili alge, Zivotinje i kemosintetske
ili luminiscentne bakterije, simbionti probavila zivotinja i nasljedni simbionti insekata.

(Oliver i Russel 2016).

Veéi organizmi u simbiontskom odnosu se obi¢no nazivaju domacinom, a manji
organizmi simbiontima. Ektosimbionti su izvanstani¢ni mikrobi koji koloniziraju povr$ine
poput epiderme Kkorijena biljaka, koze sisavaca, egzoskeleta insekata i zivotinjskih probavila,
svaka ih nova generacija domacina stjeCe 1z okolisa ili preko medusobnog kontakta i imaju
ulogu u obrani i probavi. Endosimbionti su specijaliziraniji primjer simbiontskih mikroba koji
naseljavaju unutarnja tkiva i stanice, a prenose se vertikalno preko jaja ili sjemenki i mogu
opstati unutar nasljedne linije domacina tisu¢ama ili milijjunima godina. Domacina

snabdijevaju nutrijentima i sekundarnim metabolitima za obranu.

Alternativni nacin prenoSenja nasljednih simbionata ukljucuje manipulaciju
reprodukcijskih ili razvojnih procesa domacina na nacin koji pogoduje transmisiji simbionta
te takve primjere nalazimo u biljkama 1 ¢lankonoScima, ali ne 1 u kraljeSnjacima (Oliver 1
Russel 2016) — u ovu kategoriju spadaju i reproduktivni paraziti, mikrobi karakteristi¢ni za

Clankonosce koji se nasljeduju preko zenske gametne linije i usmjeravaju reprodukciju



domacina prema vecoj produkciji i prezivljavanju zarazenih Zenki, a najpoznatiji primjer
takvog parazita su bakterije roda Wolbachia (Duron i sur. 2008.). Simbiotski odnosi mogu
utjecati na adaptaciju, reprodukciju i fitnes (sposobnost opstanka) organizama, specijaciju i
izumiranje vrsta te na ekoloske sustave. Obligatna i nasljedna simbioza dovodi do procesa

evolucije koji se naziva simbiogeneza (Gontier 2016).

1.2. Bakterije roda Wolbachia

Bakterije roda Wolbachia su najrasprostranjenije endosimbiotske bakterije u
zivotinjskom svijetu. Obitavaju u velikom broju vrsta ¢lankonozaca i nematoda s kojima zive
u parazitskom ili mutualistickom odnosu. Prevalencija medu vrstama kre¢e se u rasponu od
20-75 % (Hilgenboecker i sur. 2008). Imaju karakteristi¢ne fenotipske ucinke na reprodukciju
i plodnost domacina kako bi povecale svoje Sirenje kroz populacije (Taylor i sur. 2018).
Primarno se prenose vertikalno preko zenske gametne linije, no moguéi je i horizontalni

prijenos s vrste na vrstu preko hemolimfe ili probavila (White i sur. 2017.).

Otkrice ove bakterije 1924. godine bilo je rezultat suradnje dvaju znanstvenika,
Samuela Burta Wolbacha i Marshalla Hertiga, u doba koje su obiljezila istrazivanja vezana za
ulogu ¢lankonoZaca u transmisiji ljudskih bolesti. Nakon Wolbachovih otkri¢a da su bakterije
rikecije uzro¢nici pjegave groznice stjenovitog gorja (engl. Rocky Mountain spotted fever)
koju prenose krpelji, i tifusa, koji prenose buhe, dvoje znanstvenika je udruzilo snage kako bi
proucavali organizme slicne rikecijama iz nekih drugih vrsta insekata. To je dovelo do
pronalaska jednog takvog organizma u gonadama komarca C. pipiens, ¢iji ¢e sluzbeni opis
roda i vrste objaviti Hertig 1936. godine i nazvati ga Wolbachia pipientis u ¢ast svome

suradniku (Kozek i Rao 2007).

Bakterija W. pipientis pripada razredu Alphaproteobacteria u koljenu Proteobacteria i
najbliZi poznati srodnici su joj sve bakterije slicne rikecijama koje uzrokuju bolesti sisavaca, a
prenose ih ¢lankonos$ci, npr. rodovi Cowdria i Anaplasma. Rezultati molekularne filogenske
analize za rod Wolbachia otkrili su postojanje osam glavnih grupa (klada) koje se oznacavaju
slovima od A do H, a u nedostatku formalnih opisa pripadaju¢ih vrsta, nazivaju se
supergrupama. Bakterije iz supergrupa C i D nadene su primarno u nematodama, dok su
bakterije iz ostalih supergrupa primarno nadene u ¢lankonoscima, kod kojih su A i B najéesce

(Casiraghi i sur. 2005, Stouthamer i sur. 1999, Taylor i sur. 2018, Werren i sur. 2008).



Ove gram-negativne bakterije (Slika 1) poprimaju viSe strukturnih formi — od vrlo
malih, nepravilno oblikovanih stapicastih (duljine 0,5 — 1,3 um) ili sferi¢nih (promjera 0,25 —
0,5 um) bakterija do jako velikih bakterija (1 — 1,8 um) koje sadrze jednu ili vise manjih
jedinki. Perzistiraju unutar vakuole obavijene trima membranama. Vanjska potje¢e od
domacina, srednja je stani¢na stijenka bakterije, a unutarnja je plazma membrana bakterije
(Stouthamer i sur. 1999, Serbus i sur. 2008). lako su primarno lokalizirane u zametnoj liniji
domacina, mogu obitavati i u stanicama i izvanstani¢nim prostorima somatskih tkiva, npr. u
zivéanom sustavu, masnom tijelu i probavilu ¢lankonozaca te u hipodermalnim tetivama
nematoda. Distribucija bakterije Wolbachia u somatska tkiva najviSe je regulirana na¢inom
segregacije u embrionalnom razdoblju, ali postoji i aktivna invazija somatskih tkiva tijekom

ontogeneze domacina (Pietri i sur. 2016).

Neke od potencijalnih evolucijskih posljedica infekcije bakterijama Wolbachia su
spolna selekcija i promjene u omjeru spolova populacije, gubitak muskog spola zbog
partenogeneze, specijacija kao posljedica citoplazmatske inkompatibilnosti i izumiranje zbog

smanjenja broja potomaka i geneti¢ke varijabilnosti populacija (Charlat i sur. 2003).

Istrazuju se i mogucnosti praktiéne primjene bakterije Wolbachia i njenih svojstava kao
alata za poboljSanje korisnih vrsta insekata kroz koinfekciju genetski modificiranog faktora
koji se nasljeduje preko citoplazme (virusa ili simbiotske bakterije) s bakterijom Wolbachia
pri ¢emu bi Wolbachia bila pokretacki faktor za nasljedivanje, a citoplazmatski faktor bi
sluzio za ekspresiju zeljenog gena, za suzbijanje populacija Stetnih insekata Kkroz
citoplazmatsku inkompatibilnost ili zamjenu Stetne populacije s manje Stetnom populacijom
iste vrste, za ubrzavanje starenja insekata prijenosnika bolesti itd. (Bourtzis 2008, Stouthamer
i sur. 1999).

Za detekciju bakterija roda Wolbachia koriste se fenotipska ispitivanja i molekularne
metode koje su pouzdaniji na¢in. Zbog svoje brzine i dostupnosti, u vecini istraZzivanja koristi
se dijagnosticka metoda lanc¢ane reakcije polimerazom PCR (od engl. polymerase chain
reaction) s pocetnicama specificnima za bakteriju Wolbachia. Kod ove metode za potvrdu
prisutnosti bakterije potrebno je detektirati PCR - produkt odgovarajuce veliCine, a pozeljna je
I dodatna potvrda na razini sekvencije dobivenog produkta. Ipak, mana ove metode je
mogucénost dobivanja laznih negativnih rezultata koji nastaju zbog nepravilnog vezivanja

pocetnica ili niskog titra bakterije u uzorku (Russell 2012).



Slika 1. Brojne bakterije roda Wolbachia u jajnoj stanici vrste oblica Dirofilaria immitis
(sréani crv). Crvena strelica oznacava jednu bakterijsku stanicu. Skala = 1 pm (Preuzeto i

prilagodeno od Kozek i Rao 2007).

1.2.1. Fenotipski ucinci bakterije na domacine

Najces¢i ucinak je -citoplazmatska inkompatibilnost (CI, od engl. cytoplasmic
incompatibility), mehanizam kod kojeg se jaja nezarazene Zenke ne mogu razviti ako ih
oplode spermalne stanice zaraZzenih muzjaka, a ako su i1 Zenka 1 muZjak oboje zaraZzeni mogu
proizvesti vijabilne embrije. Citoplazmatska inkompatibilnost je vrsta genskog upravljanja i

utjece na strukturu populacije te uzrokuje reproduktivnu izolaciju (Beckmann i sur. 2017).

Indukcija partenogeneze (telitokije) je rjedi u¢inak od CI i dosad je dokumentiran samo
kod vrsta s haplodiploidnim sustavom odredivanja spola, kod kojih se muZjaci razvijaju iz
neoplodenih jajaSaca i haploidni su, a Zenke nastaju iz oplodenih jajasaca i one su diploidne
(npr. kod grinja, opnokrilaca i resokrilaca). Partenogeneza u ovome slucaju nastaje zbog
poremecaja u stanicnome ciklusu tijekom ranog embrionalnog razvoja koji dovodi do

duplikacije genetickog materijala, odnosno do diploidnosti te se iz takvih neoplodenih



jajaSaca zarazenih zenki ne razvijaju muzjaci vec¢ Zenke, koje za razliku od muskog potomstva

mogu dalje prenositi bakteriju (Werren i sur. 2008).

Feminizaciju muzjaka ova bakterija moze uzrokovati kod izopodnih rakova i insekata.
Kod izopoda feminizacija nastaje uslijed proliferacije bakterije u androgenim Zlijezdama S$to
dovodi do hipertrofije androgene Zlijezde i inhibicije njene funkcije, zbog Cega se geneticki
muzjaci razvijaju kao zenke, a kod insekata feminizacija nastaje zbog uplitanja bakterije u

puteve determinacije spola (Vandekerckhove 2003, Werren i sur. 2008).

Neki sojevi bakterija roda Wolbachia uzrokuju selektivno ubijanje muzjaka (engl. male-
killing) tijekom li¢inackog razvoja mehanizmom letalne feminizacije (Kageyama i Traut
2003), a neki sojevi su multipotentni pa tako u nekim vrstama uzrokuju CI, a u drugima
ubijanje muZzjaka (Werren i sur. 2008). Takoder, ova bakterija moze povecati broj potomaka i
pospjesiti plodnost inficiranih muzjaka (Stouthamer i sur. 1999). U nametni¢kim nematodama
ima mutualisti¢ki u¢inak i njena je prisutnost potrebna za normalni razvoj mikrofilarija i
razmnozavanje zrelih jedinki, a moguce je i da pomazu U izbjegavanju imunoloskog odgovora

kraljesnjaka na nematodne parazite (Taylor i Hoerauf 1999).

1.2.2. Gen za povrsinski protein bakterije Wolbachia sp.

Povrsinski protein bakterije Wolbachia (wsp, od engl. Wolbachia surface protein) je
protein male molekulske mase od oko 22 kDa ¢ija veli¢ina jako varira izmedu razli¢itih
sojeva bakterije. Vezan je za vanjsku membranu bakterije. Analiza sekvence gena wsp
pokazala je da se sastoji od cCetiri hipervarijabilne regije odvojene konzerviranim regijama.
Hipervarijabilne regije imaju veliku stopu genske rekombinacije i evoluiraju brze od drugih
gena u genomu (Serbus i sur. 2021). Varijabilnost njegove DNA sekvence je 10 puta veca od
varijabilnost sekvence za 16S rRNA te se zbog toga ¢esto koristi za filogenetske analize i kao

marker za razlikovanje razlicitih sojeva bakterije (Baldo i sur. 2005, Parvizi i sur. 2013).



1.3. Mravi (Insecta: Hymenoptera: Formicidae)

Mravi pripadaju redu Hymenoptera (opnokrilci) unutar kojeg formiraju zasebnu
porodicu Formicidae (mravi). Pojavili su se u ranoj kredi te su zahvaljujuéi svojoj socijalnoj
organizaciji i prilagodljivosti na razlicite okoliSne uvjete kolonizirali gotovo sva kopnena
stani$ta na Zemlji. Autohtonih vrsta mrava nema jedino na Grenlandu, Islandu i Antarktici
zbog niskih temperatura koje tamo vladaju (Keller i Gordon 2009). U svijetu je do sada
opisano vise od 13 870 vrsta mrava (Bolton 2021), a u Hrvatskoj broj opisanih vrsta iznosi
146 (Jesovnik 2020). Iako maleni veli¢inom, imaju veliki utjecaj na ekosustav — mijesaju
slojeve tla, obnavljaju ga i obogacuju mineralnim sastavom, rasprostranjuju sjemenke biljaka,
vazni su kao predatori i hrana su drugim Zivotinjama (Keller i Gordon 2009). Mnoge vrste
mrava zive u simbiozi s biljkama, drugim ¢lankonoscima, gljivama i mikroorganizmima
(Schultz 2000).

Mravi su eusocijalni organizmi i zive u zajednicama (kolonijama) u kojima postoji
visoko razvijeni sustav kasti. Kaste su grupe specijalziranih ¢lanova kolonije koji obavljaju
razliite zadace te sukladno tome imaju i razli¢itu morfologiju. Kasta radnika obavlja veéinu
svakodnevnih zadataka poput sakupljanja hrane, njege za podmladak, odrZzavanja i obrane
gnijezda. U posebnim komorama gnijezda nalaze se jajasca, li¢inke i kukuljice mladih mrava.
Reproduktivne jedinke kolonije su vece i imaju krila, pojavljuju se samo u odredeno doba
godine, a glavna im je zadaca da odlete i pare se. Kraljica kolonije, koja nastaje od oplodene
zenske reproduktivne jedinke iz druge kolonije, ¢esto je najveci mrav u zajednici i tijelo joj je
nabreklo od jajasaca i pricuvnih masnoc¢a. Ona je majka svih ostalih mrava u koloniji i jedina
joj je zadada da polaZe jaja. Zivotni ciklus kolonije moZe se podijeliti na 3 faze: osnivanje,
rast i reprodukcija (Agosti i sur. 2000). Nove kolonije nastaju na dva nacina, samostalno — pri
¢emu oplodene kraljice odlete i same osnivaju kolonije, i nesamostalno — kraljica u pratnji

mrava radnika.

U istraZivanjima mogu sluziti kao modeli za pracenje promjena u okoliSu ili kao
indikatori bioraznolikosti. Brojni atributi ¢ine ih idealnim modelnim oraganizmima — velike
su raznolikosti, dominantna su vrsta broj¢ano i biomasom u vecini stanista na Zemlji, u
taksonomskim bazama su dobro pokriveni, lako se uzorkuju, zbog stacionarnog gnijezdenja
mogu se visekratno uzorkovati, osjetljivi su na promjene u okoliSu i vazna su karika u

ekosustavu (Agosti i sur. 2000).



1.3.1. Mravi kao domacini bakterije Wolbachia sp.

Bakterija roda Wolbachia je najprevalentniji nasljedni simbiont mrava. Detektirana je u
37,8 % vrsta mrava (Russell i sur. 2012) i upravo su mravi skupina insekata najbolje proucena
u vezi s ovom bakterijom. Infekcija potjece iz Azije, odakle se prosirila na Amerike (Ramalho
i Moreau, 2020). Od fenotipskih u¢inaka koje bakterija Wolbachia ima na mrave najcesca je
citoplazmatska inkompatibilnost, a osim toga uzrokuje i selektivno ubijanje muZjaka (Van
Borm i sur. 2001). Zarazene kolonije vrste Monomorium pharaonis imaju vecée reproduktivno
ulaganje odnosno proizvode vise novih kraljica, brze rastu i razmnozavaju se te stoga imaju
ubrzani zivotni ciklus kolonije (Singh i Linksvayer 2020). Kod vrste mrava Tapinoma
melanocephalum bakterija pridonosi u opskrbi domacina vitaminom B (Cheng i sur. 2019).
Interakcija mrava i ove bakterije posebna je po tome §to mravi mogu izgubiti i ponovno steéi
ovog bakterijskog simbionta tijekom zivotnog razdoblja i mogu biti nositelji vise razlicitih
sojeva bakterije istovremeno (Russell 2012). Infekcija bakterijom Wolbachia ¢es¢a je kod

vrsta mrava koje imaju nesamostalni nacin osnivanja kolonije (Wenseleers i sur. 1998).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je istraziti prisutnost bakterije Wolbachia sp. u mravima
Hrvatske metodom PCR, odrediti geografska podrué¢ja zaraze, izra¢unati ucestalost infekcije

mrava za cijelu Hrvatsku te u pojedinim geografskim regijama Hrvatske.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci i podrudje istraZivanja

Uzorci mrava na kojima je provedeno ovo istrazivanje sakupljeni su na 20 lokaliteta
Hrvatske (Slika 2). Na svakom lokalitetu sakupljen je po jedan ili viSe uzoraka mrava, a svaki
uzorak sadrzavao je nekoliko jedinki (Tablica 1). Uzorci mrava su konzervirani u 75% -tnom

etanolu 1 do analize pohranjeni na +4 °C.

Tablica 1. Sifre uzoraka i podru¢je njihova uzorkovanja.

Sifra uzorka Podrucje uzorkovanja Sifra uzorka Podrucje uzorkovanja
1. G1 Gradiscak 37. OK51 Korcula, Vela Luka
2. G2 Gradiscak 38. OK52 Korcula, Vela Luka
3. G3 Gradiscak 39. OK21 Korcula, Prizba
4, G4 Gradiscak 40. OK22 Korcula, Prizba
5. G5 Gradiscak 41. OK31 Korcula

6. K2 Kalnik 42. OK32 Korcula

7. K3 Kalnik 43, OK41 Korcula

8. K4 Kalnik 44, OK42 Korcula

9. K5 Kalnik 45, L11 Lastovo, Ubli
10. KK1 Klek 46. L12 Lastovo, Ubli
11. KK2 Klek 47. L22 Lastovo

12. KK3 Klek 48. 131 Lastovo, Spilja
13. KR1 Krndija (Petrov vrh) 49, 132 Lastovo, Spilja
14. KR2 Krndija (Orahovica) 50. L41 Lastovo, Zace
15.081 Osijek 51. L42 Lastovo, Zace
16. 0S2 Osijek 52. L51 Lastovo
17.0S3 Osijek 53. L52 Lastovo

18. 0S4 Osijek 54, MT1 Mljet

19. 0S5 Osijek 55. MT2 Mljet

20. SL3 Slatina 56. MT3 Mljet

21.5L4 Slatina 57. LK Novi Vinodolski
22.5L5 Slatina 58. P1 Pula

23.5L6 Slatina 59. P2 Pula

24.SN1 Sveta Nedelja 60. P3 Pula

25.SN2 Sveta Nedelja 61. P4 Pula

26.SN3 Sveta Nedelja 62. P5 Pula

27.5N4 Sveta Nedelja 63. P6 Pula

28.SN5 Sveta Nedelja 64. RAB1 Rab

29. GK1 Gorski kotar 65. RAB2 Rab

30. GK3 Gorski kotar 66. RAB3 Rab

31. GK4 Gorski kotar 67. RAB4 Rab

32. GK5 Gorski kotar 68. RAB5 Rab

33.PM Gorski kotar 69. SP1 Split

34.KlJ Kicljeva jama 70. SP2 Split

35. VR Vrbovsko 71. SP3 Split

36. BR Bribir 72. SP4 Split




Tablica 1. Sifre uzoraka i podru¢je njihova uzorkovanja (nastavak s prethodne stranice).

Sifra uzorka Podrucje uzorkovanja | Sifra uzorka Podrucje .
uzorkovanja
73.SP5 Split 83. M10 Split (Marjan)
74. M1 Split (Marjan) 84.V1 Vis (BiSevo)
75. M2 Split (Marjan) 85.V2 Vis (Komiza)
76. M3 Split (Marjan) 86. KA1 Vis (Komiza)
77. M4 Split (Marjan) 87. KA2 Vis (Komiza)
78. M5 Split (Marjan) 88. KA3 Vis (Komiza)
79. M6 Split (Marjan) 89. KA4 Vis (Komiza)
80. M7 Split (Marjan) 90. KA5 Vis (Komiza)
81. M8 Split (Marjan) 91.TE1 Vis (Teplus)
82. M9 Split (Marjan) 92.V3 Vis (Stoncica)

Slovenia Ztagreb‘
OTrleste %
) Mtia
@ A
14 ‘ Boshia and
Herzegovina
Zadar
X Sarajevo
® he
17 .
Dy, @ Monten
€ 19 ‘ = .
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Slika 2. Lokaliteti uzorkovanja mrava. 1- Gradiscak, 2 — Kalnik, 3 — Sveta Nedelja, 4 —
Slatina, 5 — Krndija, 6 — Osijek, 7 — Gorski kotar, 8 — Kicljeva jama, 9 — Vrbovsko, 10 — Klek,
11 — Bribir, 12 — Novi Vinodolski, 13 — Pula, 14 — Rab, 15 — Split, 16 — Marjan, 17 — Vis, 18
— Korcula, 19 — Lastovo, 20 — Mljet. Uzorci s pojedinih lokaliteta popisani su u Tablici 1.
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Lokaliteti uzorkovanja svrstani su u tri geografske regije Hrvatske - kontinentalna
regija, gorsko - kotlinska regija i primorska regija te su uzorci raspodijeljeni prema tim
regijama (Tablica 2). Najveéi broj uzoraka sakupljen je u primorskoj regiji - 57 uzoraka,

zatim slijedi kontinentalna regija s 25 uzoraka te potom gorsko-kotlinska regija s 10 uzoraka.

Tablica 2. Podjela uzoraka po geografskim regijama Hrvatske.

Kontinentalna Gorsko - kotlinska . ..
regija regija Primorska regija

G1 0S4 KJ BR L42 RAB3 M8
G2 0S5 KK1 OK51 L51 RAB4 M9
G3 sL3 Kk2 0K52 52 RABS M10
G4 SL4 (K;KK‘?’L 0K21 MT1 SP1 V1
G5 SL5 GK3 0K22 MT2 SP2 V3
K2 SL6 GKa 0K31 MT3 SP3 KA1
K3 SN1 GK5 0K32 LK SP4 KA2
K4 SN2 PM oK41 P1 SP5 KA3
K5 SN3 VR 0K42 P2 M1 KA4
KR1 SN4 L11 P3 M2 KAS
KR2 SN5 L12 P4 M3 TE1
0s1 L22 P5 M4 V2
0S2 131 P6 M5
0S3 L32 RAB1 M6

L41 RAB2 M7

3.2. Taksonomsko odredivanje mrava

Jedinke mrava (Hymenoptera: Formicidae) iz svakog uzorka determinirane su pod

lupom na temelju vanjskog izgleda 1 pomocu nekoliko determinacijskih klju¢eva (Bolton

2021, Bracko 2006, Seifert 2018).

3.3. Izolacija DNA iz mrava

Za izolaciju ukupne DNA iz mrava koriSten je komercijalni komplet reagensa DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Njemacka). Ovisno o veli¢ini mrava, kao jedan uzorak uzete su

1-2 jedinke mrava iz pojedine epice s uzorkom. Mravi su pomocu pincete prebaceni u Cisti
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tarionik i ostavljeni da se osuse od ctanola 15 min na sobnoj temperaturi. Pomocu tucka i
tarionika tkivo mrava je homogenizirano u 180 pl pufera ATL. Homogenat je prebacen u
oznacenu plastiénu epruvetu (Eppendorf, Njemacka) od 1,5 ml i dodano joj je 20 pl
proteinaze K. Uslijedili su mijeSanje i inkubacija od 2 sata u termobloku (Eppendorf 2045) na
56 °C i uz 300 okretaja po minuti (rpm). Tijekom inkubacije uzorci su vorteksirani jo§ 3 puta,
svakih pola sata, a po zavrSetku inkubacije vorteksirani su 15 sekundi. U sljede¢em korako
dodano je 200 pl pufera AL, uzorci su snazno vorteksirani i inkubirani 10 min na 56 °C uz
300 rpm. Uzorcima je potom dodano 200 ul 96%-tnog etanola i ponovno su vorteksirani.
Smjesa je pipetom prebacena u DNeasy kolonu. Kolone su centrifugirane u centrifugi marke
Hermle Labortechnik (Njemacka) 1 min na 6000 rcf (od eng. relative centrifugal force), na
sobnoj temperaturi. U svim sljede¢im koracima centrifugiralo se takoder na sobnoj
temperaturi. Kolekcijske su epruvete s nastalim eluatom bacene, a kolone su smjestene u nove
epruvete. U kolone je dodano 500 ul pufera AW1 i centrifugirane su 1 min na 6000 rcf.
Ponovno su kolone smjestene u nove mikroepruvete. Dodano je 500 pl pufera AW2, kolone
su centrifugirane 3 min na 20 000 rcf i zatim su smjesStene u oznacene epruvete od 1,5 mL.
DNA je eluirana dodavanjem 200 pl pufera AE na sredinu membrane kolone. Uzorci su
inkubirani 1 min na sobnoj temperaturi i na kraju centrifugirani 1 min na 6000 rcf. Izolirana

DNA pohranjena je na -20 °C do daljnjih analiza.

3.4. Mjerenje koncentracije izolirane DNA

Koncentracija izolirane DNA odredena spektrofotometrijski pomocu uredaja NanoDrop
ND-1000 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, SAD). Mjerenje je standardizirano s 2 pul pufera
AE (elucijski pufer) iz kompleta za izolaciju DNA. Volumen mjerenih uzoraka bio je 2 pl.

Tijekom mjerenja uzorci su drZani na ledu.

3.5. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Metodom lancane reakcije polimerazom (polimerase chain reaction, PCR) svi su uzorci
prvo testirani na gen za podjedinicu citokrom c oksidaze 1 (CO1) radi provjere kvalitete
izolirane DNA uzoraka, a zatim na gen od interesa - wsp (od engl. Wolbachia surface
protein). PCR se obavljao pomoc¢u uredaja T100 Thermal Cycler (BioRad Laboratories,

SAD). Tijekom pripreme PCR reakcija svi reagensi i uzorci DNA drZani su na ledu. Pocéetnice
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su prije dodavanja kratko vorteksirane i centrifugirane na mini centrifugi. Prije dodavanja u
reakcijsku smjesu uzorci DNA promijesani su laganim lupkanjem prsta po epruveti i zatim
centrifugirani na mini centrifugi. Prije stavljanja u uredaj za PCR, pripremljene reakcije su
takoder centrifugirane na mini centrifugi. PCR testiranje napravljeno je u viSe navrata po 28
(gen CO1) ili 8 (gen wsp) reakcija, a prilikom svakog testiranja koriStena je negativna
kontrola (reakcija s dH,O umjesto DNA uzorka). Po zavrsetku PCR reakcije uzorci su odmah

koriSteni za gel elektroforezu.

3.5.1. Gen CO1

Protokol za umnazanje gena CO1 preuzet je od JeSovnik i sur. (2017.). Umnazanje se
provodilo u ukupnom volumenu reakcijske smjese od 15 pl koja je sadrzavala: 7,5 pl
komercijalne smjese OneTaq Quick-Load 2x Master Mix (New England Biolabs, SAD) koja
sadrzi Taq i Deep VentR (TM) polimerazu, slobodne dNTP, MgCl,, pufer, stabilizatore i dva
bojila za vizualizaciju na gelu; Xylene Cyanol FF i Tartrazine, 0,3 ul 10uM specifi¢nih
pocetnica (Tablica 3), 2 ul genomske DNA i dH,O do 15 pl. Sastav PCR reakcije naveden je

u Tablici 4, a koristeni program za umnazanje gena CO1 u Tablici 5.

Tablica 3. Pocetnice koristene za umnazanje gena CO1 i njihove temperature taljenja (Tm).

Pocetnica Sekvencija (5' - 3") Tm (°C)
Jerry CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 58,9
Ben 2 GCTACTACATAATAKGTATCATG 52,0
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Tablica 4. Sastav PCR reakcije za umnazanje gena COL.

Komponenta Volumen u reakciji (ul) kol:;ﬁiggija
OneTaq Quick -_Load 2x Master 75 1x
Mix
Pocetnica Jerry (10 uM) 0,3 0,2 uM
Pocetnica Ben 2 (10 uM) 0,3 0,2 uM
dH,0 49
DNA 2
Ukupno 15
Tablica 5. PCR program za umnazanje gena COL.
Korak PCR - a Temperatura i trajanje
Predenaturacija 94 °C, 2 min
Denaturacija 94 °C, 1 min
Prianjanje pocetnica 49 °C. 1 min 34 x
Elongacija (sinteza) 72 °C, 1 min
Zavr$na elongacija (sinteza) 72 °C, 5 min
3.5.2. Gen wsp

Detekcija prisutnosti bakterije Wolbachia sp. napravljena je pomocu seta pocéetnica koje
su nespecifi¢ne za soj bakterije, a specifi¢ne su za rod i umnazaju fragment gena wsp veli¢ine
od 550 — 632 pb. (Slika 3, Parvizi i sur. 2013). Protokol za umnaZanje gena wsp preuzet je od
Zha i sur. (2014), a provodio se u volumenu reakcijske smjese od 25 ul koja se sastojala od
12,5 ul komercijalne smjese OneTaq Quick-Load 2x Master Mix, 2,5 ul 2 uM pocetnica i
dH,O (Tablice 6 i 7). PCR program za umnazanje gena Wsp prikazan je u Tablici 8.
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550-632 bp

5 ficpA

wsp whole gene (1,022,938) bp

rpoll 3

Hypothetical protein

Heat shock sigma factor

Slika 3. Fragment gena za povrSinski protein bakterije Wolbachia sp. (wsp) koji se umnaza
pomocu seta pocetnica 81F 1 691R nespecifi¢nih za vrstu bakterije (preuzeto od Parvizi i sur.

2013)

Tablica 6. Pocetnice koriStene za umnazanje gena WSp i njihove temperature taljenja (Tm).

Pocetnica Sekvenca (5' - 3") Tm (°C)
wsp - 81F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC 57,6
wsp - 691R AAAAATTAAACGCTACTC CA 49,1

Tablica 7. Sastav PCR reakcije za umnazanje gena Wsp.

Komponenta Volumen u reakciji (ul) Konac¢na koncentracija
OneTaq Quick - Load 2x
Master Mix 12,5 1
Pocetnica wsp - 81F
2,5 0,2 uM
(2 uM) i
Pocetnica wsp - 691R
2,5 0,2 uM
(2 uM) "
dH,0O 55
DNA 2
Ukupno 25
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Tablica 8. PCR program za umnaZanje gena Wsp.

Korak PCR-a Temperatura i trajanje
Predenaturacija 94 °C, 4 min

Denaturacija 94 °C, 40 s

Prianjanje pocetnica 55°C, 40's 30 x
Elongacija (sinteza) 72 °C, 1 min

Zavrsna elongacija (sinteza) 72 °C, 10 min

3.6. Elektroforeza

Za provjeru PCR - reakcija koriSten je 1 % - tni agarozni gel pripremljen otapanjem 0,4
g agaroze (Sigma, Njemacka) u 40 ml 1 x TAE pufera uz zagrijavanje i povremeno mijeSanje.
Nakon hladenja na oko 50 °C u gel je dodano 2,3 ul boje GelStar Nucleic Acid Gel Stain
koncentracije 10 000 x (Lonza, Svicarska). Gel je prebacen u kalup za pripremu gela i zatim
se polimerizirao 20 min na sobnoj temperaturi prekriven aluminijskom folijom. Nakon toga
gel je postavljen u kadicu za elektroforezu (Embi Tec) s 1 x TAE puferom tako da gel bude
uronjen do 0,5 cm ispod povrSine. U prvu jazicu gela naneseno je po 0,5 ul biljega za
odredivanje molekularne mase 1 kb Plus DNA Ladder (New England BioLabs Inc., SAD). U
preostale jazice naneseno je po 25 ul PCR - reakcije. Elektroforeza je provedena pri naponu
od 100 V kroz 20 do 30 min, odnosno dok boja nije dosla do 1 cm od donjeg dijela gela. Po
zavrsetku elektroforeze gel je vizualiziran na UV-transiluminatoru (UVITEC) i fotografiran

ugradenom kamerom.

3.7. Proc¢iséavanje PCR - produkta

PCR - produkti proc¢iséeni su pomocu komercijalnog seta reagensa GeneJET Genomic
DNA Purification Kit tvrtke Thermo Fisher Scientific (SAD). Najprije je u gotovu PCR -
smjesu dodano 25 ul pufera BB (engl. Binding Buffer). Volumen dodanog pufera BB i PCR -
smjese trebaju biti u omjeru 1:1. Smjesa je zatim dobro promijeSana uvlacenjem pipetom
nekoliko puta. Otopina je prebacena u GeneJET kolonu za proc¢is¢avanje i centrifugirana 1
min na 14 000 rcf (od engl. relative centrifugal force). Nastali eluat je izbacen i dodano je 700

ul pufera za ispiranje (engl. Wash Buffer) te je uslijedilo centrifugiranje 1 min na 14 000 rcf.
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Nakon izbacivanja eluata centrifugirana je prazna kolona 1 min na 14 000 rcf. Kolona je
premjestena u Cistu epruvetu od 1,5 ml. Na kraju je dodano 30 pl elucijskog pufera (engl.
Elution Buffer) na sredinu kolone. Kolona je ostavljena na inkubaciji 1 min na sobnoj

temperaturi nakon ¢ega je centrifugirana 1 min na 14 000 rcf.

3.7.1. Proc¢is¢éavanje PCR - reakcije s nespecifiénim produktom

Za uzorke koji su sadrzavali i nespecificne PCR - produkte (vise DNA signala na gelu)
napravljena je gel elektroforeza (kao na str. 16) te je PCR - produkt od interesa izrezan iz gela
i prebacen u prethodno izvaganu epruvetu od 1,5 ml. Masa komadica gela dobivena je
oduzimanjem mase epruvete od zajednic¢ke mase epruvete i komadic¢a gela. U epruvetu je
dodan onoliki volumen pufera BB (ul) koji po iznosu odgovara vrijednosti mase komadica
gela sa Zeljenim PCR - produktom (mg). Epruveta je zagrijavana u termobloku na 45 °C i uz
500 rpm sve dok se gel nije potpuno otopio. Nakon otapanja smjesa je dobro promijeSana

uvlacenjem gore - dolje pomocu pipete. Uslijedili su koraci kao §to je prethodno opisano.

3.8. Sekvencioniranje

PCR - reakcije uzoraka kod kojih je dobiven zeljeni produkt poslane su na odredivanje
slijeda DNA u tvrtku Macrogen (Amsterdam, Nizozemska). Poslano je po 20 pl gotovih i
prethodno procis¢enih PCR - smjesa 1 30 pL pocetnice wsp - 81F.

4.8. Bioinformaticka analiza sli¢nosti sekvencija
4.8.1. BLAST

BLAST (od engl._basic local alignment search tool) je bioinformaticki alat koji sluzi za
usporedbu nukleotidnih ili proteinskih sekvencija s nekom odredenom sekvencijom ili
sekvencijama iz baze podataka uz raCunanje statisticke znaCajnosti sparenih homologa.
Algoritam BLAST identificira homologne sekvencije tako da pronalazi kratka mjesta
podudarnosti dviju sekvencija te od njih zapoc€inje lokalna poravnavanja. Radi procjene
slicnosti sekvencija PCR - produkata gena wsp sa sekvencijama iz baze sekvencija je kopirana

u sucelje te je napravljeno pretrazivanje ,,blastn® na poveznici:
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https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blasth&PAGE TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome (11.8.2021.) (McGinnis i Madden 2004).
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4. REZULTATI

4.1. Kvantitativna analiza uzoraka po geografskim regijama i sistematika

Determinacijom mrava iz ukupnog uzorka istrazivanja koji se sastojao od 92 uzorka
mrava uzetih sa 20 lokaliteta pronadeno je 25 razli¢itih vrsta mrava. NajviSe uzoraka
sakupljeno je u primorskoj regiji (Slika 4, a), a najbrojniji vrstama bili su uzorci kontinentalne
Hrvatske (Slika 4, b). Sve vrste prisutne u uzorcima prikazane su na Slici 5 te je za svaku
vrstu navedeno u kojim je sve uzorcima nadena. Uzorci koji su determinirani samo do roda
broje se kao razli¢ita vrsta budu¢i da se nisu mogli svrstati medu neku od drugih
determiniranih vrsta. Najcesce vrste bile su Crematogaster scutellaris (19 uzoraka) i Messor
wasmanni (14 uzoraka), dok se vrste Tapinoma sp., Lasius platythorax, Formica picea,
Formica gagates, Polyergus sp., Myrmica sp., Cataglyphis nodus, Lepisiota frauenfeldi i
Camponotus lateralis pojavljuju samo jednom (Slika 6).
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Slika 4. a) Broj uzoraka po geografskoj regiji istrazivanja; b) broj vrsta mrava po geografskoj
regiji.
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Slika 5. Reprezentativni primjerci vrsta mrava prisutnih u ukupnom uzorku istrazivanja.

Pojedina vrsta je nadena na jednom ili na vise lokaliteta; a) Camponotus lateralis — Marjan (M9); b)
Camponotus sp. Krndija (KR2), Novi Vinodolski (LK); c) Cataglyphis nodus — Gorski kotar (PM); d)
Crematogaster schmidti — Korc¢ula (OK52, OK21, OK42), Lastovo (L41), Mljet (MT2, MT3), Rab (RAB5); ¢)
Crematogaster scutellaris — Bribir (BR), Kor¢ula (OK31), Lastovo (L12, L31, L51), Rab (RAB1, RAB2, RAB3,
RAB4), Split (SP1, SP2, SP4), Marjan (M1, M2, M3, M5, M8), Vis (V4); f) Formica cunicularia — Klek (KK2),
Gorski kotar (GK1); g) Formica fusca — Gorski kotar (GK3), Gradiséak (G3); h) Formica gagates — Kalnik
(K4); i) Formica picea — Kalnik (K2); j) Formica rufibarbis — Osijek (OS1, OS4); k) Lasius brunneus — Klek
(KK2), Marjan (M9); 1) Lasius chtonolasius — Sveta Nedelja (SN3); Ij) Lasius emarginatus — Gradiscak (G4),
Kalnik (K3), Krndija (KR1), Vrbovsko (VR), Marjan (M6), Vis (KA5); m) Lasius fuliginosus — Gorski kotar
(GK1), Kicljeva jama (KJ), Klek (KK1), Osijek (OS3), Sveta Nedelja (SN4, SN5); n) Lasius niger — Gorski
kotar (GK4, GK5), Slatina (SL4, SL5); nj) Lasius platythorax — Gradis¢ak (G5); o) Lasius sp. — Gradisc¢ak (G2),
Kalnik ( K2, K4, K5,), Slatina (SL3), Sveta Nedelja (SN3), Split (SP5), Marjan (M7); p) Lepisiota frauenfeldi —
Split (SP3); r) Messor capitatus — Lastovo (L32), Marjan (M10), Osijek (OS5), Pula (P1, P2, P3, P6); s) Messor
structor — Marjan (M4), Vis (KA2); §) Messor wasmanni - Kor¢ula (OK51, OK22, OK32, OK41,), Lastovo
(L11, L42, L52), Mljet (MT1), Pula (P4, P5), Vis (V3, KA1, KA3, KA4); t) Myrmica sp. — Slatina (SL6); u)
Polyergus sp. — Klek (KK2); v) Tapinoma sp. — Gradis¢ak (G1); z) Tetramorium caespitum — Klek (KK2, KK3),
Osijek (0S2), Sveta Nedelja (SN2), Vis (V1).
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Slika 6. Broj uzoraka u kojima se pojedina vrsta pojavljuje. a — Camponotus lateralis, b —
Camponotus sp., ¢ — Cataglyphis nodus, d — Crematogaster schmidti, e — Crematogaster
scutellaris, f — Formica cunicularia, g — Formica fusca, h — Formica gagates, i — Formica
picea, j — Formica rufibarbis, k — Lasius brunneus, | — Lasius chtonolasius, Ij — Lasius
emarginatus, m — Lasius fuliginosus, n — Lasius niger, nj — Lasius platythorax, o - Lasius sp.,
p — Lepisiota frauenfeldi, r — Messor capitatus, s — Messor structor, § - Messor wasmanni, t —
Myrmica sp., u — Polyergus sp., v — Tapinoma sp., z — Tetramorium caespitum.
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4.2 1zolacija DNA

Izolacija DNA iz uzoraka mrava izvedena je pomoc¢u DNeasy Blood and Tissue Kit-a od

studenog 2020. do veljace 2021. godine i napravljen je jedan eluat za svaki uzorak.

Koncentracije DNA nakon izolacije prikazane su u Tablici 9.

Tablica 9. Koncentracije ukupne izolirane DNA uzoraka mrava izmjerene
spektrofotometrom.
Broj Koncentracija Broj Koncentracija
uzorka | Sifra uzorka (ng/nl) uzorka | Sifra uzorka (ng/nl)
1 G2 19,0 48 M6 19,6
2 KK1 22,0 49 M7 20,7
3 RAB1 24,5 50 M8 32,4
4 L52 23,5 51 M9 23,9
5 PM 21,5 52 P4 10,8
6 GK1 23,0 53 K4 10,3
7 SP1 22,0 54 K5 17,2
8 M1 35,5 55 0S3 25,7
9 SN1 14,1 56 SP5 30,4
10 Gl 12,5 57 KA4 30,5
11 SL3 17,8 58 M10 19,3
12 KA1 31,2 59 KA5 27,4
13 P1 13,1 60 0S5 23,0
14 P2 29,9 61 SL5 43,0
15 RAB2 28,5 62 0S4 24,2
16 0Os1 18,6 63 MT2 26,2
17 SP2 21,8 64 MT1 59,8
18 SN2 14,5 65 KR2 20,6
19 M2 25,0 66 KR1 26,7
20 OKb52 22,2 67 MT3 31,1
21 K2 14,4 68 BR 29,2
22 KK2 22,8 69 VR 34,8
23 SL6 17,1 70 LK 44,1
24 RAB3 22,7 71 V1 13,5
25 SP3 11,9 72 V2 21,0
26 GK3 16,2 73 V3 32,6
27 M3 32,1 74 KJ 34,1
28 SN3 19,9 75 OK41 33,6
29 KK3 14,6 76 OK42 25,7
30 K3 19,4 7 L31 28,1
31 OS2 19,6 78 L32 24,6
32 G3 36,4 79 P6 26,5
33 SL4 12,4 80 V4 21,9
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Tablica 9. Koncentracije ukupne izolirane DNA uzoraka mrava izmjerene spektrofotometrom
(nastavak s prethodne stranice).

Broj Koncentracija Broj Koncentracija
uzorka | Sifra uzorka (ng/nl) uzorka | Sifra uzorka (ng/nl)

34 RAB4 30,7 81 L4l 21,7
35 SN4 35,7 82 L12 12,5
36 SN5 34,4 83 OK21 31,0
37 GK4 18,1 84 L42 28,5
38 SP4 19,5 85 OK22 25,1
39 M4 21,8 86 L11 30,7
40 M5 25,1 87 OK31 28,2
41 KA?2 30,9 88 OKb51 27,2
42 KA3 12,9 89 L22 19,2
43 RAB5 28,5 90 OK32 31,1
44 G4 27,2 91 L51 24,6
45 G5 21,6 92 P5 18,8
46 P3 14,8

47 GK5 24,6

Za uspjesnu PCR reakciju u reakcijskom volumenu od 50 pl koli¢ina DNA kalupa za
genomsku DNA treba biti u rasponu 1 ng do 1 pg (New England Biolabs, SAD). Kriterij
potrebne koncentracije DNA zadovoljili su svi uzorci.

4.3 Testiranje mrava na bakteriju Wolbachia sp. metodom PCR

Testiranju uzoraka mrava na bakteriju Wolbachia sp. prethodila je kontrola kvalitete i
Cistoée DNA kalupa uzoraka radi eliminacije potencijalnih lazno negativnih rezultata. U tu
svrhu umnoZen je gen za podjedinicu 1 citokrom oksidaze (CO1) veli¢ine oko 400 pb. Potom
su uzorci testirani na gen za povrsinski protein bakterije Wolbachia sp. (wsp). Usporedni
prikaz rezultata kontrole kvalitete uzoraka i testiranja na bakteriju prikazani su na Slikama 7-
13. Zeljeni PCR - produkt gena wsp veli¢ine oko 600 pb dobiven je u 7 uzoraka — uzorak broj
9 (Slika 7, c), uzorak broj 16 (Slika 8, b), uzorak broj 20 (Slika 8, c), uzorak broj 22 (Slika 8,
c), uzorak broj 47 (Slika 10, b), uzorak broj 53 (Slika 10, ¢) i uzorak broj 71 (Slika 12, c).
Kod uzoraka 16, 22 1 47 osim zeljenog produkta od 600 pb nastao je i nespecifican produkt od
oko 400 pb. Zbog tehnickih poteskoca u tri uzorka gen CO1 je uspjeSno umnozZen tek iz

drugog pokusaja (Slika 14) pa su time svi uzorci zadovoljili kontrolu kvalitete DNA kalupa.
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Slika 7. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena CO1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (a) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b i ¢)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznacene jazice odgovaraju uzorcima iz Tablice 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.
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Slika 8. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena COl1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (@) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b, ¢ i d)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznaene jazice odnose se na uzorke u Tablici 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.
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Slika 9. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena CO1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (@) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b, c i d)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznacene jazice odnose se na uzorke u Tablici 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.
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Slika 10. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena CO1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (@) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b i ¢)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznaene jazice odnose se na uzorke u Tablici 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.
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Slika 11. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena COL1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (@) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b, c i d)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznacene jazice odnose se na podatke u Tablici 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.
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Slika 12. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena CO1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (2) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b i ¢)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznaene jazice odnose se na uzorke u Tablici 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.
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Slika 13. Elektroforeza na 1% - tnom agaroznom gelu nakon umnazanja gena COL1 s
pocetnicama Jerry i Ben 2 (@) i gena wsp s pocetnicama wsp - 81F i wsp - 691R (b i ¢)
metodom PCR. Brojevi kojima su oznacene jaZzice odnose se na uzorke u Tablici 1. (M)
koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N) negativna kontrola.

500 pb
400 pb

Slika 14. Ponovljena elektroforeza na 1 % - tnom agaroznom gelu nakon umnaZanja gena
CO1 s pocetnicama Jerry i Ben 2 za uzorke 4, 63 i 86. Brojevi kojima su oznacene jaZice
odnose se na uzorke u Tablici 1. (M) koristeni biljeg: DNA ljestve 100 - 1000 pb. (N)
negativna kontrola.
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Uzorci kod kojih je detektirana bakterija Wolbachia sp. pridruzeni su svojim
lokalitetima uzorkovanja (Tablica 1 i 9). To su uzorci SN1 (br. 9) iz Svete Nedjelje, OS1 (br.
16) iz Osijeka, OK52 (br. 20) iz Korcule, KK2 (br. 22) sa Kleka, GK5 (br. 47) iz Gorskog
kotara, K4 (br. 53) s Kalnika i V1 (br. 71) sa Visa. Lokaliteti zarazenih mrava prikazani su na

Slici 15. U najve¢em broju uzoraka zarazeni mravi bili su roda Lasius (SN1, KK2, GK5 i K4).

Na temelju rezultata PCR-a izracunata je ucestalost infekcije po geografskim regijama
Hrvatske te ucestalost infekcije u ukupnom uzorku mrava iz cijele Hrvatske. U uzorku mrava
iz kontinentalne regije ucestalost infekcije bila je 12 %, u uzorku iz gorsko - kotlinske regije
20 %, a u uzorku iz primorske regije 4 %. Ucestalost infekcije u ukupnom uzorku mrava iz
cijele Hrvatske bila je 8 % (Tablica 10).
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Slika 15. Lokaliteti na kojima su pronadeni mravi zaraZeni bakterijom Wolbachia sp.
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Tablica 10. Ucestalost infekcije mrava bakterijom Wolbachia sp. po geografskim regijama
Hrvatske i u ukupnom uzorku na temelju PCR analize.

Kontinentalna Gorsko - kotlinska Primorska .
.. .. .. Ukupni uzorak
regija regija regija

Broj
zarazenih 3 5 5 7
mrava
Broj ispitanih
mrava 25 10 57 92
Ucestalost
zarazenih 12 % 20% 4 % 8%
mrava

4.4 Rezultati sekvencioniranja

Da bi se potvrdila specificnost dobivenih fragmenata, procis¢eni PCR-produkti
odabranih uzoraka kod kojih je detektiran bakterijski gen wsp, sekvencionirani su metodom
po Sangeru (Macrogen, Nizozemska). Kromatogrami i programske postavke sekvencija o
redoslijedu baza prikazane su na Slikama 16-20. Zbog velike koli¢ine pozadinskog Suma i
lose rezolucije na kromatogramu uzorka SN1 (Slika 16) za BLAST analizu koristen je dio
sekvence od nukleotida broj 346, a dio koji mu prethodi je izostavljen. Analiza je pokazala
99,04 % - tnu sli¢nost (engl. percentage identity) s genom wsp izolata vrste Wolbachia
pipientis. E vrijednost poravnavanja (engl. E-value) bila je jednaka 6e-100. Za E vrijednosti
izmedu 0.01 1 1e-50, podudarnost se moze smatrati posljedicom homologije, a ne slucajnosti.
Primjer dobre i pouzdane sekvencije dobiven je za uzorak KK2 (Slika 18). Za BLAST analizu
ovoga uzorka uzet je dio sekvencije od nukleotida 70 te je dobivena 100 % - tna podudarnost
s genom wsp endosimbionta Wolbachia sp. vrste mrava Formica fusca uz E vrijednost
jednaku 0 (Sto je E vrijednost bliza nuli, to je podudarnost znacajnija). Sekvencioniranje za
ostale uzorke (OK52 - Slika 17, K4 — Slika 19 i V1 — Slika 20) nije uspjelo. Kromatogrami
ovih uzoraka nisu dovoljno razlucivi, imaju previSe pozadinskih signala te analizom

dobivenih sekvencija tih uzoraka nije pronadena podudarnost u bazi.
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b GGGCAGTAGGAAGGGGATTGAATATCAGTAGTTTTTAGTCCTTTCCAAGACCCACGCGT
GCCGCTGTCCTAAACAAGAATCGTAGTTCAGGATCGTTGAGAAGCATCTTTCATTTCTGG
CGGCGGCGCCCTCGCCTATAAAATGGTTGAGATCGCAGGTGATGTCTAGGGACTTTACTC
AGAACTAAACAAAAACCACCTTAGTGGTGCAACCTTTACTCCAACAACTGTTGTAAACAT
TGTGGCACCATTTTCAGGATTGGTTAACGTTTATTACGATATAACCATTGAAGATCTGCCT
ATCACTCCATACGTTGGTGTTGGCGTTGGTGCTTTATATATCAGCAATCCTCCAAACGCTG
CTGACGTTAAGGATCAAAAGGGGTTTGGTTTTGCCTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAATT
ATGATGTAACCCCAGAAATCAAACTCTTTGCTGGAGCTCGTTACTTCGGTTCTTATGGTGC
TAGTTTTGATAAGGCACCTAAGGATGATACTGGTATCAAAAATGTTCTTTACAGCACTGTT
GGTGCGGAAGCTGGAGTAGCGTTTAATTTTTCTC

Slika 16. Rezultati sekvencioniranja po Sangeru za PCR - produkt uzorka SN1. Slika a)
prikazuje kromatogram gdje zeleni signal oznacava adenin, crni - gvanin, crveni - timin i
plavi - citozin. Crvena strelica oznacava pocetak sekvencije koriStene za BLAST analizu. Na
slici pod b) je najbolja pretpostavka programa o redoslijedu baza sekvencije; crveni dio
sekvencije koristen je u BLAST analizi.
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GGGGAGGGGGGGGGGAGGTGGAAGTGGTAGAGGGAGTAGTTGGCTGAATTCTACCCC
ACAATGGCGCCCTTGTCCAGGAGAACCTCAACAGGAGCAAGCCGCTGGGGTTTGCTGT
CTTTGGTGCTGAAACCCCAGATGTCCTCTAAGCCCGACCGCCCACCGTGCTGGACACTTC
TGGGCCCCCCGGAAGAAAAAGCCAGGGGGGTCCTACAGTTGAACTTGCTTGAGTTCCA
GTTGCAAGGGCTTCACCCCGTCTCTGCAAAAAAAGTAAGTGCAAAAGGACAAACCGTCA
ATGCCCAAACACGTTGCCCCTGATTTTTCAAAAACGCGGACCTTTTGAGGGTGAGAATA
GACCCCGTGCCCTTCTGACGATGAGAATGTGAGTCGCGGCCGAACCACCGATGTTCGCC
GAACAGGGATCTGCTCATACCCAAAATCGCCACATTCCTTGATTTGTTGCAATGTTGTTAG
CACGTAGCGCATCAGGGTCATGGCATGGGAGCCCACACTAGCCTCGACTTACCTGGTTGT
ATGCGTAAGACCGATTGGTTTTCATATAACGGGGTCCCCAATGGTAATTGATGGATAGACT
TTTTTGCCTCACCTCACACCGTGACATGCGCTC

Slika 17. Rezultati sekvencioniranja po Sangeru za PCR - produkt uzorka OK52. Slika a)
prikazuje kromatogram gdje zeleni signal oznacava adenin, crni - gvanin, crveni - timin i
plavi - citozin. Na slici pod b) je najbolja pretpostavka programa o redoslijedu baza
sekvencije.
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TTCACAGCTAAACAAGAATGTGAACAATGATGAAGTGCTTACTCCAGATACTGTTGCGG
GCAGCTTAAAAGCAATTTCAGGGCTAGTTAATGTTTATTACGATATAGCAATTGAAGATA
TGCCTATCACTCCATATGTTGGTGTCGGTGTTGGTGCAGCGTATGTCAGTACTCCTTTGA
AAGAAGCTATAAATGGTCAAAAAAATAAATTTGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGG
GTTAATTATGATGTAACTCCAGAAATCAAACTCTACGCTGGAGCTCGTTATTTCGGTTCT
TGTGGTGCTAATTTCGATAGCGATGCTAGTAAAAAAGATAAAGGAGGACATGCAGTTTT
TTACAGCACTGTTGGTGCAGAAGTTGGAGAAGCGTTTTAATTTTTAAAAAAATCGCGAT
CGAAATTTCCCCGCAGGAACGACCCCCCGLGLLCGLGLLGLGLLLcGLLeaLeaaaae
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Slika 18. Rezultati sekvencioniranja po Sangeru za PCR - produkt uzorka KK2. Slika a)
prikazuje kromatogram gdje zeleni signal oznacava adenin, crni - gvanin, crveni - timin i
plavi - citozin. Crvena strelica oznaGava pocetak sekvencije koriStene za BLAST analizu. Na

slici pod b) je nabolja pretpostavka programa o redoslijedu baza sekvence; crveni dio koriSten
je u BLAST analizi.
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b GGGGGGGGAGGGGGGAAAGAGGCAGGAGGAAGGGGGATTAGCTGTTGAGACCAT
AACATAGATGGCTACAACCATGGAACTCGAATGAAGAAGGCGGCGTCAAGCCTCTTCT
CTTTCCTCGCGGTAGTCACAACAGTTCAATAAATTCAACTCCCGGCAGCAGTAGGGAA
ACTTCTCCTGCTACAAGGGCGGGCAATGGCGGTGCGGCCGCCTGGTCGCATCCTCAAT
TTGAGAAAGGTGCCTGGTCTCGTCCCCAATTCCTAAAGGCCGCGGTCTTTGAAACTCA
AAGCGGATCGACAATTGACCATGAGAGTTGGGGTCGTTCCATGACCTTTGAAAAGCCC
CGAGACCCTCGCCCTTACAAAACAAAAAGGGGTTCTACCTACTGAAGTATGAAGAAGA
ATGGGACCCTGAGGAAGTGGTAACTGATGGTGAAAATCATGAGTTTTGATCCTGATTT
GGACAGGGAAATATGGTGCTACATGGGGTGAAACTCAACCAACAACCGACAAATGAA
TTCTACTTCTGAGGTTAAGGAGGAGTGGTAGAAGATGGTTCGAGTCCACGGTTCCCAA
TTCATTGTTTTGGGTGCCATTGCTACTGGCTCTACCCCCCAAAAACGGATAGGGTTAA

Slika 19. Rezultati sekvencioniranja po Sangeru za PCR — produkt uzorka K4. Slika a)
prikazuje kromatogram gdje zeleni signal oznacava adenin, crni - gvanin, crveni - timin i
plavi - citozin. Na slici pod b) je najbolja pretpostavka programa o redoslijedu baza
sekvencije.
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G

Slika 20. Rezultati sekvencioniranja po Sangeru za PCR - produkt uzorka V1. Slika a)
prikazuje kromatogram gdje zeleni signal oznacava adenin, crni - gvanin, crveni - timin i
plavi - citozin. Na slici pod b) je najbolja pretpostavka programa o redoslijedu baza
sekvencije.
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5. RASPRAVA

U ovome radu istrazivana je prisutnost bakterije roda Wolbachia u mravima Hrvatske.
Glavni ciljevi bili su odrediti postoje li u Hrvatskoj mravi zarazeni ovom bakterijom, na kojim
lokalitetima te ukoliko postoje, izracunati ucestalost infekcije kod mrava za cijelu Hrvatsku i
za pojedine geografske regije. Glavna metoda detekcija bila je metoda lancane reakcije
polimerazom sa specifi¢nim pocetnicama za bakterijski gen wsp, uz sekvenciranje po Sangeru
za provjeru toCnosti rezultata. Kautz i sur. (2013) otkrili su da je ucestalost infekcije ovom
bakterijom medu vrstama mrava u Americi 22,1 %, a za podru¢je Europe, pa ni Hrvatske,
slicni podaci nisu poznati. Na temelju svoje meta-analize Hilgenboecker i sur. (2008)
zakljucili su da infekcija bakterijom Wolbachia sp. unutar neke vrste domacina slijedi obrazac
,vecéina ili nekoliko* te da je ucestalost infekcije kod neke vrste obicno jako visoka (veca od
90 %) ili vrlo niska (manja od 10 %). Iako se ovo istrazivanje nije fokusiralo samo na jednu
vrstu mrava, ve¢ na mrave kao porodicu (Formicidae), ocekivalo se da ¢e ucestalost infekcije

takoder slijediti isti obrazac ,,ve¢ina ili nekoliko®.

Doista, prema rezultatima PCR analize ovoga istrazivanja ucestalost infekcije
bakterijom Wolbachia sp. u ukupnom uzorku mrava iz cijele Hrvatskoj iznosila je samo 8 %.
Ucestalost infekcije u geografskim regijama Hrvatske iznosila je 12 % za kontinentalnu
regiju, 20 % za gorsko — kotlinsku regiju te 4 % za primorsku regiju. Za svaki lokalitet
uzorkovanja testirano je vise uzoraka, no ni u jednom slu¢aju bakterija nije detektirana u vise
uzoraka s istog lokaliteta, Sto znaci da su mjesta gdje postoji infekcija rijetka i izolirana te da

se horizontalni prijelazi bakterije izmedu jedinki i populacija dogadaju rijetko.

U jednom od ukupno dva dosad provedena istrazivanja o prisutnosti bakterije
Wolbachia sp. u Hrvatskoj, Huber i sur. (2017) ispitivali su prisutnost bakterije u psima
zarazenima oblicem Dirofilaria repens s podruc¢ja Hrvatske. Obli¢ D. repens parazitira u
potkoznom tkivu pasa i prenose ga komarci (Capelli i sur. 2018), a istovremeno moze biti
domacdin bakterije Wolbachia sp. PCR analizom DNA iz krvi pasa (1080 jedinki) na
bakterijski gen za 16S ribosomksu RNA (16S rRNA) i naknadnim sekvenciranjem, dobili su
ukupnu ucestalost bakterije Wolbachia sp. od 1,1 %. Gledano po geografskim regijama,
najveéu ucestalost dobili su za kontinentalnu regiju gdje je ona iznosila 2,1%, a u
sjevernojadranskoj regiji i Dalmaciji ucestalosti su bile jednake i iznosile su 0,8 %. lako
spomenuto istrazivanje ne prati ucestalost infekcije kod istog domacina kao i ovo istrazivanje,

rezultati su slicni po tome $to je ukupna ucestalost infekcije u oba slu€aja niska, odnosno

35



manja od 10 %, dok se regije s najvecom ucestalo$¢u infekcije razlikuju — u slu¢aju oblica
infekcija je najucestalija u kontinentalnoj regiji (2,1 %), a u slu¢aju mrava u gorsko -
kotlinskoj regiji (20 %). Usporedbom ovih dvaju domacina bakterije Wolbachia sp., oblica i

mrava, mravi su se pokazali kao ¢e$¢i domacini i imaju vecu ucestalost infekcije.

U drugom primjeru istraZzivanja s podru¢ja Hrvatske o prisutnosti bakterije Wolbachia
sp. od Skaljac i sur. 2012 analizirane su dvije populacije vrste moljca Tuta absoluta
(Lepidoptera: Gelechiidae), jedna iz Kastela i druga iz Opuzena. Od ukupno testiranih 40
jedinki (li¢inki) sve su bile pozitivne i ucestalost infekcije je bila 100 %. Za razliku od mrava,

kod ove vrste ocit je trend kod kojeg je vecina jedinki nositelj infekcije.

Prema Russell i sur. (2012) Ceste vrste mrava koje nose zarazu bakterijom Wolbachia su
vrste roda Acromyrmex, Formica, Solenopsis i Tetraponera. U ovom istrazivanju, jedan od

zarazenih uzoraka bio je roda Formica, a najviSe zarazenih mrava pripadala je rodu Lasius.

Iako je veéina mrava bila negativna na bakteriju Wolbachia, gotovo je nemoguce za
neku vrstu ili skupinu domacdina sa sigurnoscu re¢i da je nezarazena - takav bi zakljucak
trebao biti potkrijepljen puno veéim brojem uzoraka, buduci da se ovi simbionti u nekim
populacijama javljaju s vrlo malom ucestaloséu, ali ih ipak ima (Russell 2012). 1z tog razloga,
stvarna ucestalost infekcije bakterijom Wolbachia uvijek ¢e biti veéa od svih procjena
dobivenih na temelju PCR detekcije. Osim problema nedovoljnog uzorkovanja, prilikom
interpretacije ovih rezultata treba uzeti u obzir i ograni¢enja PCR metode. Jeyaprakash i Hoy
(2000) pokazali su da umnazanje gena wsp standardnom PCR metodom cesto rezultira laznim
negativnim rezultatima 1 pretpostavili su da je mogu¢i razlog tomu taj Sto DNA domacina
ometa umnaZzanje gena s bakterijske DNA. Stoga predlazu koristenje metode PCR dugog
dometa (engl. long range PCR), koju su i sami primijenili u istome radu koriste¢i dvije
polimeraze Taqg i Pwo. Usporedbom osjetljivosti dviju metoda pokazali su da je PCR dugog
dometa bio priblizno Sest redova veli¢ine efikasniji u umnazanju bakterijske DNA pomijeSane
s genomskom DNA insekta. Ovom metodom dobili su da je bakterijom zarazeno 75 % vrsta, a
postotak dobiven standardnom metodom je bio samo 16,9 %. Obzirom da je u ovome radu
koriSten standardni PCR, moguce je da primijenjena metoda nije bila dovoljno osjetljiva da
detektira bakteriju kod nekih uzoraka te bi se u budu¢nosti moglo pokusati s PCR-om dugog

dometa.

Zbog tehnickih poteSkoca kod nekih uzoraka kod kojih je pronaden bakterijski gen wsp

sekvencioniranje radi potvrde rezultata PCR metode nije uspjelo, i neki uzorci nisu ni poslani
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na sekvenciranje pa se ovi rezultati temelje ve¢inom na metodi PCR. No buduc¢i da je za dva
uzorka dobivena sekvencija pripadala upravo trazenoj bakteriji, velika je vjerojatnost da se i
kod drugih uzoraka radi o bakteriji Wolbachia sp. Premala koli¢ina procis¢ene DNA i
prisutnost necistoca u nekim uzorcima negativno su utjecali na sekvencioniranje pa ono nije
polucilo jednoznacnu sekvencu. Takoder, moguca je i istovremena infekcija jedinke s vise
razli¢itih sojeva bakterije Cije se sekvencije gena wsp na nekim mjestima razlikuju, Sto bi
uzorke postupak bi trebalo ponoviti uz bolje uvjete PCR-a ili pro¢is¢avanja PCR produkta
kako bi se osigurala veca koncentracija i Cistoéa DNA, moglo bi se pokusati s boljom

polimerazom, dizajnirati specifi¢niji set pocetnica za neki drugi bakterijski gen itd.

Niska razina infekcije bakterijom Wolbachia kod mrava je s evolucijskog gledista
povoljna za vrste jer su neke od potencijalnih dugoro¢nih posljedica infekcije gubitak muskog
spola kod haplodiploidnih vrsta i izumiranje kao posljedica smanjenja produktivnosti
populacije zbog iskrivljenog omjera spolova ili citoplazmatske inkompatibilnosti te zbog
smanjenja genetske raznolikosti. Ako pretpostavimo da bakterija Wolbachia sp. u mravima
moze inducirati partenogenezu, $to je slucaj kod nekih drugih opnokrilaca, nedostatak spolnog
razmnozavanja doveo bi do akumulacije $tetnih mutacija i smanjene evolubilnosti (Charlat i
sur. 2003). S druge strane, nezarazeni mravi mogli bi biti zakinuti za neke povoljne u¢inke
koje ova bakterija ima za domacdina — kao npr. ve¢ spomenuto snabdijevanje vitaminom B.
lako jo$ nedovoljno istraZzene, postoje i indikacije da bi bakterija mogla pridonijeti u zastiti
mrava od napada parazitoida i RNA virusa te preliminarni rezultati na vrsti Solenopsis invicta
ukazuju na to da je na lokalitetu s najve¢om prevalencijom virulentnih RNA virusa ucestalost

infekcije bakterijom Wolbachia sp. najniza (Russell 2012).
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6. ZAKLJUCCI

1. Medu mravima (Insecta: Hymenoptera: Formicidae) u Hrvatskoj prisutna je infekcija
bakterijom roda Wolbachia, odnosno vrstom Wolbachia pipientis.

2. Bakterija je prisutna u mravima s uskog podru¢ja Kalnika, Kleka, Osijeka, Svete Nedelje,

Gorskog kotara, Korcule i Visa.

3. Ucestalost infekcije bakterijom Wolbachia sp. u ukupnom uzorku od 92 mrava iz cijele

Hrvatske iznosila je 8 %.

4. Ucestalost infekcije u uzorku mrava iz kontinentalne regije Hrvatske je 12 %, u uzorku iz
gorsko - kotlinske regije 20 %, a u uzorku iz primorske regije 4 %. Zbog nedovoljnog
uzorkovanja i nedostataka koriStene metode detekcije, stvarna ucestalost je potencijalno i

veca.

5. Sekvencioniranjem i BLAST - analizom PCR - produkata fragmenata bakterijskog gena
wsp za dva uzorka potvrdena je 100 % - tna sli¢nost sa sekvencijom gena wsp bakterije roda

Wolbachia i vrste W. pipientis.
6. Mjesta infekcije mrava bakterijom Wolbachia sp. su rijetka i izolirana.

7. U buducnosti, sli¢no istrazivanje moglo bi se unaprijediti koristenjem metode PCR dugog

dometa. Vec¢im uzorkovanjem ucestalost infekcije mogla bi se preciznije izmjeriti.

8. Zbog niza negativnih u¢inaka koje bakterije Wolbachia sp. ima na domacina, za mrave je

niska ucestalost infekcije ovom bakterijom povoljna.
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 13.02.1993. u Varazdinu gdje zavrSavam IV. osnovnu $kolu i osnovnu glazbenu
Skolu. Paralelno upisujem opéi dvojezi¢ni smjer na Prvoj gimnaziji Varazdin i srednju
glazbenu Skolu (smjer gitara). ZavrSavam dva razreda srednje glazbene Skole. Od treceg
razreda srednje Skole pohadam program medunarodne mature (IBDP - International
Baccalaureate Diploma Programme) na engleskom jeziku. Tijekom srednjoskolskog
obrazovanja sudjelujem na natjecanjima iz biologije i u drugom razredu osvajam 3. mjesto na
drzavnom natjecanju u znanju. Tijekom ljetnih praznika sudjelujem na dvije ljetne Skole
znanosti, Summer School of Science u ViSnjanu i XLAB International u Gottingenu
(Njemacka) te pohadam ljetne Skole engleskog jezika u Londonu i Oxfordu. Nakon zavrSene
srednje Skole 2012. godine upisujem preddiplomski studij molekularne biologije na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu. Sudjelujem u organizaciji nekoliko
znanstveno - popularnih manifestacija ,,No¢ biologije®, ,,Otvoreni dan kemije* i ,,.Dan za
znanost® 1 ,,Velika otkri¢a molekularne biologije®. Titulu prvostupnika stjeCem 2018. godine s
temom ,,Gene drives — igranje evolucijom®, nakon c¢ega upisujem diplomski studij
eksperimentalne biologije, smjer Fiziologija i imunologija, takoder na PMF-u. Odradujem
stru¢nu laboratorijsku praksu na Zavodu za biologiju Medicinskog fakulteta gdje i volontiram
tijekom diplomskog studija na projektu epiSem. Nakon polozenih svih ispita 2020.
zapocCinjem s izradom diplomskog rada na Zavodu za molekularnu biologiju pod mentorstvom

doc. dr. sc. Dubravka Pavokovica.
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