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1. UVOD

Deseteronozni rakovi (red Decapoda) kljuéne su vrste slatkovodnih ekosustava, ali mnogi
aspekti njihove biologije nisu dovoljno istrazeni. Primjerice, za hemolimfu zdravih rakova,
odnosno tekucinu koja ispunjava njihov otvoreni optjecajni sustav, ranije se smatralo da je
sterilna, odnosno bez ikakvih mikroorganizama (Bang, 1970; Lee i Pfeifer, 1975; Johnson,
1976). Ova je pretpostavka temeljena na neuspjelim pokusajima kultivacije mikroorganizama
iz hemolimfe na hranjivim podlogama. Medutim, u kasnijim su istrazivanjima uspjesSnouzgojene
bakterije iz hemolimfe zdravih jedinki mnogih vrsta rakova (Cornick i Stewart, 1966;Amborski i
Amborski, 1974; Haskell i sur., 1975; Dragicevic i sur., 2020) te je danas vecina postojecih
istrazivanja mikrobnih zajednica hemolimfe rakova temeljena na uzgoju izolata na hranjivim
podlogama (Ooi i sur., 2019). Medutim, tim je pristupom moguce izolirati i kultiviratisamo one
mikroogranizme koji imaju sposobnost rasta na odredenoj hranjivoj podlozi, a pretpostavlja se
da je to 1 ili manje % od ukupnog broja bakterijskih vrsta prisutnih u veéini uzoraka iz okolisa
(Turroni, 2008). Stoga se danas daje prednost istraZivanjima sastava mikrobnih zajednica
preko izolacije DNA iz okoliSa i sekvenciranja odredenih marker gena, kojadaju uvid u cjelokupnu
mikrobnu zajednicu, ukljucujudi i njezin dio koji se ne moze uzgojiti nahranjivim podlogama
(Yuan i sur., 2012). Medutim, takva istrazivanja hemolimfe rakova su malobrojna (Ooi i sur.,
2019), a za vrste koje dolaze u Hrvatskoj, bilo invazivne bilo zavicajne,do danas ne postoje.
Stoga je cilj ovog rada bio po prvi puta detektirati bakterije u hemolimfiuskoskarog raka
Pontastacus leptodactylus (zaviCajna vrsta) i signalnog raka Pacifastacus leniusculus
(invazivna vrsta) lan¢anom reakcijom polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR).
Rezultati ovog rada biti ¢e temelj za nastavak istrazivanja u kojem ¢&e se bakterijske zajednice

hemolimfe rakova analizirati sekvenciranjem fragmenta gena koji kodiraza 16S rRNA.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Deseteronozni rakovi

Slatkovodni deseteronozni rakovi spadaju u koljeno ¢lankonozaca (Arthropoda), pododjeljak
rakova (Crustacea), razred viSih rakova (Malacostraca) i red deseteronozaca (Decapoda)
(Sarga¢, 2015). Red Decapoda obuhvaca oko 15 000 razli¢itih vrsta, no njih tek nesto vide od
300 dolazi isklju¢ivo u slatkovodnim stanistima. Do danas je u svijetu opisano oko 600 vrsta
slatkovodnih deseteronoznih rakova iz podreda Astacida, podijeljenih u dvije nadporodice
(Astacoidea i Parastacoidea) i tri porodice (Astacidae, Cambaridae i Parastacidae) (Holdich,
2002; De Grave i sur., 2009).

Deseteronozni rakovi spadaju medu najvece i najdugovjecnije slatkovodne beskraljeZnjake i
Cesto Cine glavni dio bentoske biomase u slatkovodnim ekosustavima. Smatraju se inzenjerima
ekosustava jer mogu utjecati na brzinu obrade Stetnih tvari, a takoder i klju¢nim potrosacima
zbog omnivornog nacina prehrane (Galib i sur., 2020). Uz to, oni su bioindikatori Zivotnih
zajednica ili stanista i kljucni regulatori hranidbenih lanaca (Parvulescu i sur., 2011)

Na podruéju Europe zabiljezeno je pet zavi¢ajnih vrsta slatkovodnih rakova iz porodice
Astacidae: rijeCni rak - Astacus astacus (Linnaeus, 1758), uskoskari rak - Pontastacus
leptodactylus (Eschscholtz, 1823), potocni rak - Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803),
bjelonogi rak - Austropotamobius palljpes (Lereboullet, 1858) i Astacus pachypus (Rathke,
1837). Od toga u Hrvatskoj dolaze Cetiri vrste: rijecni rak, uskoskari rak, potocni rak i bjelonogi
rak, od kojih su ¢ak tri zasticene na nacionalnoj i medunarodnoj razini: A. astacus, A. pallipesi

A. torrentium (Maguire i sur.,2011).

Pontastacus leptodactylus ili uskoskari rak zavicajna je europska vrsta koja se moze naci u
slatkovodnim i bocatim stanistima. Jedina je hrvatska vrsta deseteronoznih rakova koja nije
zasticena zakonom. NajceSce je dug do 15 cm, ali moZe narasti i do 30 cm. Boja tijela s ledne
strane je raznolika, od Zutosmede do maslinastozelene, a trbusna strana je svijetle, gotovo
bijele boje (Slika 1A) (Muzi¢, 2013). Ima komercijalni znacaj za ribarstvo i akvakulturu na
europskoj razini (u Hrvatskoj astacikultura danas ne postoji). Vrsta je vrlo Sirokog
rasprostranjenja: na istoku se prostire do isto¢ne Rusije i Bliskog istoka, a na zapadu duz Citave
Europe izuzev Iberskog i Baltickog poluotoka (Holdich, 2002). U Hrvatskoj je zabiljezen u

rijekama savskog i dravskog slijeva (Maguire i Gottstein-Matocec, 2004).



Slika 1. Vrste rakova obuhvacéene ovim istrazivanjem: A) Zavicajni uskoskari rak, Pontastacus
leptodactylus, B) Invazivni signalni rak, Pacifastacus leniusculus (Foto: Andela Miljanovic).

Europske zavicajne vrste deseteronoznih rakova (ukljuCujuéi Hrvatsku) ugrozene su i smanjuje
im se rasprostranjenost i brojnost, i to ve¢inom zbog unistenja stanista (npr. regulacije vodenih
tokova), prekomjernog izlova, oneciséenja, bolesti i kompeticije s invazivnim stranim vrstama
rakova koje vecinom potjecu iz Sjeverne Amerike (Holdich i sur., 2009). Strane vrste rakova
mogu znatno utjecati na vodene ekosustave u koje su unesene zbog svog brzog rasta i velike
biomase koje postizu, dugog zivotnog vijeka, raznolikog nacina prehrane, agresivnog
ponasanja i velike plodnosti te se tako mogu vrlo lako prosiriti u staniStu. Strana vrsta je svaka
vrsta koja odredeni ekosustav ne nastanjuje prirodno, nego je u njega dospjela namjernim ili
nenamjernim posredovanjem covjeka. Ukoliko strana vrsta negativno utjece na bioraznolikost,
usluge ekosustava, zdravlje ljudi ili uzrokuje ekonomsku Stetu na podrucju u koje je unesena,
tada tu stranu vrstu smatramo invazivnom (Ministarstvo gospodarstva i odrzivog razvoja,
2020). U ,stare invazivne strane vrste" pripadaju tri vrste podrijetlom iz Sjeverne Amerike:
Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) - bodljobradi rak, Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852)

— signalni rak i Procambarus clarkii (Girard, 1852). U ,nove invazivne strane vrste" pripadaju

sjevernoamericke vrste Faxonius immunis (Hagen, 1870), Faxonius juvenilis (Hagen, 1870),
Faxonius virilis (Hagen, 1870), Procambarus acutus (Girard, 1852), Procambarus virginalis
(Lyko, 2017) i Procambarus alleni (Faxon, 1884) i dvije australijske vrste: Cherax destructor
(Clark, 1936) i Cherax guadricarinatus (von Martens, 1868) (Holdich, 2009; Kouba i sur. 2014).
U Hrvatskoj od navedenih vrsta dolaze signalni rak, bodljobradi rak te mramorni rak (Maguire



i Gottstein-Matocec, 2004; Maguire i sur., 2008; Samardzic¢ i sur., 2015). Posljednjih su godina
u Europi strane invazivne vrste rakova, koje su krajem 19. stolje¢a unesene zbog uzgoja,
broj¢ano nadmasile zavicajne vrste i to najvise zbog prijenosa patogena Aphanomyces astaci
(Schikora, 1903) (razred Oomycetes, red Saprolegniales) koji je uzrocnik smrtonosne bolesti
raje kuge i smatra se jednim od najgorih invazivnih vrsta na svijetu zbog svog brzog Sirenja i
destruktivnog utjecaja na zavicajne populacije europskih rakova (Lowe i sur., 2000). Ovaj
patogen se najc¢esce prenosi putem invazivnih vrsta koje su mnogo otpornije na infekciju nego
zavicajne (Aydin i sur., 2014; Sandstrom i sur., 2014) te jedinke zavicajnih vrsta najcesce
razviju bolest uslijed kontakta s prenositeljem racje kuge ili zoosporama patogena A. astaci
(Unestam i Weiss 1970; Makkonen i sur., 2014; Becking i sur., 2015).

Signalni rak (Slika 1B), Pacifastacus leniusculus, je, u odnosu na zavicajne vrste, kompetitivnijii
agresivniji, brze raste te ima visoku plodnost i rano spolno sazrijevanje (Kolari¢, 2016).
Nepovoljno utjece na slatkovodne ekosustave i to najvise na populacije velikih beskraljeznjakai
riba. Prvi je puta zabiljezen u Hrvatskoj 2008. godine u rijeci Muri, od kuda se dalje Sirio
nizvodno do Drave brzinom 18 — 24,4 km/god, Sto je medu najvisSim zabiljezenim stopama
Sirenja u Europi (Hudina i sur., 2009). U rijeci Korani prvi se puta pojavio 2011. godine te se
njegova rasprostranjenost od tada povecala 20 puta (DragiCevic¢ i sur., 2020). Tamo je invazivni
areal signalnog raka povecan za ukupno 5 km u tri godine, a sada se proteze na ukupno 30
km duzine rijeke. Danas je signalni rak u Hrvatskoj rasprostranjen u cijelom kontinentalnom
dijelu zemlje, u sustavima rijeka Save i Drave (Maguire i sur., 2018). Uz to, nedavno je
utvrdeno da je mali udio (6 %) populacije signalnog raka u rijeci Korani pozitivan na prisutnost
patogena A. astaci (Pavi¢ i sur. 2018). Stoga, pored kompetitivne prednosti, rakovi su i
prenosioci patogena, Sto je vjerojatno pridonijelo opazenom padu populacija zavicajne vrste
P. leptodactylus u rijeci Korani.



2.2. Mikrobne zajednice viSestanicnih organizama s fokusom na slatkovodne
deseteronozne rakove kao domacine

Istrazivanja mikrobnih zajednica slatkovodnih deseteronoznih rakova tek su u zacecima, iako
je, ve¢inom temeljem istrazivanja na sisavcima, poznato da viSestaniCni organizmi zive u
simbiontskom odnosu sa svojim mikrobnim zajednicama i da taj odnos Cesto ima viSestruke

koristi za domacina.

Simbioza je udruzenje dvije ili viSe razliCitih vrsta organizama koje moze biti korisno, Stetno ili
neutralno za organizme koji u njemu sudjeluju (Paracer i Ahmadjian, 2000). Postoji viSe vrsta
simbiotskih odnosa, a to su mutualizam, komenzalizam i parazitizam. Mutualizam je odnos u
kojemu oba partnera u odredenoj mjeri imaju korist. Komenzalizam je odnos u kojemu jedan
partner ima korist dok je na drugoga utjecaj neutralan. Odnos u kojemu jedan partner ima
korist na racun drugoga je parazitizam. Ipak, granice izmedu ove tri kategorije nisu uvijek
potpuno jasne i jedna vrsta odnosa moze prelaziti u drugu (Paracer i Ahmadjian, 2000). Stoga
mikrobne zajednice mogu povoljno utjecati na domacina, no u slu¢aju neravnoteze mogu

prevladati Stetni pa i patogeni mikrobi.

Pri istrazivanju sastava mikrobnih zajednica koriste se dva pristupa: tradicionalan koji se
zasniva na uzgoju mikroorganizama na hranjivim podlogama (engl. culture dependent
approach) i moderan koji se temelji na izolaciji DNA i analizi mikrobnih zajednica temeljem
njihovih DNA-sekvenci (engl. culture independent approach). Tradicionalnom izolacijom i
uzgojem mikroba u cistim kulturama dobiveni izolati mogu se identificirati na razlicite nacine.
Jedan od pristupa je upotreba biokemijskih testova pri kojem nasadivanje izolata na specifi¢ni
hranjivi medij omogucuje identifikaciju onih mikroorganizama koji su sposobni rasti u tim
uvjetima. Osim toga, izolati se mogu identificirati i masenenom spektrometrijom MALDI-TOF
(engl. Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) je brza i
precizna proteomska metoda identifikacije mikroorganizama koja se temelji na usporedbi
spektara ribosomalnih proteina nepoznatih izolata sa spektrima poznatih vrsta iz baza
podataka. Na kraju, bakterijski izolati se mogu identificirati Sanger-sekvenciranjem
("sekvenciranje prve generacije") marker gena (za bakterije je to najéesée gen koji kodira za
16S rRNA). Ovaj postupak ukljucuje izolaciju genomske DNA, PCR-amplifikaciju regije od
interesa te Sanger-sekvenciranje. Metoda se temelji na terminaciji elongacije lanca DNA
koristenjem fluorescentno obiljeZenih dideoksinukleotida (Sanger i sur., 1977). Sekvenciranje
16S rDNA trenutno predstavlja ,zlatni standard" u mikrobnoj molekularnoj taksonomiji zbog
ogromnog i sve veceg broja 16S rDNA sekvenci u bazama podataka (Federhen, 2012;



McDonald i sur., 2012; Yarza i sur., 2014). Na primjer, ,Baza podataka 16S ribosomske RNA
bakterija i arheja™ na NCBI (engl. National Center for Biotechnology Information) trenutno

sadrzi preko 22 000 unosa.

Medutim, procjenjuje se da se standardnim tehnikama u laboratoriju moze otkriti tek 1% ili
manje bakterijske raznolikosti vecine uzoraka iz okolisa (Turroni, 2008). Zato se u posljednje
vrijeme za karakterizaciju sastava i funkcije mikrobnih zajednica sve viSe primjenjuju direktne
analize njihovih DNA-sekvenci, preskacuéi korak uzgoja Cistih kultura. U zadnjih 40 godina
razvijene su metode sekvenciranja nove generacije. Sekvenceri druge generacije su 454
pirosekvenciranje, Ilumina i AB SOLID sustav, sekvenceri trece generacije su PacBio, Heliscopei
Ion Torrent Personal Genome Machine, dok su sekvenceri Cetvrte generacije nanopore
sekvenceri: Oxford Nanopore, ,Solid-state" sekvenciranje nanoporama (Slatko i sur., 2018).
Pomocu ovih metoda moze se istovremeno sekvencirati tisuce DNA fragmenata i to je podloga
za analizu citavih mikrobnih zajednica preko izoliranih uzoraka DNA.

Metagenomika i metode koje se zasnivaju na sekvenciranju taksonomskih marker gena dovele
su do znacajnih promjena u shvacanju mikrobnih zajednica. Napredak u sekvenciranju DNA
omogucio je da se bakterije identificiraju velikom razlucivosScu i propusnoscu Citanjem gena
koji kodira za 16S ribosomsku RNA (7RNA). DNA svih bakterija u uzorku se ekstrahira, geni koji
kodiraju za 16S rRNA se amplificiraju PCR-om, a amplikoni se ocitavaju pomocu suvremenih
instrumenata za sekvenciranje. Rezultat su sljedovi svih 16S rRNA gena u uzorku, a
identifikacija se provodi pomocu taksonomske klasifikacije usporedivanjem svakog

nukleotidnog slijeda s bazom sekvenci poznatih bakterija (Handelsman, 2004).

Ovakvom metodologijom su u posljednje vrijeme masovno analizirane mikrobne zajednice iz
raznih sustava pa tako i one vezane uz viSestanicne organizme. Mikrobne zajednice sisavaca,
probavnom traktu, a svako staniste ima svoja obiljezja i svoje mikrobe (Ross i sur., 2019). U
usporedbi s tim, mikrobne zajednice drugih skupina zivotinja su mnogo manje istraZene,
mikrobnih zajednica deseteronoznih rakova temeljena su na uzgoju mikroorganizama na
hranjivim podlogama. Tako je pokazano da brojni izolati s kutikule i ostalih tkiva signalnog,
uskoskarog i rijeCnog raka pripadaju rodu Pseudomonas te da mnogi od njih mogu inhibirati
rast micelija patogena A. astaci, uzrocnika racje kuge (Topi¢ Popovic i sur., 2014; Orli¢ i sur.,
2021), sto doprinosi saznanjima o pozitivnoj ulozi bakterijskih zajednica u zastiti domacina od
patogena. Nadalje, u vecini novijih istrazivanja mikrobnih zajednica rakova koristeno je

sekvenciranje druge generacije te je najcesce analiziran mikrobiom probavila akvakulturno
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vaznih vrsta rakova, poput vrste Procambarus clarkii (Zhang i sur., 2019; Nguyen i sur., 2021;
Zhang i sur., 2021; Dragicevic i sur., 2021). Tako je pokazano da nasastav mikrobnih zajednica
probavila rakova utjece nacin prehrane (Nguyen i sur., 2021), kaoi antropogeno oneciséenje
vode, primjerice lijekovima (Zhang i sur., 2019) i teskim metalima (Zhang i sur., 2021).
Naposlijetku, u Hrvatskoj je nedavno provedeno prvo istrazivanje mikrobnih zajednica rakova
sekvenciranjem nove generacije (DragiCevic¢ i sur., 2021). Provedena je analiza mikrobioma
kutikule i razlicitih tkiva (hemolimfa,hepatopankreas i crijevo) signalnog raka P. /eniusculus
sekvenciranjem 16S rDNA-amplikonaIllumina MiSeq tehnologijom. Analizirani mikrobiomi
prikupljeni su s Cetiri razli¢ite lokacije duzpodrudja invazije signalnih rakova u rijeci Korani i
usporedeni s mikrobiomima prisutnim u okoliSu - u vodi i u sedimentu. Mikrobne zajednice
kutikule bile su najraznolikije i najslicnije okolisu, odnosno mikrobnim zajednicama sedimenta.
Nadalje, mikrobiom kutikule, hepatopankreasa i probavila se mijenjao ovisno o tome s koje su
lokacije uzorci uzeti: iz srediSta invazivnog areala gdje je vrlo visoka gustoca jedinki, ili s fronti
invazivnog areala, gdjeje gustoca populacije manja. Sastav mikrobnih zajednica hemolimfe
znacajno se razlikovao odmikrobnih zajednica ostalih tkiva, ali je bio i ovisan o uvjetima

abiotskog okolisa koji su vjerojatno utjecali na imunosni status jedinki.

2.3. Mikrobne zajednice hemolimfe deseteronoznih rakova

Optjecajni sustav deseteronoznih rakova je otvoren te kroz njega protjeCe hemolimfa koja
sadrzi mikroorganizme. Sastav hemolimfe, koja se sastoji od plazme i hemocita, mijenja se
ovisno o fizioloSkom stanju Zivotinje, ciklusu presvlacenja i ovisno o uvjetima okolisa. Plazmu
Cine voda, ioni (Na*, K*, Ca?*, Mg?*i CI"), ugljikohidrati, lipidi i proteini. Hemocijanin, koji Cini
80 - 95 % ukupnih proteina u hemolimfi rakova, je respiratorni pigment rakova koji se nalazi
slobodan u hemolimfi. Koli¢ina mu ovisi o ciklusu presvlacenja, hranidbenom statusu, stresu i
zdravstvenom stanju. Hemociti su stanice hemolimfe koje imaju mnostvo uloga kao Sto su
zarastanje rana, koagulacija, fagocitoza, inkapsulacija (oblikovanje vezivne kapsule oko nekog
patoloskog procesa u tkivu) i ucvrscenje oklopa. Broj hemocita ovisi o fiziolosSkom te
zdravstvenom stanju Zivotinje (Colak, 2011). Primjerice, broj hemocita kod vrste Carcinus

maenas poveca se za 100 % neposredno nakon presvlacenja (Maynard, 1960).

Ranije se, temeljem neuspjesnih pokusaja kultivacije bakterija iz hemolimfe, smatralo da bi
hemolimfa zdravih rakova trebala biti sterilna i da je prisutnost bakterija u njoj posljedica stresa
ili bolesti (Bang, 1970; Lee i Pfeifer, 1975; Johnson, 1976). Medutim, danas je poznato da su



u hemolimfi zdravih rakova prisutne bakterije mnogih rodova i to bez ikakve Stete za domacina
(Cornick i Stewart, 1966; Amborski i Amborski, 1974; Haskell i sur., 1975; Scott i sur. 1986; Bii
sur., 2008; Jiravanichpaisal i sur., 2009; Davidson i sur., 2010; Ambas i sur., 2015). étoviée,
bakterije u hemolimfi rakova mogu pozitivno utjecati na zdravlje domacina modulirajuéi
imunosni odgovor, proizvodeci antimikrobne tvari i kompeticijom s patogenima (Wang i sur.,
2015). S druge strane, u hemolimfi su takoder zabiljeZzeni rodovi za Cije je pojedine
predstavnike potvrdena patogenost (Bacillus, Citrobacter, Spiroplasma i Pseudomonas)
(DragiCevi¢ i sur., 2021). Novija istraZivanja provedene posljednjih godina NGS-metodologijom
donose nova saznanja o mikrobnim zajednicama hemolimfe rakova (Ooi i sur., 2019; Dragicevic¢
i sur., 2021). Primjerice, kod rakaPanulirus ornatus otkriveno je da je raznolikost, brojnost i
funkcionalni profil bakterijskih zajednica hemolimfe ovisan o temperaturi vode (Ooi i sur.,
2019). Nadalje, hemolimfa raka Pacifastacus leniusculus je imala najujednaceniji mikrobiom
u usporedbi s drugim tkivima (hepatopankreas, probavilo, kutikula), odnosno najmanje se
mijenjala ovisno o uvjetima okoliSa. Ipak, utvrdene su razlike u sastavu mikrobnih zajednica
hemolimfe kod rakova s uzvodnih (ruralnih) i nizvodnih (gradskih) dijelova rijeke Sto ukazuje
na to da se sastav mikrobnih zajednica hemolimfe ipak mijenja u ovisnosti o okoliSu u kojem
rakovi Zive. Glavna bakterijska skupina u hemolimfi bila je Proteobacteria (82,9 %), s
dominantnim porodicama Sphingomonadaceae i Pseudomonadaceae (Dragicevic i sur., 2021).
JoS ne postoje istrazivanja hemolimfe zavicajnih europskih vrsta rakova, niti istrazivanja u
kojima bi se usporedivao mikrobiom hemolimfe razlicitih vrsta rakova (npr. koliko je on

uvjetovan vrstom raka, koliko fizioloskim statusom jedinke, a koliko utjece okolis).



3. Materijali i metode

3.1. Uzorkovanje

Terensko prikupljanje invazivnih signalnih rakova (Pacifastacus leniusculus) te zavicajnih
uskoskarih rakova (Pontastacus leptodactylus) provedeno je na nekoliko lokacija na rijeci
Korani od mjeseca kolovoza do studenog 2020. godine (Slika 2, Tablica 1). Lokacije su
odabrane prema nedavnom istrazivanju deseteronoznih rakova u rijeci Korani (DragiCevic,
2020.).
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Slika 2. Prikaz lokacija uzorkovanja na rijeci Korani. Crvene strelice oznacuju mjesta
uzorkovanja vrste Pontastacus leptodactylus, a plave Pacifastacus leniusculus (slika preuzeta

s Google Maps-a i modificirana)



Tablica 1. Lokacije i datum uzorkovanja te broj ulovljenih rakova po spolu i vrsti uz navedene

prosjecne duzine te mase.

Broj uhvacenih jedinki vrste Broj uhvacenih jedinki vrste
) BRI Pacifastacus leniusculus (Prosjecna Pontastacus leptodactylus (Prosjecna
Lokacija uzorkovanja duzina/mm i pv>rosje<”:na masa/q) duzina/mm ivprosje(:na masa/q)
Muzjaci Zenke Ukupno Muzjaci Zenke Ukupno
11.9.2020. 4 2 6 14 4 18
s 14.9.2020. 106,08
Usce 10.10.2020. 117,99 mm | 94,16 mm mm 95,88 mm | 87,78 mm | 91,83 mm
21.10.2020. | 70,05¢ 26,8 g 48,43 g 27,22 g 17,69¢ 22,46 g
11.9.2020. 3 9 12 5 3 8
.| 14.9.2020. 99,23 110,27 104,32
Logoriste | 10.10.2020. | 95,24 mm | 103,21 mm mm mm 98,37 mm mm
27,77 g 37,05¢g 32,41¢g 42,16 g 24,46 g 33,31¢g
10.10.2020. 5 7 12 4 2 6
Belajske | 21.10.2020. 101,23 108,75
Poljlice 23.10.2020. | 98,6mm | 103,86 mm| " o 71,5mm | 90,13 mm
41,08 g 38,3¢ 39,69¢g 41,45¢ 10,5¢ 25,98 g
8 4 12
Restoran | 16 9.2020. | 106,63 mm | 100,25 mm | 10344 - - -
Karan mm
43,46 g 30,63 g 37,05¢g
6 6 12
Donja 118,58 ] ) ]
Perjaica 25.9.2020. | 117,84 mm | 119,31 mm mm
64,10 g 54,92 g 59,51¢g
7 6 13
Séulac 30.9.2020. 106 mm 113,5 mm 1‘;?6:5 - - -
40,99 43,859 42,38 g
Ukupno 33 34 67 23 9 32

Rakovi su lovljeni pomocu vrsa za lov rakova (LiNi vrse, Slika 3) koje su s mamcima (hrenovke)

ostavljene preko noéi u vodotoku (Pavi¢, 2018.). Nakon vadenja vrSa iz vode, svaki je rak

stavljen u zasebnu posudu sa svjezom travom i tako transportiran do laboratorija. Po dolasku

u laboratorij, rakovima je izvadena hemolimfa (Slika 4, Poglavlje 3.2) te tehnickom vagom

izmjerena masa odnosno pomi¢nom mjerkom duljina tijela.
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Slika 3. LiNi vrsa za hvatanje rakova. (Foto: Bruno Doskocil)

3.2. Uzimanje hemolimfe

Svakom raku noga je obrisana 96%-tnim etanolom te je Spricom volumena 1 mL s iglom uzet
uzorak hemolimfe iz baze noge (Slika 4) te prenesen u mikroepruvetu volumena 2 mL.
Hemolimfi je odmah dodan dvostruki volumen antikoagulansa (0,49 M natrijev klorid (NaCl),
30 mM trinatrijev citrat, 10 mM etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA) kako ne bi doslo do
zgruSavanja, nakon Cega je uzorak ostavljen u frizideru na 4 °C do centrifugiranja. Uzorci su
centrifugirani 30 sekundi pri 10 000 x g i temperaturi 4 °C (centrifuga Centric 200R, Domel,
Slovenija). Uklonjen je supernatant te zatim talog stanica smrznut u zamrzivacu na -20 °C do

izolacije DNA.
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Slika 4. Uzimanje hemolimfe. (Foto: Bruno Doskocil)

3.3. Izolacija DNA
DNA je iz hemolimfe rakova izolirana kompletom NucleoSpin® Microbial DNA (Macherey Nagel,

Njemacka), prateci standardni protokol uz nekoliko modifikacija. Kratki pregled protokola
prikazan je na Slici 5. Izolati DNA pohranjeni su u zamrzivacu pri -20 °C.
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1. Priprema uzorka

< 40 mg taloga resuspendirati u
100 pL pufera za eluaciju

2. Razbijanje stanica

premjestiti uzorak u tubicu s NucleoSpin kuglicama (engl. beads)
dodati 40 uL pufera MG i 10 ulL otopine proteinaze K

© vorteksirati (Corning, Mexico, 230V),

30 min
centrifuga: 11 000 x g, 30 s

3. Prilagodavanje
uvjeta za vezanje

dodati 600 uL pufera MG

vorteksirati 3 s
@ centrifuga: 11 000x g, 30 s

4. Vezanje DNA

500-600 pL supernatanta prebaciti
na NucleoSpin Microbial DNA kolonu
centrifuga: 11 000x g, 30 s

5. Ispiranje silica-
membrane

500 pL BW centrifuga: 11 000 x g, 30 s

500 pL B5 centrifuga: 11 000 x g, 30 s

6. SuSenie silica-
membrane

centrifuga: 11 000 x g, 30 s

7. Eluiranje DNA

prebaciti kolonicu u epruvetu volumena 1,5 mL
100 ulL pufera za eluciju

inkubirati 1 min pri 21 °C

centrifuga: 11 000 x g, 30 s

isprati kolonicu sa 100 ulL eluata

Slika 5. Protokol kompleta NucleoSpin® Microbial DNA (Macherey Nagel, Njemacka) koji je
koriSten za izolaciju DNA iz hemolimfe rakova. Izmjene u odnosu na standardni protokol

oznacene su plavom bojom.

13



3.4. Lancana reakcija polimerazom

Lanéana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je metoda koja se koristi za
amplifikaciju velikog broja kopija odredenog fragmenta DNA. Sastoji se od tri koraka:
denaturacija dvolanéane DNA (odnosno razdvajanje komplementarnih lanaca), vezanje
pocetnica (engl. primer) na komplementarne dijelove DNA kalupa te na kraju sinteza zZeljenih
segmenata DNA djelovanjem DNA-polimeraze (Ambriovic i sur., 2007) (Slika 6).

Komponente smjese za PCR navedene su u Tablici 2. KoriStene su uzvodna (engl. forward)
pocetnica 27 F i nizvodna (engl. reverse) pocetnica 1492 R (Lane, 1991) koje umnazaju gotovo
citavu regiju gena koji kodira za bakterijsku 16S rRNA. PCR je proveden u uredaju Alpha Cycler
1 (PCRmax, Ujedinjeno Kraljevstvo, Slika 6) provodenjem sljedecih koraka:

1. denaturacija DNA pri 95 °C kroz 5 min;
2. 28 ciklusa: 1 min pri 94 °C (denaturacija), 1 min pri 55 °C (sparivanje pocetnica), 1,5 min
pri 72 °C (produljivanje lanaca);

3. zavrsno produljivanje lanaca 10 min pri 72 °C.

Kao pozitivna kontrola koriStena je genomska DNA bakterije Streptomyces sp., a kao

negativna deionizirana voda. UspjeSnost amplifikacije provjerena je gel-elektroforezom.

Blotee v
..—ssﬂim-x% —

Activation
95.0°C  94.0°C
7 72.0°C
00:05:00 00:01:00
4.0°C 00:01:00
e
00:02:00

28 CYCLES

00:00:00 / 00:00:03 ESTIMATED END TIME 10:42

W STOP.

Slika 6. Prikaz programa PCR-uredaja (Foto: Bruno Doskocil)
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Tablica 2. Sastav smjese za PCR.

Smjesa za PCR Kolicina (1X)
DNA-kalup (ukupna DNA izolirana iz hemolimfe) 1-4pL
2X EmeraldAmp GT PCR Master Mix (Takara) 12,5 uL
10 UM uzvodna pocetnica 27 F 0,5 uL
10 UM nizvodna pocetnica 1492 R 0,5 uL
Deionizirana voda do ukupnog volumena 25 pL

3.5. Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza je metoda u kojoj se djelovanjem elektri¢nog polja razdvajaju fragmenti DNA u
agaroznom gelu. Pokretljivost molekula DNA kroz gel ovisi o njihovoj duzini u parovima baza,
masi i konformaciji molekule DNA, koncentraciji i tipu agaroze, jakosti napona te sastavu
pufera za elektroforezu (Lee i sur., 2012). U ovom radu elektroforeza je koriStena u svrhu
odredivanja kvalitete i koncentracije izolirane DNA iz hemolimfe te za vizualizaciju rezultata

lancane reakcije polimerazom.

Gel (0,75 %) je pripremljen tako da je u 80 mL pufera 1XTAE (40 mM Tris; 20 mM octena
kiselina; 1 mM EDTA) otopljeno 0,6 g agaroze. Nakon Sto se otopina agaroze ohladila na
priblizno 60 °C dodano je 4 pL boje za vizualizaciju DNA [GelStar™ NucleicAcid Gel Stain
10,000X (Lonza, Svicarska)] te je otopina ulivena u kadicu s ¢esljiéima kako bi se stvorile jaZice
dok se gel hladi. Za odredivanje velicine fragmenata DNA prisutnih u uzorcima koristena je
otopina fragmenata poznate veliCine - molekularni biljeg Simply Load (Lonza, SAD) koji sadrZi
fragmente DNA u rasponu veli¢ina od 100 parova baza (pb) do 12 kilobaza (kb). Prije
nanosenja u jazice na gelu, uzorci su pomijesani s prikladnim volumenom boje za nanoSenje
(u omjeru 4 : 1). Sastav boje za nanoSenje bio je 3 mL glicerola (30 %), 25 mg boje brom-
fenol-plavo (0,25 %) te dH.O do ukupnog volumena od 10 mL. Boja za nanosSenje ima dvojaku
funkciju: sluZi za povecanje gustoCe uzoraka kako bi lakSe pali na dno jazice (zahvaljujuci
dodatku glicerola) te za vizualizaciju migracije uzoraka kroz gel (zahvaljuju¢i dodatku boje
brom-fenol-plavo koja migrira brze od vecine fragmenata DNA). Elektroforeza se provodila pri
naponu od 100 V kroz 30 minuta koristeci aparaturu Owl Easy Cast B1 Mini Gel Electrophoresis
System (Thermo scientific, SAD) (Slika 7).
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Slika 7. Aparatura za elektroforezu u agaroznom gelu (Foto: Bruno Doskocil)
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4. REZULTATI

Uzorkovanje rakova vrste Pontastacus leptodactylus i Pacifastacus leniusculus provedeno je na
sedam lokacija na rijeci Korani. Ukupno je ulovljeno 103 rakova, od ¢ega 34 jedinke vrste
Pontastacus leptodactylus (33 %) i 69 jedinki vrste Pacifastacus leniusculus (67 %) (Tablica
1). Nakon toga je svim rakovima uzorkovana hemolimfa i iz nje je izolirana ukupna DNA.
Kvaliteta izolacije DNA provjerena je elektroforezom (Slika 8) te je utvrdeno da je izolacija DNA
bila uspjesna iz 88/103 uzoraka.

Uil U2U U3U U4U USU U6BU U7U U88U USU U10U UI1U SIK S3K S4K

\'. : “ ‘

~ ™ v,, u"..uwdu

S5K S6K  S7K S8K SSK  S10K S11K S12K UlL U3L U4L USL UeL

-

3 wm"'

Slika 8. Primjer gel-elektroforeze metagenomske DNA izolirane iz hemolimfe rakova. Slovo
prije broja oznacava vrstu raka, U - uskoskari rak (Pontastacus leptodactylus) i S - signalni rak
(Pacifastacus leniusculus), broj oznacava jedinku raka, a slovo nakon broja lokaciju: U - usce,
K - Restoran Karan, L - Logoriste. Na gel je naneseno 8 L uzoraka DNA. Strelicom su oznaceni
uzorci kod kojih izolacija DNA nije bila uspjesna.

Bakterije su uz pomo¢ PCR-testa detektirane u 24 od ukupno 88 uzoraka DNA iz hemolimfe
(27 %) (Slika 9). Pregled rezultata detekcije bakterija u hemolimfi rakova lan¢anom reakcijom
polimerazom dan je u Tablici 3, dok se detaljan popis svih jedinki i rezultata detekcije bakterija
PCR-om nalazi u Prilogu 1. Rezultati detekcije bakterija ovisili su i o vrsti raka i o lokaciji. Vrste
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Pacifastacus leniusculus imala je opc¢enito manje PCR-pozitivnih uzoraka (prosjec¢no 15,7 %,
od 8 do 45 %, s 0 % na lokaciji Korana usce), a vrsta Pontastacus leptodactylus vise (prosjecno
45 %, od 38 do 50 %). Sto se tice utjecaja lokacije, u obje vrste raka najve¢i udio PCR-
pozitivnih jedinki utvrden je na Belajskim Poljicama: 50 % u vrsti Pontastacus leptodactylus i
45 % u vrsti Pacifastacus leniusculus.

Simply Load - USL U6L USL S9K S7BP S9BP S1K S2K U3BP USBP S5K +

NPT )

Slika 9. Primjer rezultata PCR-testa za detekciju bakterija u hemolimfi rakova. Slovo prije broja
oznaCava vrstu raka, U - uskoSkari rak (Pontastacus leptodactylus) i S - signalni rak
(Pacifastacus leniusculus), broj oznacava jedinku raka, a slova nakon broja lokaciju: L -
Logoriste, BP — Belajske Poljice i K — Restoran Karan. Oznaka minus (=) oznacava negativnu
kontrolu u kojoj je koriStena deionizirana voda, a oznaka plus (+) oznacava pozitivhu kontrolu
u kojoj je koristena genomska DNA aktinobakterije Streptomyces sp.. Na gel je naneseno po
5 WL PCR-produkata. Strelicom su oznaceni uzorci hemolimfe u kojima je detektirana
bakterijska DNA.
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Tablica 3. Detekcija bakterija u hemolimfi rakova lan¢anom reakcijom polimerazom prema

lokaciji i vrsti raka.

Pontastacus Pacifastacus
Vrsta raka leptodactylus leniusculus
Lokaciia Ukupno | PCR- % Ukupno PCR- %
) rakova | pozitivnih pozitivnih | rakova pozitivnih pozitivnih
Donja ) i
Perjasica 0 9 1 11
Séulac 0 - - 12 1 08
Karan 0 - - 10 2 20
Belajske 6 3 50 11 5 45
Poljice
Korana
logoridte 8 3 38 10 1 10
Korana usce 17 8 47 5 0 00
Prosjecan Prosjecan
postotak postotak
UKUPNO 31 14 za vrstu: 57 10 za vrstu:
459% 15,7%
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5. RASPRAVA

Mikrobne zajednice hemolimfe rakova vrlo su slabo istrazene (Ooi i sur., 2019) te su u ovom
istrazivanju po prvi puta detektirane bakterije u hemolimfi uskoSkarog raka Pontastacus

leptodactylusi signalnog raka Pacifastacus lenisculus lancanom reakcijom polimerazom.

Broj uhvacenih jedinki zavi¢ajnog uskoskarog raka (34) u ovom radu bio je znacajno manji od
broja jedinki invazivnog signalnog raka (69), te zavicajna vrsta uopce nije ulovljena na cak tri
lokacije, a to su Séulac, Donja Perjasica i Restoran Karan. Ovo je u skladu s literaturnim
podacima o brzom Sirenju signalnog raka u rijeci Korani te potiskivanju nativne vrste razlicitim
mehanizmima (Hudina i sur., 2013; Hudina i sur., 2017; Dragicevic¢ i sur., 2020). Invazivni
signalni rak, Pacifastacus leniusculus, je prvi puta u rijeci Korani zabiljezen 2011., nakon Sto
je ilegalno unesen. Distribucija signalnih rakova u rijeci Korani tada je bila lokalizirana unutar
10 km donjeg toka rijeke, gdje je vrsta koegzistirala sa zavicajnom vrstom Pontastacus
leptodactylus na uzvodnim i nizvodnim frontama invazije (Hudina i sur., 2013). Vrsta se Siri
uzvodno i nizvodno, te se od 2012. godine distribucija signalnih rakova u Korani povecala 20
puta i trenutno (prema podacima iz 2018. godine) pokriva 22,4 % cijelog vodotoka (Dragicevici
sur., 2020). Brze se Siri u uzvodnom smjeru, potencijalno zbog razlike u kompeticiji s
populacijom zavi¢ajnog uskoskarog raka, Pontastacus leptodactylus, Cija je brojnost Sest puta
veca na nizvodnoj nego na uzvodnoj invazivnoj fronti (Dragicevic i sur., 2020). Usporedujuci
rezultate dobivene u ovom radu (uzorkovanje u jesen 2020.) s podacima iz ranije publikacije
Dragicevic i suradnika (2020) gdje se uzorkovanje provodilo 2018., pokazalo se kako se u dvije
godine na lokaciji Korana usce pojavio signalni rak, kojeg 2018. nije bilo. Na lokacijama
Logoriste i Belajske Poljice broj signalnih rakova nadmasio je broj uskoskarih (za razliku od
2018. godine gdje je situacija bila obratna), dok na preostalim lokacijama zaviCajne vrste u
2020. godini nisu zabiljeZene (2018. je zabiljezen joS na lokaciji Donja PerjaSica). Stoga
rezultati ovog istrazivanja potvrduju ranije opazeni trend Sirenja signalnog raka u rijeci Korani
(Hudina i sur., 2013; Hudina i sur., 2017; Dragicevic¢ i sur., 2020).

Detekciji bakterija PCR-om prethodila je izolacija DNA iz hemolimfe rakova. Izolacija DNA iz
nekih rakova (14,56%) nije bila uspjesna jer nije bilo moguée sakupiti dovoljno hemolimfe ili
nije dovoljan brzo dodan antikoagulans. DNA je iz preostalih uzoraka uspjesno izolirana, ali uz
pojavu tzv. razmaza (engl. smear) koji je opazen tijekom analize uzoraka elektroforezom u
agaroznom gelu. Pojava razmaza se odnosi na DNA koja se usitnjava u sve manje fragmentei
zato razvladi po gelu u smjeru migracije. MoZe se pretpostaviti da razmaz sadrZi ve¢inom

fragmentiranu DNA raka. S obzirom da je hemolimfa uzorak koji dominantno sadrzi stanice
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raka (hemociti), a udio bakterijske biomase je mnogo manji, moze se takoder pretpostaviti da
izolirana metagenomska DNA sadrzi dominantno genomsku DNA raka te, u manjoj mijeri,
mikrobnu DNA. Nadalje, pri izolaciji DNA iz uzoraka koriSten je Microbial DNA komplet, odabran
jer je namijenjen izolaciji mikrobne DNA. Stoga je, s obzirom da mikrobne stanice imaju
stani¢nu stijenku, prvi korak protokola mehanicko razbijanje stanica s NucleoSpin kuglicama.
Pri tome se moZe pretpostaviti da su se stanice hemolimfe raka pretjerano lizirale te je doslo
do razgradnje prvenstveno ra¢je DNA, dok je nerazgradena genomska DNA vecinom
mikrobnog porijekla.

Lancana reakcija polimerazom je relativno jednostavna i Siroko koristena molekularno-bioloska
tehnika za otkrivanje i amplifikaciju sljedova DNA i RNA te je u ovom istraZivanju koriStena za
detekciju bakterijske DNA u hemolimfi rakova. Sli¢an je pristup koriSten i u nekim drugim
istrazivanjima. Primjerice, amplifikacija ukupne bakterijske DNA PCR-om koriStena je i u
klinickim uzorcima kako bi se, nakon neuspjesne kultivacije patogena, potvrdilo da li je uzorak
zaista sterilan, ili ipak sadrzi bakterije (Lleo i sur., 2014). Osim toga, ukoliko se dizajniraju
specificne pocetnice kojima se amplificira samo DNA odredene ciljne vrste, PCR se moze
koristiti i za detekciju odredenih vrsta u uzorku. Tako je primjerice razvijena metoda specificne
PCR-detekcije uzrocnika racje kuge Aphanomyces astaci u suspektnim uzorcima tkiva rakova
(Oidtmann i sur., 2006). Prednost ovog pristupa je niska cijena i neovisnost o skupoj
laboratorijskoj opremi te je zato PCR koriSten i u ovom radu. Mana ovog pristupa je sto je
dobiveni rezultat kvalitativan odnosno govori nam da li je ciljna sekvenca u uzorku prisutna ili
nije. U usporedbi s tim, kvantitativni PCR (engl. guantitative PCR, qPCR) je metoda koja se
koristi za otkrivanje, karakterizaciju i kvantificiranje nukleinskih kiselina. Na primjeru detekcije
patogena A. astaci, qPCR-testom je moguce odrediti koliko je patogena prisutno u uzorku tkiva
raka, od razine AO do razine A7 (Vralstad i sur., 2009), te je pokazano da je ovaj nacin detekcije
znacajno osjetljiviji od PCR-detekcije (Tuffs i Oidtmann, 2011). Stoga se moze pretpostaviti
kako su PCR-om u ovom istrazivanju detektirane one jedinke koje imaju najvecu koli¢inu
bakterija u hemolimfi, dok su ostale jedinke sadrzavale manju koli¢inu bakterijske DNA koja se
nije mogla detektirati PCR-om, ali bi se mogla utvrditi drugim tehnikama, poput qPCR-a. Ipak,
rezultati upucuju na varijabilnu koli¢inu bakterijske DNA u hemolimfi razliitih jedinki raka koja
bi mogla biti uzrokovana razlikama u zdravstvenom/imunosnom statusu jedinke. Stoga bi se u
nastavku istrazivanja gqPCR-om trebao utvrditi ukupni broj bakterija u hemolimfi te istraziti kako
se on mijenja ovisno o vrsti raka i lokaciji (odnosno uvjetima u okoliSu) te ovisno o

zdravstvenom stanju raka.
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Rezultati ovog rada biti ¢e temelj za nastavak istrazivanja u kojem ¢ée se bakterijske zajednice
hemolimfe rakova analizirati sekvenciranjem fragmenta gena koji kodira 16S rRNA. Na taj ¢e
se nacin analizirati sastav bakterijskih zajednica hemolimfe ove dvije vrste raka te ¢e se po
prvi put utvrditi kako se on mijenja ovisno o vrsti raka (zavi¢ajna/invazivna) i lokaciji (odnosno

uvjetima u okolisu).

6. ZAKLJUCAK

U ovom su radu po prvi puta detektirane bakterije u hemolimfi uskoskarog raka Pontastacus
leptodactylus (zavi¢ajna vrsta) i signalnog raka Pacifastacus leniusculus (invazivna vrsta)

lan¢anom reakcijom polimerazom.
Na temelju dobivenih rezultata dobiveni su sljedeci zakljucci:

e izolacija DNA bila je uspjeSna u 88 od 103 uzorka,

e bakterije su uz pomo¢ PCR-testa detektirane u 24 od ukupno 88 uzoraka DNA iz
hemolimfe (27 %),

e rezultati detekcije bakterija ovisili su i o vrsti raka i o lokaciji,

e prosjecan postotak uzoraka hemolimfe u kojima su PCR-om detektirane bakterije bio
je 45 % za vrstu Pontastacus leptodactylus (zaviCajna vrsta) i 15,7 % za vrstu
Pacifastacus leniusculus (invazivna vrsta),

e najvedi broj pozitivnih uzoraka obje vrste bio je s lokacije Belajske Poljice.
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8. PRILOG

Prilog 1. Tablica s popisom rakova i rezultatima detekcije bakterija u hemolimfi PCR-om. POL

- Pontastacus leptodacylus, PAL - Pacifastacus leniusculus, Oznake: + (izolacija ili PCR

uspjesan), — (izolacija ili PCR neuspjesan).

oznaka Datum Lokacija uzorkovanja vrsta spol Izolacija DNA PCR
uzorkovanja (hemolimfa)
Uiy 11.09.2020. U&ce (Korana) POL M -
u2u 11.09.2020. U&ce (Korana) POL M + -
usu 11.09.2020. U&ce (Korana) POL M + +
u4u 11.09.2020. U&ce (Korana) POL M + -
usu 11.09.2020. U&ée (Korana) POL M - -
usu 11.09.2020. U&ce (Korana) POL M + -
u7u 11.09.2020. U&e (Korana) POL M + -
usu 14.9.2020. Uéce (Korana) POL M + +
usu 14.9.2020. U&ce (Korana) POL F + +
ulou* 14.9.2020. U&ée (Korana) POL M + ¥
U11u* 14.9.2020. U&ce (Korana) POL M + -
u12u 10.10.2020. U&ce (Korana) POL M + -
u13u 10.10.2020. U&ce (Korana) POL M +
U14U 10.10.2020. Uéce (Korana) POL F +
uisu 10.10.2020. U&ée (Korana) POL F +
UieU 10.10.2020. Uéce (Korana) POL M + -
ui7u 10.10.2020. U&ce (Korana) POL M + -
U18U 10.10.2020. Uéce (Korana) POL F + +
uilL 11.09.2020. Logoriste (Korana) POL F i _
u2L 11.09.2020. Logoriste (Korana) POL F Nema hemolimfe _
UsL 11.09.2020. Logoriste (Korana) POL M _ _
u4L 11.09.2020. Logoriste (Korana) POL M 4 _
U5L 14.9.2020. Logoriste (Korana) POL F + _
u6L 14.9.2020. Logoriste (Korana) POL M + _
u7L* 14.9.2020. Logoriste (Korana) POL M + +
usL* 14.9.2020. Logoriste (Korana) POL M _ +
uoL 10.10.2020. Logoriste (Korana) POL M + +
uioL 10.10.2020. Logoriste (Korana) POL M ~
U1BP 10.10.2020. Belajske poljice POL M
(Korana) + -
U2BP 10.10.2020. Belajske poljice POL M
(Korana) + +
U3BP 21.10.2020 Belajske poljice POL M
(Korana) + -
U4BP 23.10.2020 Belajske poljice POL F
(Korana) + +
u7BpP 23.10.2020 Belajske poljice POL M
(Korana) + -
U9BP 23.10.2020 Belajske poljice POL F
(Korana) +
S1iuU 11.09.2020. Usce (Korana) PAL M _

29




S2u* 14.9.2020. USce (Korana) PAL F +
S3U* 14.9.2020. USce (Korana) PAL F Nema hemolimfe
S4U* 14.9.2020. USce (Korana) PAL M +
S5U 10.10.2020. Usce (Korana) PAL M +
S6U 21.10.2020. USce (Korana) PAL M +
S1iL 11.09.2020. Logoriste (Korana) PAL F Nema hemolimfe
S2L 11.09.2020. Logoriste (Korana) PAL F +/-
S3L 11.09.2020. Logoriste (Korana) PAL F
Nema hemolimfe
S4L 11.09.2020. Logoriste (Korana) PAL M _
S5L 11.09.2020. Logoriste (Korana) PAL F _
S6L 11.09.2020. Logoriste (Korana) PAL F Nema hemolimfe
S7L* 14.9.2020. Logoriste (Korana) PAL F +
S8L* 14.9.2020. Logoriste (Korana) PAL F i
SoL* 14.9.2020. Logoriste (Korana) PAL F +
S10L* 14.9.2020. Logoriste (Korana) PAL F +
S11L* 14.9.2020. Logoriste (Korana) PAL M +
S12L 10.10.2020. Logoriste (Korana) PAL F +
S13L 10.10.2020. Logoriste (Korana) PAL F +
S14L 10.10.2020. Logoriste (Korana) PAL M +
S1K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +
S2K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) Nema hemolimfe
S3K 16.9.2020. Restoran Karan PAL F
(Korana) +
S4K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +
S5K 16.9.2020. Restoran Karan PAL F
(Korana) +
S6K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +
S7K 16.9.2020. Restoran Karan PAL F
(Korana) -
S8K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +
S9K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +
S10K 16.9.2020. Restoran Karan PAL F
(Korana) +
S11K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +/-
S12K 16.9.2020. Restoran Karan PAL M
(Korana) +
S1DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL M
(Korana) +
S2DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL M
(Korana) +
S3DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL M
(Korana) +
S4DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL F
(Korana) +
S5DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL M
(Korana) +
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S6DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL F
(Korana) -
S7DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL F
(Korana) -
S8DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL M
(Korana) +
SODP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL M
(Korana) +
S10DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL F
(Korana) +
S11DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL F
(Korana) +
S12DP 25.9.2020. Donja Perjasica PAL F
(Korana) +
SS1 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M +
SS2 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL F _
SS3 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL F +/-
Ss4 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M "
SS5 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL F +
SS6 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M +
SS7 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M +
SS8 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL F +
SS9 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M +
SS10 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M +
SS11 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL F +
SS12 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL F "
SS13 30.9.2020. Sculac (Korana) PAL M +
S1BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S2BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S3BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL M
(Korana) +
S4BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S5BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S6BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S7BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S8BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL M
(Korana) +
S9BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL M
(Korana) +
S11BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL F
(Korana) +
S12BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL M
(Korana) +
S13BP 10.10.2020. Belajske poljice PAL M
(Korana) -
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Izjava o
izvornosti

Izjav/jujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima/ osim onih koji su u njemu navedeni.

Rruno f&stodll

ime i prezime studenta




