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1.UvOD

Mramorni rak (Procambarus virginalis Lyko, 2017) je vrsta otkrivena 1990-tih godina u
Njemackoj u akvaristickoj razmjeni (Vogt, 2020). Pripada u podkoljeno rakova
(Crustacea) u red deseteronoznh rakova (Decapoda). Bliski mu je srodnik vrsta autohtona
za Floridu Procambarus fallax (Hagen, 1870) u Ciju je podvrstu donedavno svrstavan
(Procambarus fallax forma virginalis). Zbog svojeg specificnog izgleda (proSarani
egzoskelet koji podsjeca na uzorak mramora) ubrzo je prozvan Mramorkrebs, odnosno

mramorni rak (Vogt, 2020).

Slika 1: mramorni rak (Procambarus virginalis), (autor fotografije: Sandra Hudina)

Ono Sto mramornog raka razlikuje od ostalih deseteronoznih rakova je nacin
razmnozavanja. Naime on se razmnozZava partenogenezom S$to znai da su za
razmnozavanje potrebne samo Zenke te muzjaci ove vrste nisu poznati. To mramornog
raka €ini odli€nim modelnim organizmom u biologiji, ali i uspjeSnom invazivhom stranom
vrstom (Hossain i sur., 2018). Uz razliku u nainu razmnozZavanja mramorni se rak od
drugih europskih vrsta razlikuje u veli€ini koja je znatno manja od ostalih vrsta, i iznosi
32-40 mm u doba reproduktivne zrelosti. Za usporedbu s drugim uspjesnim invazivnim
stranim vrstama desteronoznih rakova u Europi, kod vrste Procambarus clarkii (Girard,
1852) ta veli€ina iznosi izmedu 45 i 90 mm (Alcorlo i sur., 2008), a kod vrste Pacifastacus
leniusculus (Dana, 1852) 70-90 mm (Capurro i sur., 2015), dok kod zavi€ajnih europskih

vrsta kao Sto je Astacus astacus (Linnaeus, 1758) iznosi 70-90 mm (Kozak i sur., 2015).
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Takoder, mramorni rak ima znacajno krace vrijeme dostizanja reproduktivne zrelosti koje
iznosi samo pola godine dok kod ostale europske i veliki dio sjevernoamerickih vrsta
spolnu zrelost dostize u razdoblju izmedu 3-5 godina (Hossain i sur., 2018). Nadalje
fekunditet mramornog raka (50-700 jaja) je veci naspram zaviajnih europskih vrsta
rakova (npr. 80-200 kod vrste A. astacus) i drugih invazivnih stranih vrsta rakova (npr.
200-400 kod vrste P. leniusculus; Hossain i sur., 2018).Takoder imaju relativno kratak
inkubacijski period od 20-42 dana koji im omogucuje i vise generacija godidnje, za razliku
od europskih vrsta koje imaju inkubacijski period u rasponu od 240-270 dana te jednu
generaciju godisnje (Hossain i sur., 2018). Invazivna strana vrsta iz istog roda, P. clarkii,
ima sli¢an fekunditet ( < 900 jaja) i period inkubacije (21-30 dana) kao mramorni rak samo
Sto je vrsta veca od mramornog raka (Hossain i sur., 2018). U Europi su trenutno
pronadene uspostavljene populacije mramornog raka u prirodi u 15 zemalja (Vogt, 2021).
Te su populacije uspostavljene zbog pustanja jedinki u prirodu iz akvaristiCke razmjene u
kojoj je ova vrsta prvi puta otkrivena i opisana 1995. godine (Vogt, 2020.) Sto se ostatka
svijeta tiCe u Africi su pronadene uspostavljene populacije u prirodi na Madagaskaru te u
Izraelu, Japanu i na Tajvanu (Vogt, 2021).

Uz ranije navedeno kraCe generacijsko vrijeme, brZze dostizanje spolne zrelosti i veéi
fekunditet koje ovoj vrsti daju kompetitivhu prednost nad zavi¢ajnim vrstama rakova,
mramorni rak je i potencijalni prijenosnik bolesti raCje kuge, Ciji je uzroCnik vrsta
Aphanomyces astaci Schikora, 1906. Ova vrsta spada u koljeno Oomycota odnosno
algasica te u razred Saprolegniales. U Europu je stigla sredinom 19. stolje¢a s americkim
vrstama rakova. Sjeverno-americke vrste rakova su na nju veéinom otporne jer su uz nju
ko-evoluirale te sluze kao njezini prijenosnici, dok su europske vrste osjetljive te ovaj
patogen dovodi do znac¢ajnog pada njihovih populacija (Orli¢ i sur., 2021). Racja kuga se
prenosi se horizontalno medu srodnim vrstama pokretnim zoosporama koje preZivljavaju
isklju€ivo u slatkoj vodi. Nakon pri¢vrséivanja na kutikulu, zoospora odbacuje bi¢ i stvara
ciste, nakon Cega dolazi do klijanja i prodiranja u kutikulu raka. Kod vrsta otpornih na
rac¢ju kugu dolazi do brzog imunosnog odgovora koji se ocituje u aktivaciji kaskade
profenoloksidaze kojom se stvara melanin koji sprjeCava daljnje prodiranje racje kuge u
tijelo raka, medutim kod manje otpornih vrsta hife se granaju i prodiru dublje u tkiva

domacina. U procesu kaskade profenoloksidaze se u nizu (kaskadi) reakcija uz pomoc



djelovanja enzima aktivira i stvara kapsula oko stranog tijela, u ovom slu€aju hifa A.
astaci, i time sprjeCava daljnje prodiranje patogena u organizam kod otpornih vrsta s
brzim imunosnim odgovorom (Beck i Habicht, 1996). Posljednja faza infekcije je

sporulacija i otpustanje zoospora (Soderhall i Cerenius, 1999).
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Slika 2: Zivotni ciklus Aphanomyces astaci. Sporangij (1) sa sporama u obliku kugle (2)
iz koje se pokretne zoospore (3) otpustaju u vodu. Ako ne nadu pogodnog domacina
stvaraju ciste (4) ili kemotaksijom pronalaze prigodnog domacina (5) i stvaraju ciste na
kutikuli domacina (6) nakon ¢ega pocinju klijati (7) i prodiru kroz kutikulu domacina (8).
Micelij se Siri do unutradnjosti domacina (9) Sto dovodi do smrti domacina. Nakon smrti

domacina dolazi do ponovne produkcije sporangija (10). Preuzeto iz: Vralstad i sur., 2006.

Do danas je opisano nekoliko genotipskih grupa Aphanomyces astaci (Jussila i sur.,
2021). Genotipska grupa A je izolirana iz roda Astacus, dok su ostale su genotipske grupe
izolirane iz ameriCkih vrsta te su iz vrste P. leniusculus (signalni rak) izolirane genotipske
grupe B i C, dok je iz vrste P. clarkii (crveni moc&varni rak) izolirana genotipska grupa D.
Genotipska grupa E je izolirana iz vrste Faxoinus limosus (bodljobradi rak) (Rafinesque,
1817) (Svoboda i sur., 2017).



Kod mramornog raka nije zabiljezena nova genotipska grupa karakteristiCha za ovu vrstu,
no izolirana je genotipska grupa D koja zarazava vrstu P. clarkii (Keller i sur., 2014), Sto
pokazuje kako mramorni rak moze biti vektor racje kuge. No, tolerancija na ostale sojeve
racje kuge trenutno nije istrazena za mramornog raka, a poznato je kako razli€iti sojevi
mogu biti razli€ito virulentni za istu vrstu. Primjerice zarazavanje signalnog raka izolatima
genotipa As i Psl pokazalo je da signalni rak nije uvijek otporan ¢ak na izolat
karakteristiCan za vrstu (Psl) , te da As izolat dovodi do ranijeg i ve¢eg moraliteta jedinki

signalnog raka naspram izolata Psl (Aydin i sur., 2014).

S obzirom da razli€ite sjevernoameri¢ke vrste pokazuju varijabilnu toleranciju na razliCite
sojeve racje kuge, cilj prakticnog dijela ovog rada bio je ispitati toleranciju mramornog
raka na izolat PEC8 genotipa Psl (genotip grupa B), koji je izoliran s invazivne strane
vrste signalnog raka. Ispitujemo taj soj zbog toga Sto je signalni rak jedna od
najuspjesnijih invazivnih vrsta u Europi te je prisutan u vise od 29 zemalja (Kouba i sur.,
2014), te postoji velika vjerojatnost da se mramorni rak nade u kontaktu sa signalnim
rakom i njegovim sojem racje kuge. U Hrvatskoj je signalni rak prisutan u rijekama Korani,
Dravi i Muri (Dragicevic i sur., 2020). Populacija signalnog raka u rijeci Dravi samo je 400
m udaljena od za sada jedine zabiljeZene lokacije mramornog raka u Hrvatskoj u jezeru
Soderica (Samardzi¢ i sur., 2014). Kako je prisutnost ragje kuge u populaciji signalnog
raka u rijeci Dravi zabiljezena (Maguire i sur., 2016), o¢ekujemo kako je vrlo izgledno da

mramorni rak vec je ili bude zarazen ovim genotipom.



2.MATERIJALI | METODE
2.1. Opis Zivotinja koristenih u eksperimentu

Istrazivanje je provedeno u sklopu HRZZ projekta ,Promjene sastava patogena i
imunoloskog odgovora tijekom Sirenja areala uspjesnih invazivnih vrsta slatkovodnih
rakova“ (HRZZ UIP 2'017-05-1720). Na terenu u jezeru Soderica su prije ovog
eksperimenta prikupljene Zenke s jajima i juvenilnim jedinkama te su drzane u laboratoriju
do otpustanja juvenilnih jedinki. Te juvenilne jedinke su nakon toga premjestene u

zasebne posude.

Ukupno 55 juvenilnih jedinki mramornog raka zarazeno je razliitim koncentracijama
zoospora patogena racje kuge, genotip Psl. Od ukupnog broja jedinki, 15 jedinki
mramornog raka sluzilo je kao kontrola i nije bilo zarazeno, 20 je zarazeno koncentracijom
od 7500 spora/mL te je 20 jedinki zarazeno koncentracijom od 15000 spora/mL. Jedinke
su zrtvovane nakon nekoliko ciklusa zarazavanja te je na njima provedena detekcija
patogena racje kuge. Pokus se odvijao u 4 koraka: produkcija zoospora A. astaci,
zarazavanje, mjerenje jedinki i na kraju potvrda infekcije koja se odvija kroz kasnije
opisane procese izolacije DNA, PCR-testa i elektroforeze koji su predstavljeni u ovom
zavrSnom radu. lzolat PEC8 patogena A. astaci koriSten u ovom pokusu dobiven je od
suradnika u Francuskoj, prof. dr. sc. Frédérica Grandjeana, Sveuciliste u Poitiersu.
Uzgojen je na krutoj i teku¢oj hranjivoj podlozi sa dodanim antibioticima oksolinskom
kiselinom i ampicilinom kako bi se sprijeCio rast bakterija, a prema protokolu opisanom u
Makkonen i sur. (2012).

2.2. Izolacija DNA

Nakon provedbe eksperimenta (koji nije dio ovog zavrsnog rada), DNA je izolirana iz
komadica kutikule i uropoda prethodno zarazenih mramornih rakova. Izolirana je pomocu
kompleta za izolaciju DNA NucleoSpin Microbial DNA (Macherey Nagel, Njemacka).
KoriSten je protokol za izolaciju gram pozitivnih i negativnih bakterija uz dodatak jos jedne



filtracije sa zavrSnim produktom izolacije iz protokola radi povecanja konacne

koncentracije DNA. KoriSteni su uredaji navedeni u Tablici 1.

Tablica 1 : Uredaiji koriSteni za izolaciju DNA i PCR

Naziv Namjena u istrazivanju Proizvodac
LSE Vortex Mixer Koristen po pécliltg\kolu izolacije Corning Inc., SAD
Centrifuga Centric 200R Konsjena PO protokolu Domel, Slovenija
izolacije DNA

Uredaj u kojem se Priprema

Clean View UV Cabinet PCR reakcija

Cleaver Scientific, UK

Uredaj za izvodenje PCR

Alpha Cycler 1 PCR max - PCR max, UK
reakcije
-~ : ) Spin down nakon mijeSanja PHOENIX Instrument,
Mini-Centrifuge CD-1008 sastojaka PCR reakcije Njemacka

2.3. PCR-test za otkrivanje patogena A. astaci

U izoliranim uzorcima DNA je metodom lan€ane reakcije polimerazom (eng. Polymerase
Chain Reaction) analizirana prisutnost patogena A. astaci. Lan€ana reakcija polimerazom
je in vitro replikacija DNA molekule. Sastoji se od tri koraka koji se ponavljaju u vise
ciklusa. Ti koraci se odvijaju u PCR uredaju (PCR max, UK) ,a oni su denaturacija kalupa
DNA, prianjanje pocetnica i elongacija. U PCR reakciji koriStene su pocetnice uzvodna
pocCetnica 42 i nizvodna pocetnica 640. Ove pocCetnice umnazaju ITS regiju 5.8 rRNA

gena patogena rac¢je kuge, Aphanomyces astaci (Pavic, 2018).

Ukupna reakcijska smjesa od 27 pL za jednu reakciju sadrzavala je :
-DNA kalup 3 uL
-EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (TAKARA, Japan) 12,5 uL
-10 mM uzvodna pocetnica 42 (kona¢na koncentracija 0,5 uM) 1,25 puL
-10 mM nizvodna pocetnica 649 (kona¢na koncentracija 0,5 puM) 1,25 pL

-deionizirana voda 9 uL



Za provodenje PCR-a koristila sam protokol razvijen u radu Oidtmann i sur.(2006).
Pocetna denaturacija je trajala 5 minuta na 96°C nakon €ega je slijedilo 35 ciklusa. Jedan
ciklus sadrzi 1 minutu denaturacije na 96°C , pa 1 minutu na 61°C za prianjanje poCetnica
te na kraju 1 minutu za elongaciju lanaca na 72 °C. Na kraju slijedi zavrSna elongacija
lanaca od 5 minuta na 72°C. Za pozitivhu kontrolu je koriSten izolat A. astaci PECS8, a za

negativnu je koriStena deionizirana voda umjesto DNA kalupa.

2.4 Elektorforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza je metoda kojom se DNA molekula moze odvajati, identificirati i purificirati.
To je mogucée zbog toga $to je molekula DNA negativno nabijena te se moze odvajati u
elektricnom polju u kojem postoji protok struje. Agarozni gelovi su kompleksne mreze
polimera agaroze, oni su porozni te ovisno o koncentraciji agaroze mogu razdvajati
molekule razli¢itih veli€¢ina. Elektroforezom u agaroznom gelu su analizirani fragmenti
DNA dobiveni PCR-om i izolacijom DNA.

Elektroforeza je radena na izoliranoj genomskoj DNA kako bi se utvrdila uspjeSnost
provedene izolacije. Elektroforeza je napravljena i nakon amplifikacije PCR-testom kako
bi se utvrdila prisutnost patogena A. astaci. Kako bi se napravio agarozni gel, agaroza se
otapa u TAE (tris acetat EDTA) puferu. Za elektroforezu nakon PCR-a se koristen je i 2%-
tni agarozni gel, a nakon izolacije DNA 1%-tni agarozni gel. Odgovaraju¢a koli€ina
agaroze (0,8 g za 1%-tni odnosno 1,6 g za 2%-tni agarozni gel) se stavlja u 80 mL TAE
pufera te se dodaje 8 uL boje za vizualizaciju DNA (GelStar™). Otopina je ohladena na
60°C te je izlivena u kadicu za elektroforezu. Kod elektroforeze nakon izolacije DNA je za
vizualizaciju molekula DNA dodana boja za nanosSenje uzoraka (MassRuler DNA Loading
Dye 6x, Thermo Fisher Scientific, SAD). Elektroforeza je provedena u elektricnom polju
napona 100V u 1xTAE puferu 45 minuta kod fragmenata nakon izolacije DNA i 50 minuta
nakon PCR-testa. Sve boje i marker koristene prilikom elektroforeze navedene su u tablici
2.



Tablica 2: koriStene boje i marker koristeni za elektroforezu u agaroznom gelu

Naziv

Namjena u istrazivanju

Proizvodac

GelStar™ Nucleic Acid Gel
Stain 10,000X

Boja za vizualizaciju DNA

Lonza, Svicarska

MassRuler DNA Loading Dye
6Xx
(Loading buffer)

Boja za vizualizaciju DNA
nakon izolacije

Thermo Fisher Scientific, SAD
(Sastoji se od 3 mL 30%-tnog
glicerola, 25 mg brom-fenol-
blue 0.25%-tne boje i
destilirane vode do 10 mL.)

SimplyLoad™ Tandem DNA
ladder

Marker

Lonza, Svicarska

Slika 3: Agarozni gel nakon izolacije DNA (A) i nakon PCR-testa (B). Brojevi na obje slike

predstavljaju Sifre uzoraka ispitanih nakon izolacije DNA odnosno PCR-testa dok + i — na

slici B predstavljaju pozitivhu (+) i negativnu (-) kontrolu. Na slici A vidljiva je obojena i

ionirana DNA (razmaz uzorka je prisutan zbog koraka mehanicke lize stanica kuglicama,

sukladno koristenom protokolu za izolaciju mikrobne DNA). Na slici B vidljiva je prisutnost

patogena A. astaci na uzorku broj 25 kao i na pozitivnim kontrolama (+). (autor fotografije:

Jana Zekirovski).




3. REZULTATI

Nakon provedenog pokusa PCR-testom je utvrdeno da niti jedna od kontrola nije imala
prisutan patogen racje kuge. U eksperimentalnoj grupi zarazenoj koncentracijom od 7500
spora/mL kod 8 od 20 jedinki (40%) zabiljeZzena je prisutnost patogena racje kuge, dok je
u grupi koja je bila zarazena koncentracijom od 15000 spora/mL, patogen zabiljezen kod
11 od 20 jedinki (55%) (Slika 4).

kontrole

Eksperimentalne grupe

7500 spora/mL

0 25 50 75 100

Postotak jedinki (%)

Slika 4: Postotak jedinki u 3 razliCite eksperimentalne grupe kod kojih je zabiljezena
prisutnost patogena racje kuge A. astaci upotrebom PCR-a.

Sto se ti¢e smrtnosti jedinki od ragje kuge tijekom eksperimenta iz kontrolne grupe niti
jedna jedinka nije uginula. U eksperimentalnoj grupi zarazenoj koncentracijom od 7500
spora/ml uginule su 3 od 20 jedinki (15%), a u eksperimentalnoj grupi zarazenoj
koncentracijom od 15000 spora/ml uginule su 4 od 20 jedinki (20%) (Slika 5).



kontrole

Eksperimentalne grupe

7500 spora/mL

15000 spora/mL -
0

25 50 75 100
Postotak jedinki (%)

Slika 5: Postotak uginulih jedinki u 3 razliite eksperimentalne grupe za vrijeme trajanja

eksperimenta.
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4. RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati mogucnost infekcije mramornog raka genotipom Psl
racje kuge kako bi se s time povezano mogla utvrditi i moguca opasnost za autohtone
vrste na podru¢jima na kojima ova invazivna strana vrsta obitava. Ispitivali smo
mogucnost infekcije genotipom Psl jer mramorni rak nema svoj specifiCan genotip A.
astaci s obzirom na neutvrdeno porijeklo (vrsta je nastala u akvaristici), ali s obzirom da
je ova vrsta srodna postojecoj sjevernoamerickoj vrsti P. fallax i s obzirom da je poznato
da su sjevernoamericke vrste relativno tolerantne na bolest ra¢je kuge (Bostjanci¢ i sur.,
2021) oCekivali smo da ¢e i mramorni rak potencijalno biti otporan na genotip Psl, to je
pokazano i nedavnim istrazivanjem u kojem je zarazen mali broj jedinki mramornog raka
jednokratno i s nizim koncentracijama patogena i u kojem nije zabiljezen mortalitet
mramornog raka (Bostjancic¢ i sur., 2021). S obzirom da su istrazivanja pokazala da su
razne sjevernoameriCke vrste razliCito otporne na genotipove ovog patogena (Vogt,
2020), i s obzirom na relativno visoke koncentracije te uzastopno zarazavanje
primjenjeno u ovom istrazivanju, ocCekivali smo odredenu razinu mortaliteta jedinki

mramornog raka izloZenih genotipu Psl u ovom istrazivanju.

U radu Keller i sur. (2014) je prvi puta zabiljeZzena prisutnost patogena A. astaci, genotipa
Pc, kod vrste mramorni rak. Ovom je genotipu originalni domacin P. clarkii. Rezultati tog
rada su pokazali ve¢u kako je patogen bio prisutan kod 70% jedinki mramornog raka
koje su uzgojene u laboratoriju. U ovom radu rije€ o eksperimentalnom zarazavanju koje
je rezultiralo kroni¢énom infekcijom kod 40-55% jedinki, Sto nam potencijalno govori da je
genotip Psl manje virulentan od genotipa Pc za mramornog raka, ili da na$

eksperimentalni dizajn nije bio okoliSno relevantan .

Genotip Ps je prema radu Aydin i sur. (2014) izazvao podjednaku smrtnost kod vrste P.
leniusculus (signalni rak) kao soj As. Genotip As spada u genotipsku grupu A te je prvotno
izoliran iz predstavnika roda Astacus. Smatra se kako je ovaj genotip prvi dospio u
Europu. Isto tako ovaj soj je zna€ajno manje virulentan od soja Psl, te izaziva kroni¢nu
infekciju u otprilike 30% slu€ajeva kod jedinki iz populacija u prirodi (Viljamaa-Dirks,

2016). Istrazivanje u radu Aydin i sur. (2014) provedeno na drugoj invazivnoj vrsti,
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signalnom raku, ali rezultati govore o njegovoj znacajnoj zarazi genotipom As Kkoji se u
prirodi smatra najmanje virulentnim. U navedenom radu jedinke signalnog raka su uzete
iz prirode i koristene za eksperiment. Virulentnost ovih genotipova se u tom radu
istrazivala radi moguceg mortaliteta od odredenih sojeva Cak i kod vrsta koje su inacCe
poznati vektori racje kuge. Ovo bi moglo biti povezano s mramornim rakom iz razloga $to
je kao i signalni rak mogudi prijenosnik racje kuge te moze biti kroni¢no inficiran i ostalim
razli€itim sojevima patogena A. astaci, kao Sto je vidljivo iz ovog istrazivanja i postojecih

literaturnih podataka.

Mogucnost prijenosa racje kuge s drugih invazivnih vrsta, kao Sto je P. clarkii, na
autohtone europske vrste ve¢ je istrazen (Rezinciuc i sur., 2014). PCR metodama je
utvrdeno kako su europske vrste zaraZene svim genotipskim grupama, ali u radu
Rezinciuc i sur. (2014) prevladava genotipska grupa D. Stoga mramorni rak kao invazivna
vrsta i potencijalni vektor raznih genotipova racje kuge, mozZe predstavljati opasnost za
autohtone vrste, osim zbog svoje ranije opisane kompetitivne prednosti, i zbog
mogucnosti Sirenja razli€itih sojeva patogena A. astaci. Prijenos ovog patogena, kako je
navedeno u uvodu, izuzetno je opasan za autohtone vrste koje nemaju dovoljno brzi
imunosni odgovor na infekciju, te je ona za njih uglavnom letalna. Jedna od autohtonih
vrsta za koju bi ovo moglo predstavljati problem je zavi€ajna i ugrozena vrsta rije€nog
raka, A. astacus, koji je zabilieZzen u jezeru Soderica i koji je zastiéen na nacionalnoj razini
Zakonom o zastiti prirode (N.N. br. 80/13) i Pravilnikom o strogo zasti¢enim vrstama (N.N.
br.144/2013). Takoder je zasticen na medunarodnoj razini Dodatkom |ll Konvencije o
zastiti europskih divljih vrsta i prirodnih staniSta (Bernska konvencija) te Dodatkom V

Direktive o zastiti prirodnih stanista i divlje faune i flore.

Sto se mramornog raka ti¢e njegova invazivnost i ponasanje usporedeno je u radu
Linzmaier i sur. (2018) s vrstom F. limosus (bodljobradi rak), koja pripada u invazivne
strane vrste rakova koje su dugo prisutne u Europi. Ovo istrazivanje je pokazalo kako su
mramorni rakovi u bili dominantni u antagonisti¢kim interakcijama s vrstom F. limosus ¢ak
i kada su jedinke mramornog raka bile manje od jedinki bodljobradog raka. Isto tako
praceno je i njihovo ponaSanje u slu€aju prijetnje iz okolisa, kao Sto su predatori ili

kompeticija s drugim vrstama, te su mramorni rakovi na nju reagirali skrivanjem |
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izbjegavanjem dok su muZzjaci bodljobradog raka reagirali veCinom agresivno na prijetnje.
S druge strane zenke bodljobradog raka su isto kao i mramorni rakovi reagirali skrivanjem
odnosno izbjegavanjem prijetnje. To je i logi€no oc€ekivati s obzirom da su sve jedinke
mramornog raka Zenke. Sto je ovdje neobiéno su ranije navedene antagonisticke
interakcije s muzjacima u kojima su jedinke mramornog raka bile uspjeSnije. U ovom
istrazivanju je zakljuceno kako mramorni rak mogao ugroziti ¢ak i druge invazivne vrste

zbog izrazito dobre prilagodljivosti uvjetima okolisa.

U radu objavljenom ove godine (Vogt, 2021) razmatra se moguca korist uzgoja
mramornog raka u akvakulturi. Zaklju€eno je kako bi zbog svojeg partenogenetskog
nacina razmnozZavanja, mogao biti dobar i konstantan izvor hrane i proteina za mnogo
ljudi u siromasnijim zemljama. Ipak jedan od nedostataka njegovog uzgoja je maksimalna
masa do koje jedinka dolazi koja iznosi oko 50 g dok je to kod vrste P. clarkii izmedu 60
i 80 g u prosjeku. Vrsta P. clarkii se ve¢ koristi u akvakulturi te je jeftina u odnosu na druge
vrste slatkovodnih rakova. Na primjer cijena kilograma vrste P. clarkii kre¢e se izmedu 5
i 10 americkih dolara, dok je cijena kilograma najvece vrste na slici 6, Cherax tenuimanu
(Smith, 1912) , izmedu 30 i 70 americkih dolara (Vogt, 2021). Ovaj odnos veli€ina raznih
vrsta koje se koriste u akvakulturi Cija je posljedica i njihova cijena prikazan je u prilogu
1. Sto se uzgoja mramornog raka u akvakulturi tice to bi jedino bilo isplativo u prirodnim
jezerima sa hranom koja se ve¢ tamo nalazi Sto bi gotovo sigurno rezultiralo bijegom
jedinki te bi im omogucilo daljnju invaziju tog podrucja. Uz to moguce je da bi se u slu€aju
uzgoja, populacije okolnih vrsta u podru¢ju potencijalno zarazile rajom kugom, te je

zaklju€eno kako, za sada, uzgoj mramornog raka nije isplativ.

Sve ove usporedbe sa ostalim invazivnim vrstama ukazuju na to kako mramorni rak ima
veci potencijal za invaziju te time i za Sirenje racje kuge. Upravo zbog njegove invazivnosti
uzgoj u slobodnoj akvakulturi u prirodnom jezeru se doima relativno riziCan zbog gotovo
sigurnog bijega vrste te time i stvaranja novih populacijama na mjestima gdje ove vrste
nije nuzno bilo. Takoder dokazane relativne tolerancije na dva virulentna genotipa racje
kuge, te zbog bioloSkih karakteristika vezanih uz reprodukciju (partenogenetsko

razmnozavanje, kratko generacijsko vrijeme, rano dostizanje spolne zrelosti, visok
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fekunditet) ova vrsta ukoliko dode u kontakt s patogenom, u vrlo kratkom vremenu moze

uspostaviti velike populacije koje onda mogu biti znacajan izvor patogena u prirodi.

14



5.ZAKLJUCAK

U ovom radu dan je pregled o mramornom raku te je ispitana mogucénost zaraze
genotipom Psl koji je karakteristiCan za invazivhu stranu vrstu signalnog raka, P.
leniusculus. Pregledom literature je ustavljeno kako mramorni rak nema karakteristicni i
specificni genotip uzro€nika bolesti racje kuge. Dokazano je da je moguéa kroni¢na
zaraza mramornog raka genotipom Psl. KoriStenjem visokih koncentracija patogena i
uzastopnim zarazavanjem doSlo je do mortaliteta 20% jedinki na viSoj koncentraciji
patogena Sto nam dodatno govori relativno dobroj otpornosti mramornog raka na ovaj
genotip. Kod grupe sa nesSto manjom koncentracijom spora mortalitet jedinki iznosio je
15%. Ispitivanje uspjednosti zaraze pokazalo je da je kod 63 % zarazZenih jedinki u obje
ispitane grupe patogen bio prisutan 6 tjiedana nakon infekcije Sto govori da su te jedinke
koje su preZivjele infekciju bile kroni€no zarazene i kao takve mogu biti vektori patogena
na druge jedinke mramornog raka i druge autohtone vrste. U slu€aju Hrvatske,
najvjerojatniji je prijenos racje kuge na autohtonu vrstu rijeénog raka koji je zabiljezen u

jezeru Soderica u kojem obitava i mramorni rak.
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7.SAZETAK

Procambarus virginalis (Lyko, 2017) je invazivna strana vrsta nepoznatog podrijetla s
uspostavljenim populacijama u prirodi zabiljezenim u 15 europskih zemalja. Ova vrsta
ima vedi fekunditet od autohtonih te od ostalih invazivnih stranih vrsta rakova. Uz to ima
specifican nacin razmnozavanja za deseteronozne rakove, razmnozZava se
partenogenetski, $to je jedan od bitnijih faktora u uspjehu njezine invazije. Uz to je i
moguci prijenosnik patogena Aphanomyces astaci, uzroCnika bolesti racje kuge.
ameriCke vrste koje su ko-evoluirale s ovim patogenom su relativno tolerantne na njega
te od njega ne ugibaju, dok su europske vrste manje tolerantne na njega te kod njih
infekcija vec¢inom dovodi do visokih stopa mortaliteta. U ovom radu se razmatra
mogucnost zaraze mramornog raka patogenom racje kuge. S obzirom da je podrijetlo
mramornog raka nepoznato i da je on srodan s vrstom Procambarus fallax mogao bi biti
relativno otporan na patogen i time prenositi bolest racje kuge. U ovom radu sam
eksperimentalno odredivala mogucnost zaraze mramornog raka koncentracije patogena
doze i opetovano zarazavanje dovode do mortaliteta u 15-20% slu€ajeva. Ovi rezultati
ukazuju kako je mramorni rak potencijalni vektor razli€itih virulentnih genotipova racje

kuge, €ime predstavlja dodatnu opasnost za autohtone vrste rakova.

Klju€ne rijeCi: mramorni rak; racja kuga; invazivna vrsta
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8.SUMMARY

Procambarus virginalis (Lyko, 2017) is an emerging invasive alien species of an unknown
origin, with established populations in the wild in 15 European countries. This species has
high fecundity compared to other native and invasive crayfish species and also
reproduces by parthenogenesis, which significantly contributes to its invasion success.
Additionally, marbled crayfish is a potential carrier of the crayfish plague pathogen, the
oomycete Aphanomyces astaci. American crayfish species have co-evolved with the
pathogen and are relatively tolerant to the infection, while European species are less
resistant, and the infection usually leads to high mortality. Here, the potential of infection
of marbled crayfish with the crayfish plague pathogen has been assessed. Because
marbled crayfish origin is unknown, but closely related to the American species
Procambarus fallax, it could be prone to the A. astaci infection and could act as its carrier.
Here, | assessed experimentally the possibility of its infection by the virulent genotype B
isolated from another successful invader, the signal crayfish. The results of the
experiment have shown that chronic infection with the pathogen occurred in 40-55% of
cases (depending on applied pathogen load) and that high pathogen load in combination
with repeated infection leads to a mortality rate of 15-20%. These results show marbled
crayfish is a potential vector of different virulent crayfish plague genotypes, and through
disease transmission may exert an additional negative impact on native crayfish species.

Keywords: marbled crayfish; crayfish plague; invasive species
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10.PRILOZI

Prilog 1: Usporedba veli€ine tijela mramornog raka A i muzjaka vrsta koje se koriste u
akvakulturi. B-Procambarus clarkii, C-Pacifastacus leniusculus, D-Astacus astacus, E-
Pontastacus leptodactylus, F-Cherax destructor, G-Cherax quadricarinatus, H-Cherax
tenuimanus. Na slici je prikazano koliko bi zbog veli€ine tijela bilo neisplativo u odnosu
na ostale vrste koristiti mramornog raka u akvakulturi, uz joS ranije navedene razloge.
Preuzeto iz: Vogt, 2021.
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