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POPIS KRATICA

AA - rije¢ni rak, Astacus astacus

AK - abdominalna kutikula

BE - buffer elution

BW - buffer wash

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

F - uzvodna pocetnica (engl. forward)

ITS - internal transcribed spacer

M - svlak (engl. molt)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)
PL - signalni rak, Pacifastacus leniusculus

R - nizvodna pocetnica (engl. reverse)



1. UvVOD

1.1. DeseteronoZni rakovi u Hrvatskoj

Slatkovodni deseteronozni rakovi ¢ine vaznu sastavnicu slatkovodnih ekosustava iz razloga
Sto su poveznica razli¢itih trofickih razina tih ekosustava. U Hrvatskoj je trenutno prisutno sedam
vrsta slatkovodnih deseteronoznih rakova, od cega su Cetiri vrste zaviCajne i prirodno
rasprostranjene, a tri su stranog porijekla i invazivne su vrste na podru¢ju Hrvatske (Slika 1;

Maguire i sur. 2018).

Legenda
®  Astacus astacus 4 Procambarus virginalis
®  Pontastacus leptodactylus < Pacifastacus leniusculus
®  Astropotamobius pallipes negativne lokacije
® Astropotamobius forrentium istraZzivani kvadranti

4  Faxonius limosus

Slika 1. Rasprostranjenost zavi¢ajnih i invazivnih vrsta slatkovodnih deseteronoznih rakova u
Hrvatskoj. Istrazivani kvadranti su povrSine 10 x 10 km. Zavi¢ajne vrste oznacene su krugovima,

a invazivne vrste trokutima (preuzeto iz: Maguire i suradnici 2018).



1.1.1. Zavicajne vrste rakova

Rije¢ni rak, Astacus astacus (Linnaeus, 1758), zaviCajna je i najrasprostranjenija vrsta
slatkovodnih deseteronoznih rakova u Hrvatskoj te je zabiljezen u svim biogeografskim regijama
na podru¢ju RH: kontinentalnoj, alpinskoj i mediteranskoj (Slika 1). Prirodno je rasprostranjen u
manjim rijekama i potocima crnomorskog sliva, a zbog svoje ekonomske vrijednosti antropogenim
mu je djelovanjem proSirena rasprostranjenost na stajacice i vodotoke jadranskoga sliva. Broj
populacija ove vrste je posljednjih desetak godina u alarmantnom padu, odnosno ¢ak je 55 %
populacija na mjestima prirodne rasprostranjenosti nestalo, veéinom zbog kompeticije s
invazivnim vrstama 1 bolesti racje kuge te antropogenog pritiska na stanista (Lovrenci¢ 1 sur.

2022).

Potoéni rak, Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803), =zaviCajna je vrsta
rasprostranjena u manjim rijekama 1 potocima ve¢ih nadmorskih visina. Vrsta je Sire
rasprostranjena u potocima crnomorskog sliva, uz nekoliko iznimaka u rasprostranjenosti u
potocima koji pripadaju jadranskom slivu (Slika 1; Maguire i sur. 2006). U istrazivanju Maguire i

suradnika (2011) zabiljeZen je pad od 17 % u broju ranije poznatih populacija u Hrvatskoj.

Bjelonogi rak, Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858), zaviCajna je vrsta
rasprostranjena isklju¢ivo u rijekama jadranskog sliva (Maguire i sur. 2011), kao §to je prikazano
na Slici 1. ZabiljeZen je alarmantni pad od 68 % u brojnosti populacija ove vrste s obzirom na

ranije poznate populacije u Hrvatskoj (Maguire i sur. 2011).

Uskoskari rak, Pontastacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823), zavitajna je vrsta koja u
Hrvatskoj nastanjuje nizinske rijeke crnomorskog sliva. Zbog kompeticije sa stranim invazivnim
vrstama rakova njegove populacije su potisnute iz svojeg prirodnog areala, no kao nas§ najveci
zavi€ajni deseteronozni rak pocinje pokazivati invazivni karakter prilikom osvajanja novih stanista
pri ¢emu potiskuje populacije rijecnog raka u istima (Maguire 1 sur. 2018). Njegovom Sirenju
potpomaze i djelomi¢na otpornost na zarazu patogenom Aphanomyces astaci Schikora, 1906
(Kokko i sur. 2012, Maguire i sur. 2018).

Populacije zavi€ajnih vrsta slatkovodnih rakova u Hrvatskoj, s iznimkom uskoskarog raka,

zbog ljudskog su djelovanja u posljednjih stotinjak godina u drasticnom opadanju. Antropogeni



pritisci i prijetnje poput fragmentacije stanista, zagadenja voda, urbanizacije i klimatskih promjena
negativno utjecu na populacije zavicajnih vrsta, no kompeticija s invazivnim vrstama slatkovodnih
rakova i Sirenje patogena A. astaci Aphanomyces astaci Schikora, 1906 glavni su faktori smanjenja
brojnosti 1 nestajanja populacija zavi¢ajnih rakova na podru¢jima njihove prirodne
rasprostranjenosti (Maguire i sur. 2011). Iz navedenih su razloga na Crvenom popisu rakova
(Crustacea) slatkih i bocatih voda Hrvatske (Gottstein i sur. 2011), a rije¢ni, poto¢ni i bjelonogi rak
proglaseni strogo zastiCenim prema Pravilniku o strogo zasti¢enim vrstama (NN 144/2013), a
nalaze se i na IUCN-ovom (International Union for Conservation of Nature) Crvenom popisu
ugrozenih vrsta (IUCN 2023).

1.1.2. Invazivne strane vrste rakova

Bodljobradi rak, Faxonius limosus (Rafinesque, 1817), prva je zabiljezena invazivna vrsta
rakova u Hrvatskoj, a porijeklom je iz Sjeverne Amerike. Invazivnost mu je pospjeSena visokim
fekunditetom, ranim spolnim sazrijevanjem i znacCajnom agresivnos$¢u, ¢ime istiskuje zavicajne
vrste. Osim spomenutog, djeluje i kao vektor $irenja patogena A. astaci, zbog ¢ega se uspjesno Siri
europskim slatkovodnim sustavima (Todorov i sur. 2020). Prvi je put zabiljeZzen 2003. godine u
Parku prirode Kopacki rit (Maguire 1 Klobucar 2003), gdje se pojavio kao posljedica prirodnog
Sirenja kroz rijeku Dunav iz Madarske (Maguire 1 sur. 2011), dok je kasnije zabiljezeno daljnje

Sirenje kroz rijeke Dunav i Dravu (Maguire i sur. 2018).

Signalni rak, Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852), najrasirenija je invazivna vrsta na
europskom kontinentu, porijeklom iz Sjeverne Amerike, s bioloSkim karakteristikama sli¢nim
bodljobradom raku (Dragi€evi¢ i sur. 2020a). Prosirio se nizvodno tokom rijeke Mure kroz Austriju
i Sloveniju te je u Hrvatskoj prvi puta zabiljezen 2008. godine u rijeci Muri, a kasnije mu je areal
prosiren U tok rijeke Drave (Maguire i sur. 2018). Osim toga, ilegalno je introduciran u rijeku
Koranu, odakle se poceo Siriti uzvodno i nizvodno ¢ime prijeti ulasku u pritoke i utoke Korane, a
samim time i istiskivanju populacija triju od cetiri zavi¢ajne vrste u Hrvatskoj (A. astacus, A.

torrentium i P. leptodactylus) koje su distribuirane u slivu Korane (Hudina i sur. 2017).

Mramorni rak, Procambarus virginalis Lyko, 2017, jedina je wvrsta slatkovodnih

deseteronoznih rakova koja se razmnoZzava iskljucivo apomikti¢nom partenogenezom, odnosno

3



nove se jedinke razvijaju iz neoplodenih jajasaca. Razmnozavanje partenogenezom zasluzno je za
visoki fekunditet ove vrste, Sto doprinosi njenoj invazivnosti. Nakon §to dospije u novo staniste, U
optimalnim uvjetima jedna je propagula dovoljna za uspostavljanje ¢itave nove populacije
(Dobrovi¢ i sur. 2021). U Hrvatskoj porijeklo ove vrste nije poznato, a prvi je puta zabiljeZena
2014. u umjetnom jezeru Soderica koje se napaja Dravom (Samardzié i sur. 2014), a trenutno je to

i jedina zabiljeZena lokacija ovog raka u drzavi (Dobrovic¢ i sur. 2021).

1.2. Vodene plijesni

Vodene plijesni (Oomycota) mikroorganizmi su svrstani u grupu Stramenopiles, zajedno s
algama kremenjasicama i smedim algama (Derevnina i sur. 2016). Zbog filamentoznog rasta i
saprofitskog ili parazitskog nacina zivota bile su smatrane gljivama te se iz tog razloga i danas
nesluzbeno nazivaju ,,organizmi nalik gljivama’’ (engl. fungus-like organisms). Medutim, za
razliku od gljiva, hife im nisu septirane (tzv. cenocitne hife) te je i molekularnim istraZivanjima

utvrdeno da vodene plijesni nisu srodne gljivama (Buaya i Thines 2020).

Prema nacinu zivota vodene plijesni mogu biti saprofiti ili (primarni ili sekundarni) patogeni
Sirokog raspona domacina, uglavnom biljaka i zivotinja (Phillips 1 sur. 2008). Kao takve, mogu

uzrokovati znac¢ajne Stete u poljoprivredi, ukljucujuéi akvakulturu, ali i u prirodnim ekosustavima

(West i Beakes 2014).

Vrste terestrickih vodenih plijesni koje uzrokuju bolesti biljaka, uglavnom iz rodova
Phytophthora i Pythium, vrlo su dobro istrazene (Derevnina i sur. 2016). Primjerice, vrsta
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary patogen je krumpira, a 1840-ih je uzrokovala Veliku irsku
glad. Vrste istog roda zasluzne su 1 za bolesti truleZi plodova kakaovca, iznenadne smrti hrasta i

mnoge druge (Derevnina i sur. 2016).

Dok su utjecaj i raznolikost vodenih plijesni povezanih s biljnim organizmima iz ekonomskih
razloga relativno dobro istraZene, o akvati¢kim vodenim plijesnima koje uzrokuju bolesti zivotinja
(ve¢inom iz reda Saprolegniales) mnogo se manje zna. Niz vrsta iz roda Saprolegnia (ukljuéuju¢i
vrste S. parasitica Coker 1923, S. australis R. F. Elliott i dr.) izazivaju bolest saprolegniozu koja

je jedan od vodecih uzroka masovnih pomora slatkovodnih riba u akvakulturi (West 1 Beakes



2014). Invazivna vrsta A. astaci uzrokuje masovnu smrtnost i nestajanje Citavih populacija
slatkovodnih deseteronoznih rakova (opisano u odjeljku 1.2.2.). Pojedine vrste roda Aphanomyces
djeluju u slatkovodnim ekosustavima kao saprofiti, poput Aphanomyces fennicus sp. novum
(Viljamaa-Dirks i Heinikainen 2019). Na kraju, postoje vrste iz roda Aphanomyces koje uglavnom
zive saprofitskim na¢inom zivota, no u odredenim uvjetima mogu djelovati i kao oportunisticki
patogeni, primjerice Aphanomyces laevis de Bary 1860 te Aphanomyces stellatus de Bary 1860
(Diéguez-Uribeondo i sur. 2009).

1.2.1. Zivotni ciklus vodenih plijesni

Zivotni ciklus vodenih plijesni obiljeZen je izmjenom generacija, koja je na Slici 2 prikazana

na primjeru patogene vrste Saprolegnia parasitica.

Prilikom spolnog razmnoZavanja, iz cenocitnih hifa (2n) razvijaju se muski (anteridij, 2n) i
zenski generativni organi (oogonij, 2n). Ovi organi mejozom produciraju spolne stanice (n) koje
fuzioniraju preko fertilizacijske cjevcice, a oplodena zigota (2n) se naziva oospora te ona klija u

novi diploidni micelij (Phillips i sur. 2008).

U slucaju manjka hranjivih tvari (kod patogenih vrsta najcesc¢e je domacin pred ugibanjem
ili je netom uginuo), dolazi do nespolnog razmnozavanja. Na cenocitnim hifama (2n) razvija se
zoosporangij (2n) u kojem se mitozom stvaraju zoospore (2n). Pucanjem vrska zoosporangija
oslobadaju se primarne zoospore (sadrze biceve, 2n) iz kojih nastanu primarne ciste (2n). One
oslobadaju sekundarne zoospore (2n) koje se kemotaksijom priblizavaju okoliSu s dovoljno
hranjivih tvari te se potom pretvaraju u sekundarnu cistu (2n) koja klijanjem razvija cenocitni
micelij (2n) (S6derhall i Cerenius 1999; Phillips i sur. 2008).
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Slika 2. Prikaz izmjene generacija u vodenih plijesni na primjeru vrste S. parasitica (preuzeto i

prilagodeno iz: Phillips i suradnici 2008).
1.2.2. Vodene plijesni na slatkovodnim deseteronoZnim rakovima

Raznolikost vodenih plijesni povezanih sa slatkovodnim deseteronoznim rakovima slabo je
istrazena (Kozubikova-Balcarova i sur. 2013; Dragicevi¢ i sur. 2020). Opcenito, istrazivanja
raznolikosti vodenih plijesni na kutikuli rakova malobrojna su na europskoj i svjetskoj razini te su
vrste ve¢inom izolirane slu¢ajno, najées¢e prilikom pokuSaja izolacije patogena A. astaci.
Dostupna literatura uglavnom je fokusirana na bolest ra¢ju kugu i njezinog uzro¢nika A. astaci
(detaljnije u poglavlju 1.2.3.), iako i druge vrste vodenih plijesni, poput Saprolegnia australis,

mogu uzrokovati bolesti kod deseteronoznih rakova (Krugner-Higby i sur. 2010).

Vrste roda Saprolegnia, Saprolegnia parasitica i Saprolegnia australis dobro su poznati
patogeni slatkovodnih riba i ¢ine velike $tete u akvatickom uzgoju riba (Diéguez-Uribeondo i sur.
1994; Krugner-Higby i sur. 2010). Njihov utjecaj na rakove slabo je istrazen, ali je u

laboratorijskim uvjetima pokazano da mogu uzrokovati smrtonosnu bolest ukoliko je kutikula raka



osteCena, odnosno rak ranjen (Soderhdll i sur. 1991; Diéguez-Uribeondo i sur. 1994; Krugner-
Higby i sur. 2010). U Turskoj je iz kutikule uskoskarog raka uspjesno izolirana Saprolegnia
parasitica, za koju je pokazano da moze izazvati smrtonosnu bolest u prethodno ozlijedenih rakova
(Soderhall i sur. 1991; Diéguez-Uribeondo i sur. 1994; Dragic¢evi¢ i sur. 2020b). U istrazivanju
Kozubikova-Balcarova i suradnika (2013) s kutikule rakova izolirane su i utvrdene vrste
Saprolegnia hypogyna (Pringsheim) de Bary i Saprolegnia ferax (Gruith.) Kiitz 1843, ali njihova

patogenost jos nije ispitivana.

U istrazivanju Kozubikova-Balcarova i suradnika (2013) po prvi su puta s kutikule rakova
izolirane vrste redova Peronosporales (vrste Phytophtora inundata Brasier, Sanch. Hern. & S.A.
Kirk 2003 i Phytophthora humicola W. H. Ko & Ann) te Pythiales (Pythium sp. i Phytopythium

sp.), u koje se uglavnom svrstavaju biljni patogeni.

Sto se ti¢e roda Aphanomyces, osim patogena A. astaci (poglavlje 1.2.3.), na kutikuli rakova
mogu biti prisutne i druge vrste poput A. laevis te Aphanomyces repetans Royo, saprotrofne vodene
plijesni koje u odgovaraju¢im uvjetima staniSta mogu biti oportunisticki patogeni (Camma 1 sur.
2007; Royo i sur. 2004; Kozubikova-Balcarova i sur. 2013). Smith (1940) je izolirao dva soja vrste
A. laevis iz vec¢eg broja mladih uginulih rakova vrste Procambarus clarkii (Girard, 1852), dotada
nepoznate kao patogena na zivotinjama. Prilikom istrazivanja uginulih jedinki bjelonogog raka u
Spanjolskoj s kutikule rakova izoliran je Aphanomyces frigidophylus Kitanch. & Hatai (Ballesteros
i sur. 2006). Saprofitska vrsta vodene plijesni, vrlo srodna vrsti A. astaci, a koja je takoder opisana
nakon izolacije s kutikule rakova, je A. fennicus (Viljamaa-Dirks i Heinikainen 2019). Vrsta vodene
plijesni, A. repetans opisana je nakon izolacije s kutikule rakova vrsta P. leniusculus i P. clarkii

(Royo isur. 2004), te s kutikule vrste A. pallipes (Camma i sur. 2010).

1.2.3. Racja kuga

Prije viSe od 150 godina je u Europu zajedno s invazivnim sjevernoameri¢kim vrstama
rakova introducirana bolest ra¢ja kuga koju uzrokuje patogen A. astaci (Svoboda i sur. 2016). Od
tada, ovaj se patogen prosirio ¢itavim europskim kontinentom te uzrokovao smanjenja populacija

zavicajnih rakova, zbog ¢ega je uvrsten u ISSG-ov (Invasive Species Specialist Group) popis 100



najgorih invazivnih vrsta na svijetu (Lowe i sur. 2000). Zavicajne vrste rakova vrlo su podlozne
zarazi i nakon kontakta s patogenom najcesce razviju smrtonosnu bolest. Nasuprot tome, invazivne
sjevernoamericke vrste rakova razvile su otpornost zahvaljuju¢i dugotrajnoj koevoluciji s
patogenom na Sjevernoamerickom kontinentu te stoga djeluju kao vektori prijenosa bolesti racje

kuge u europskim slatkovodnim sustavima (Jussila i sur. 2021).

Zaraza rakova nastupa kada zoospora patogena pronade adekvatnog raka domacina, pri cemu
ona prelazi u oblik ciste koja pocinje klijati unutar tkiva raka (Slika 2). Podruc¢ja na organizmu raka
koja su podloZzna zarazi naj¢eS¢e su ona gdje je kutikula meksSa, poput zglobova i ventralne
abdominalne kutikule (Unesteim i Weiss 1970). Neki od simptoma bolesti su dnevna aktivnost
zarazenog raka (umjesto uobicajene no¢ne), nekontrolirano kretanje 1 tamne (melanizirane) pjege
na kutikuli, dok su simptomi kasnijih stadija bolesti gubitak udova, manjak aktivnosti te smrt
(Unesteim i Weiss 1970).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Istrazivanja rasprostranjenosti i utjecaja vodenih plijesni na slatkovodne deseteronozne
rakove ve¢inom su fokusirana na patogena A. astaci, dok su u Hrvatskoj i ostalim dijelovima
Europe nedovoljno istrazene druge vrste vodenih plijesni koje mogu nastanjivati kutikulu rakova.

Stoga su ciljevi ovog diplomskog rada:

e po prviputa uzgojiti akseni¢ne kulture vodenih plijesni s egzoskeleta razli¢itih vrsta zavicajnih
i invazivnih vrsta rakova u Hrvatskoj,
o sekvenciranjem i filogenijskom analizom ITS (engl. internal transcribed spacer) regije

utvrditi vrste sakupljenih izolata.



3. MATERIJAL | METODE

3.1. Podrucje istrazivanja i terensko prikupljanje rakova

Uzorkovanje jedinki provedeno je na sedam razliCitih stajadica i tekucica na podrucju
Republike Hrvatske (Tablica 1). Jedinke rakova ulovljene su dvjema metodama: i) lov pomocu
vrsa za rakove (LiNi vr§e) s mamcem koje su ostavljane preko no¢i 1 prikupljane sljedeci dan (Slika
3), 11) ru¢no hvatanje jedinki no¢u uz pomoc¢ naglavnih svjetiljki (Slika 4). Uzorkovane populacije
rakova (Slika 5) odabrane su prema dostupnim podacima o rasprostranjenosti razli¢itih vrsta rakova
u Hrvatskoj (Slika 1) te prisutnosti patogena A. astaci u odredenim populacijama (Maguire i sur.
2018).
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Tablica 1. Broj i vrsta prikupljenih jedinki slatkovodnih deseteronoznih rakova te lokacije i datum

njihovog prikupljanja.

BROJ
KOORDINATE PRIKUPLJENIH
VRSTA LOKACIJA DATUM
LOKACIJA JEDINKI
Astacus astacus  Jezero Jagodno 45%425°N 11.05.2022. 1
16°8'39"E

Vodotoci iz 44°52'30.7"N

Astacus astacus =~ ] 16.05.2022. 6
Jezera Burgeti 15°36'37.2"E
Jezero 46°18'31.9"N

Astacus astacus 04.06.2022. 6
Moti¢njak 16°23'27.5"E
Pontastacus Us¢e Mreznice 45°27'57.9"N

15.08.2022. 4
leptodactylus u Koranu 15°33'56.3"E
Faxonius 3 45°49'34.4"N

) Rijeka Dunav 02.10.2022. 5
limosus 18°50'56.7"E
Pacifastacus 3 45°24'42 5"N

) Rijeka Korana 26.04.2022. 16
leniusculus 15°36'33.9"E
Procambarus . 46°14'20.5"N

o Jezero Soderica 12.07.2022. 4
virginalis 16°54'33.5"E

Ukupno 42
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Slika 3. Lov LiNi vrSama za rakove s mamcem: lijevi prikaz je na dan postavljanja vr§e s mamcem,
desni prikaz je sljede¢i dan s ulovljenim rakovima (jedinke A. astacus) u NP Plitvicka jezera

(fotografija: Lovrenéi¢ L.).

Slika 4. Prikaz metode lova jedinki P. virginalis ru¢nim hvatanjem noc¢u uz pomo¢ naglavnih

svjetiljki u jezeru Soderica (fotografija: Hudina S.).

12



Legenda

. A. astacus (Jagodno) A F. limosus (Dunav)
. A. astacus (Plitvicka jezera) A P. leniusculus (Korana)
(::} A. astacus (Moti¢njak) - kopnene vode

2) T .. — vodotoci
() P.leptodactylus (Usce Korane u Mreznicu) i
5 [ Republika Hrvatska

A P. virginalis (Soderica)
Slika 5. Lokacije uzorkovanja zavicajnih (oblik kruga) i invazivnih (oblik trokuta) vrsta

slatkovodnih deseteronoznih rakova (izradio: Petrokov L.).

Zivotinje su na dan uzorkovanja na ledu prevezene do laboratorija, gdje su individualno
smjeStene u akvarije s pumpama za prozra¢ivanje. Rad s invazivnim i zavifajnim vrstama u
laboratoriju bio je reguliran dozvolama za drZanje invazivnih vrsta rakova i dozvolom za
uzorkovanje zavi€ajnih rakova, izdanih od strane Ministarstva gospodarstva i odrzivog razvoja,
koje posjeduju ko-mentorica i ¢lanica projektnog tima (Sandra Hudina i Ivana Maguire). Svakog
dana pratio sam stanje jedinki, a vodu sam mijenjao dvaput tjedno. Zivotinje nisam hranio kako bi
bile pod ve¢im fizioloskim stresom, za Sto se pretpostavlja da pogoduje proliferaciji vodenih

plijesni na organizmu.
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3.2. Uzgoj akseni¢nih laboratorijskih kultura vodenih plijesni

3.2.1. Priprema krute hranjive podloge PG1 s antibioticima

Krutu hranjivu podlogu PG1 (Viljamaa-Dirks i Heinikainen 2019) pripremio sam mijeSanjem
pet razli¢itih otopina, pri ¢emu sam svaku komponentu pripremio zasebno, sterilizirao
autoklaviranjem, nakon ¢ega sam odredene volumene pojedinih komponenti pomijesao zadanim

redoslijedom.

Otopina 1 sadrzi 3 g Bacto peptona (Biolife) otopljenog u 100 mL destilirane vode.

Otopina 2 sadrzi 6 g D (+) glukoza monohidrata (Kemika) otopljenog u 100 mL vode.
Otopina 3 sadrzi:

e 1,70 g MgClz x 6 H20 (Sigma);

o 1,459 CaClz x 2 H20 (Sigma);

o 0,20 g FeClz x 6 H20 (Sigma);

e 3,70 g KCI (Sigma);

e 0,55 g dinatrijeve soli etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA; Sigma)
otopljenih u 1000 mL destilirane vode.

Otopina 4 je fosfatni pufer ¢iji je pH = 7,0, a dobije se mijeSanjem:
o otopine A: 0,067 M (9,5 g/L) NaoHPO, (Sigma)

« otopine B: 0,067 M (9,2 g/L) NaH2PO4 x 2 H,0 (Sigma).

Pripremljene otopine A i B sam zasebno sterilizirao i nakon autoklaviranja pomije$ao 611 mL

otopine A i 389 mL otopine B.

Otopina 5 sadrzi 12 g agara (Biolife) otopljenog u 600 mL vode.
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Svaku sam od ovih otopina zasebno autoklavirao pri temperaturi od 121 °C kroz 20 minuta,
a zatim ohladio na temperaturu od oko 45 °C. Kako bi se izbjeglo stvaranje taloga, otopine sam
pomijesao sljede¢im redoslijedom; prvo sam u 600 mL otopine 5 dodao 100 mL otopine 4, nakon
toga jednaki volumen otopine 3, zatim 100 mL otopine 1 te jednaki volumen otopine 2. Zavrs$no,
mikropipetom sam u otopinu volumena 1L dodao otopine antibiotika: 500 puL. ampicilina i 500 pL
oksolini¢ne kiseline (Sigma, koncentracija mati¢nih otopina 20 pg/mL, a radnih koncentracija 0,01
png/mL). Ukupni volumen tako priredenog medija je 1 L §to je dovoljno za otprilike 35 - 40
Petrijevih zdjelica s oko 25 mL otopine. U sterilnim uvjetima laminara, otopinu sam izlio u zdjelice,

ostavio hranjive podloge da se ohlade na sobnu temperaturu, te ih zatim pohranio pri 4 °C.

Prilikom pripreme tekuce hranjive podloge PGI slijedio sam sli¢an postupak kao za
pripremu krute hranjive podloge PG1, uz dvije modifikacije: i) otopina 5 sadrzavala je

destiliranu vodu bez otopljenog agara, ii) u zavrSnom dijelu postupka nisu dodavani antibiotici.

3.2.2. Sekcija uginulih rakoval/egzuvija

Nakon smrti /ili presvlacenja egzoskeleta jedinki, dijelove egzoskeleta koristio sam za uzgoj
laboratorijskih kultura vodenih plijesni. Pojedinog raka sam stavio na Petrijevu zdjelicu ispunjenu
sterilnom destiliranom vodom, gdje sam mu pomocu skalpela i pincete izrezao ventralnu
abdominalnu kutikulu i pereiopode pri njihovoj bazi te zatim izrezane dijelove prebacio u drugu
zdjelicu s destiliranom vodom (Slika 6). Kako bih smanjio kontaminaciju na hranjivoj podlozi, u
ovom sam koraku pereiopode sastrugao skalpelom te im pri bazi odstranio visak tkiva (ako je
secirana uginula jedinka), a u idu¢em koraku u Petrijevoj zdjelici s destiliranom vodom bih
pereiopode 1 ventralnu abdominalnu kutikulu dodatno ocistio sterilnim vatenim Stapi¢ima. Zatim
bih pereiopode polozio u Petrijevu zdjelicu ispunjenu 70%-tnim etanolom (radi smanjenja
bakterijske kontaminacije), a nakon 30-45 sekundi premjestio bih ih u ¢etvrtu Petrijevu zdjelicu s
destiliranom vodom (Slika 6). Ventralnu abdominalnu kutikulu poloZio sam u Petrijevu zdjelicu s
autoklaviranom destiliranom vodom te inkubirao pri 4 °C (Slika 6). Vodu sam mijenjao svakog
dana radi smanjenja kontaminacije te promatrao jesu li se na kutikuli pojavile hife, a nakon 7-10

dana nasadio bih kutikulu na hranjivu podlogu PG1 (opisano u odjeljku 3.2.3.).
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Prilikom cijelog postupka koristio sam rukavice i sterilan pribor za sekciju. Posto ovaj
postupak i postupak opisan u odjeljku 3.2.3. nisu provodeni u laminaru, u blizini je koristen
Bunsenov plamenik s otvorenim plamenom za stvaranje sterilnih uvjeta 1 sprjeCavanje
kontaminacije kultura. Prije polaganja na hranjivu podlogu, pereiopode i ventralnu abdominalnu
kutikulu stavio bih na sterilni papirnati ubrus koji bi upio visak tekucine na tkivu i time smanjio

potencijalnu kontaminaciju na hranjivoj podlozi.

Slika 6. Seciranje dijelova racjeg egzoskeleta kao priprema za polaganje na hranjivu podlogu
(fotografija: Petrokov L.).

3.2.3. Polaganje dijelova rac¢jeg egzoskeleta na hranjivu podlogu i uzgoj akseni¢nih

kultura vodenih plijesni

Nakon $to je papirnatim ubrusima uklonjen viSak vode, pereiopodi i ventralna
abdominalna kutikula polozeni su na krutu hranjivu podlogu PG1 s antibioticima (Slika 7).
Pereiopode sam blago utisnuo u podlogu na podrucju zglobova nogu, budu¢i su to podrucja na

kojima vodene plijesni lakSe prodiru u kutikulu rakova.
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Slika 7. Polaganje pereiopoda (lijevo) i ventralne abdominalne kutikule (desno) na krutu hranjivu

podlogu PG1 (fotografija: Lovrenci¢ L.).

Kada sam primijetio rast kolonija koje svojom morfologijom, odnosno makroskopski (oblik
samog izolata) i mikroskopski (cenocitne hife) odgovaraju vodenim plijesnima, precijepio sam ih
na svjezu podlogu. Prije precjepljivanja, na svjeZoj podlozi napravio sam procijep (Slika 8).
Postupkom pravljenja procijepa onemoguéeno je Sirenje jednostani€nim bakterijskim
kontaminantima cjelokupnom hranjivom podlogom, dok vodene plijesni mogu prijeéi procjep
budu¢i da rastu u obliku hifa. Na taj se nacin koriStenjem procijepa kultura vodenih plijesni moZe

procistiti od bakterijske kontaminacije.
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Slika 8. Prikaz laboratorijske kulture s procjepom. (Foto: Hudina S.)

Kada bi hife porasle do druge strane procjepa, precijepio bi ih na svjezu podlogu s ciljem
dobivanja aksenicne kulture (Slika 9). Precjepljivanje sam izvodio tako Sto sam sterilnim
skalpelom izrezao komadi¢ agara prorasten micelijem s rubnog (najmladeg) dijela laboratorijske
kulture 1 nacijepio komadi¢ na svjezu hranjivu podlogu. Nakon $to sam dobio akseni¢nu kulturu
pojedinog izolata, komadi¢ agara proraSten micelijem bih precijepio u 20 mL tekuceg PG1 medija.
Kada bi u teku¢em mediju izrasla odgovarajuc¢a biomasa micelija (Slika 10), skalpelom bih uklonio
ostatke agara te bih biomasu micelija pohranio na -20 C° do izolacije DNA (deoksiribonukleinska

kiselina, engl. deoxyribonucleic acid).
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Slika 9. Izgled akseni¢ne kulture S. australis izolata Sifre PL9A1 s vrste raka P. leniusculus na

PG1 hranjivoj podlozi (fotografija: Petrokov L.).

Slika 10. Izgled narasle akseni¢ne kulture vodenih plijesni u tekuéem PG1 mediju (fotografija:

Petrokov L.).
3.3. lzolacija DNA

Izolaciju DNA proveo sam slijedeci standardni protokol kompleta NucleoSpin® Microbial
DNA (Macherey Nagel, Njemacka), uz odredene modifikacije s ciljem dobivanja maksimalne
koncentracije i prinosa DNA. Dio micelija dobiven rastom u tekucoj hranjivoj podlozi PGl
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resuspendirao samu 100 puL pufera BE (buffer elution; iz Macherey Nagel NucleoSpin® Microbial
DNA kompleta). Nakon toga, proveo sam razbijanje i lizu stanica u trajanju od 25 min pri srednjoj
jacini Macherey-Nagel kuglicama tipa B ili C (Corning vortex mixer, USA) uz dodatak pufera MG,
a potom proveo ceintrifugiranje pri 11,000 x g kroz 30 s. Nakon vezananja DNA na silikatnu
kolonu, ispiranje sam napravio nano$enjem: i) 500 uL pufera BW (buffer wash; iz Macherey Nagel
NucleoSpin® Microbial DNA kompleta) uz centrifugiranje pri 11,000 x g kroz 30 s, ii) 500 pL
pufera B5 (iz Macherey Nagel NucleoSpin® Microbial DNA kompleta) uz centrifugiranje pri
11,000 x g kroz 30 s. Eluciju DNA s kolone radio sam na na¢in da sam na kolonu nanio 100 pL
pufera BE pa proveo centrifugiranje pri 11,000 x g kroz 30 s. Kako bih dobio maksimalnu
koncentraciju DNA, skupio sam eluat koji sadrzi DNA te isprao kolonu s istih 100 uL eluata.
Dobivene uzorke genomske DNA izolata pohranio sam na -20 °C.

3.4. Lanc¢ana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) molekularna je in
vitro metoda u kojoj se to¢no odredeni dijelovi DNA umnozavaju u veliki broj identi¢nih kopija.
Svaki PCR protokol ima tri osnovna koraka: i) denaturacija lanaca DNA (engl. denaturation), ii)
vezanje (engl. annealing) oligonukleotidnih pocetnica (engl. oligonucleotide primer) na
komplementarne segmente DNA od interesa i iii) sinteza lanca komplementarnog originalnom
lancu DNA (engl. elongation).

Koriste¢i genomsku DNA svakog izolata kao kalup, proveo sam dvije PCR-reakcije:

i) umnazanje ITS (engl. internal transcribed spacer) regije univerzalnim pocetnicama ITS5 i ITS4
(White i sur. 1990, poglavlje 3.5.1). Sekvenciranjem dobivenih PCR-produkata i naknadnom
filogenijskom analizom sekvenci moguca je taksonomska identifikacija izolata vodenih plijesni do
razine vrste (Poglavlje 3.4.1.).

il) umnazanje ITS regije pocetnicama 42 1 640 (Oidtmann i sur. 2006) koje su specifi¢ne za
patogena A. astaci (Oidtmann i sur., 2006, poglavlje 3.4.2.). Ukoliko se dobije fragment oéekivane
veli¢ine od 569 pb znaci da izolat pripada vrsti A. astaci, a ako amplifikacija izostane znaci da se

radi o nekoj drugoj vrsti.
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Obje PCR-reakcije izvodio sam u uredaju Alpha Cycler 1 (PCRmax). Dvije su PCR-reakcije
provedene zbog specifi¢nosti pocetnica 42 1 640 za detekciju A. astaci bez sekvenciranja te njihove
osjetljivosti na vrlo niske koncentracije izolirane DNA ovog patogena (Buller 2007), dok
umnazanje ITS regije univerzalnim pocetnicama ITS4 i ITS5 omogucuje konciznije poravnanje za

filogenijske analize koriste¢i iste poCetnice za sve dobivene sekvence.

3.4.1. Umnazanje ITS regije izolata PCR-reakcijom

PCR-reakcijom umnozena je ITS regija svakog izolata koriste¢i uzvodnu (engl. forward)
pocetnicu ITSSF (White 1 sur. 1990) i nizvodnu (engl. reverse) pocetnicu ITS4R (White 1 sur.
1990). Sastav reakcijske smjese naveden je u Tablici 2, a uvjeti PCR-reakcije (Martin i Winka
2000) na Slici 11. Kao pozitivhu kontrolu koristio sam genomsku DNA vrste Saprolegnia
parasitica CBS 223.65, a kao negativnu destiliranu vodu.

Tablica 2. PCR-smjesa za umnozavanje ITS regije.
Genomska DNA pojedinog izolata (kalup) 1uL
Reakcijska smjesa za PCR EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix (TAKARA) 12,5 uL

Nizvodna pocetnica ITS4R (10 uM otopina, kona¢na koncentracija 0,2 uM) 0,5 pL
Uzvodna pocetnica ITS5SF (10 uM otopina, kona¢na koncentracija 0,2 uM) 0,5 pL
dH:0 10,5 pL
Ukupno 25 pL
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Slika 11. Uvjeti PCR-reakcije umnazanja ITS regije izolata.

3.4.2. PCR-test za detekciju patogena A. astaci

Kako bih detektirao pripada li odredena izolirana DNA vrsti A. astaci, koristio sam PCR-test
detekcije uz upotrebu specifiénih pocetnica za umnazanje ITS fragmenta 5.8 rRNA gena A. astaci:
uzvodna pocetnica 42R i nizvodna pocetnica 640F (Oidtmann 1 sur. 2006). Sastav rekcijske smjese
za navedenu PCR-reakciju naveden je u Tablici 3, a uvjeti reakcije na Slici 12. Kao pozitivnu
kontrolu koristio sam genomsku DNA vrste A. astaci PEC8, genotip B, a kao negativnu destiliranu

vodu.
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Tablica 3. PCR-smjesa za detekciju A. astaci.
Genomska DNA pojedinog izolata (kalup) 1puL
Reakcijska smjesa za PCR EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix (TAKARA) 12,5 uL

Uzvodna pocetnica 42R (10 uM otopina, konac¢na koncentracija 0,5 nM) 1,25 uL
Nizvodna pocetnica 640F (10 nM otopina, kona¢na koncentracija 0,5 pM) 1,25 uL
dH0 9 uL
Ukupno 25 pL

P
/0-

61°C sparivanje

/f
P pocetnica
72/°C sinteza lanaca
1 min
72°C .

4 zavrs$na elongacija
5 min

Slika 12. Uvjeti PCR-reakcije za umnazanje ITS fragmenta 5.8 rRNA gena A. astaci.

3.5. Elekroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu metoda je kojom se razdvajaju fragmenti DNA i koja
omogucuje odredivanje njihove kvalitete i koncentracije. Fragmenti se u gelu odnosno elektricnom
polju krecu razli¢itom brzinom, $to ovisi o njihovoj molekulskoj masi, odnosno kraci se fragmenti
DNA kre¢u brZze od duljih. Izuzev molekulske mase, pokretljivost fragmenata DNA ovisi i o

sastavu pufera za elektroforezu, koncentraciji agaroze u gelu, konformaciji molekule te jacini
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napona koji djeluje u elektricnom polju (Lee i sur. 2012). Koristio sam 1%-tni agarozni gel i 1x
TAE pufer (40 mM Tris; 20 mM octena kiselina; 1 mM EDTA) te sam u 80 mL otopine dodao 4
uL boje za vizualizaciju DNA (GelStar™ NucleicAcid Gel Stain 10,000X, Lonza, Svicarska),
promijesao i izlio u kadicu za elektroforezu. Prije elektroforeze sam 2 uLL uzorka DNA pomijesao
s 1 uL boje za nano$enje uzoraka (sadrzi 30 mL glicerola, 25 mg boje brom-fenol plavo, 10 mL
vode) 1 3 pL destilirane vode. Ova se boja koristi kako bi uzorci DNA smjestili na dno jazice
(povecava gusto¢u uzoraka), a budu¢i da se molekule DNA ne vide tijekom elektroforeze,
omogucuje 1 vizualizaciju puta molekula DNA kroz gel (boja brom-fenol plavo putuje brze prema
anodi od molekula DNA). Elektroforezu sam proveo pri naponu od 100 V u puferu 1x TAE kroz
45 minuta koriste¢i aparaturu Owl Easy Cast B1 Mini Gel Electrophoresis System (Thermo
scientific, SAD). Elektroforezom u agaroznom gelu analizirani su uzorci genomske DNA i
fragmenti DNA dobiveni PCR-om. Za provjeru veli¢ine fragmenata u gelu koristio sam
molekularni biljeg DirectLoad™ 50 bp DNA Step Ladder (Sigma-Aldrich). Nakon zavrSetka
elektroforeze, fragmente DNA u gelu vizualizirao sam pod UV-svjetlom (UVipure, UVITEC
Cambridge) i fotografirao.

3.6. lzrada filogenijskog stabla i molekularna identifikacija izolata

U servisu za sekvenciranje Mycrosynth Austria GmbH PCR-amplikoni su proci$éeni i
odredena im je primarna struktura sekvenciranjem Sangerovom dideoksi metodom koristeci
identi¢ne pocetnice koje su koriStene u PCR-reakcijskoj smijesi. Dobivene kromatograme
analizirao sam i uredio (uz uklanjanje manje kvalitetnih pocetnih 1 krajnjih dijelova kromatograma)
u programu BioEdit, a uredene sekvence pohranio sam u FASTA formatu. ViSestruko sam
poravnao sekvence izolata s odabranim referentnim sekvencama (Sandoval-Sierra i sur. 2014a;
Viljamaa-Dirks i Heinikainen 2019) preuzetim iz NCBI baze podataka koriste¢i program MAFFT,
a potom to poravnanje analizirao i uredio u programu BioEdit. Uredeno viSestruko poravnanje
koristio sam za izradu filogenijskog stabla metodom maksimalne vjerojatnosti (engl. maximum
likelihood, ML) u programu MEGA. Filogenijsko stablo je generirano koristeci supstitucijski
model GTR (engl. General Time Reversible model; Tavare, 1986). Kako bih dobio $to robusnije

stablo, koristio sam vrijednost od 500 bootstrap ponavljanja, a stablo sam ukorijenio vanjskom
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grupom (Achlya caroliniana Coker (1910). Dobiveno stablo uredeno je alatom iTOL (Interactive
Tree of Life; https://itol.embl.de/).
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4. REZULTATI

Ukupno je sakupljeno 54 izolata vodenih plijesni s kutikula uzorkovanih vrsta rakova (Prilog

1). Najvise izolata vodenih plijesni izolirano je s kutikule vrste P. leniusculus (35/54, 65 %). Izolati

vodenih plijesni izolirani su jo§ s vrste A. astacus s dvije lokacije uzorkovanja: i) iz jezera
Moti¢njak (11/54, 20 %), ii) iz vodotoka u NP Plitvicka jezera (8/54, 15 %; Tablica 1). S drugih

lokacija 1 vrsta rakova nisu uspjes$no izolirane vodene plijesni (Tablica 4). Najvec¢i broj izolata

izoliran je s pereiopoda (29/54, 54 %), a manje ih je izolirano s abdominalnih kutikula (15/54, 28
%) te sa svlakova (10/54, 18 %).

Tablica 4. Lokacije uzorkovanih vrsta rakova te pripadajuci broj izolata vodenih plijesni.

Pacifastacus leniusculus  Rijeka Korana 35
Astacus astacus Jezero Jagodno 0
Astacus astacus Vodotoci iz jezera Burgeti 8
Astacus astacus Jezero Moti¢njak 11
Procambarus virginalis Jezero Soderica 0
Pontastacus leptodactylus Usée Mreznice u Koranu 0
Faxonius limosus Rijeka Dunav 0

Ukupno 54

Sedam izolata bilo je pozitivno na PCR-test za specificnu detekciju patogena A. astaci

(Oidtman i sur. 2006), odnosno na agaroznom gelu bila je vidljiva vrpca od 569 pb (Slika 13). Pet

pozitivnih izolata dobiveno je s jedinki P. leniusculus iz rijeke Korane, a dva su izolata dobivena s

jedinki A. astacus iz vodotoka u NP Plitvicka jezera (Slika 13; Prilog 1).
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Slika 13. Primjer rezultata PCR-testa za detekciju patogena A. astaci izoliranih iz kutikule rakova
P. leniusculus (PL) i A. astacus (AA). M — molekularni marker DirectLoad™ 50 bp DNA
StepLadder. + - pozitivna kontrola, genomska DNA vrste A. astaci PECS8, genotip B, - - negativna

kontrola, dH20O. Na gel je naneseno po 5 uL PCR-produkata (fotografija: Petrokov L.).

PCR-reakcijom umnazanja ITS regije DNA izolata, sekvenciranjem PCR-produkata te
filogenijskom analizom dobivenih sekvenci identificirano je 54 izolata vodenih plijesni, od kojih
vecina (49 izolata) pripada rodu Aphanomyces, a ostatak (5 izolata) rodu Saprolegnia (Slika 2,
Prilog 1). Dva izolata vrste Saprolegnia turfosa (Minden) Gaum i tri izolata vrste Saprolegnia
australis dobivena su s jedinki P. leniusculus. Najveci broj izolata (42) pripada vrsti Aphanomyces
repetans, od ¢ega je 25 izolata s uzorkovanih jedinki P. leniusculus, dok je preostalih 17 izolata s

uzorkovanih jedinki A. astacus (11 izolata s lokacije Moti¢njak, a Sest iz NP Plitvicka jezera).
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.
Tree scale: 0.1 ———— - KF718203.1 Achlya caroliniana

KF718190.1 Saprolegnia tur fosa
PL1B11TS4 Saprolegnia tur fosa
PLTMA3 ITS4 Saprolegnia tur fosa
KF718187.1 Saprolegnia megasperma
KF718192.1 Saprelegnia anisospora
KF718178.1 Saprolegnia asterophora
KF718144.1 Saprolegnia sp.
KF718143.1 Saprolegnia furcata
KF718141.1 Saprolegnia eccentrica
KF718134.1 Saprolegnia terrestris
KF718130.1 Saprolegnia monilifera
KF718125.1 Saprolegnia torulosa
KF718124.1 Saprolegnia subterranea
KF718048.1 Saprolegnia litoralis
KF717839.1 Saprolegnia parasitica
KF717883.1 Saprolegnia ferax
KF717795.1 Saprolegnia diclina
KF718021.1 Saprolegnia delica
KF717974.1 Saprolegnia australis
PLOALITSA Saprolegnia australis
PLBALITSA Saprolegnia australis
PLYMABL ITS4 Saprolegnia australis
Aphanemyces cochlioides
Aphanomyces stellatus

|— Aphanomyces laevis
Aphanomyces repetans

PLITS4 Aphanomyces repetans (25 izolata)

=

ofAA TS Aphanomyces repetans (1

Aphanomyces piscicida
Aphanomyces frigidophilus
F1794897.1 Aphanomyces sp.
GU320232.1 Aphanomyces astaci
KF718204.1 Aphanomyces astaci
JF827153.1 Aphanomyces astaci
GU320234.1 Aphanomyces astaci
AYEB3894.1 Aphanomyces astaci
PL14AKIF 42F Aphanemyces astaci
i PL13B2F 42F Aphanomyces astaci
B PLABIF 42F Aphanomyces astaci
B PL13D2F 42F Aphanomyces astaci
5 AABMAZF 42F Aphanomyces astaci
I; PL14B2F 42F Aphanomyces astaci
AABMALF 42F Aphanomyces astaci

ee e B 2

Slika 14. Filogenijsko stablo izolata vodenih plijesni (crveno) s kutikule rakova Pacifastacus
leniusculus (PL) i Astacus astacus (AA) te ITS sekvenci referentnih sojeva (crno; Sandoval-Sierra
i sur. 2014a; Viljamaa-Dirks i Heinikainen 2019). Na grananjima su prikazane bootstrap

vrijednosti. AK - Abdominalna kutikula, M - svlak.
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5. RASPRAVA

U posljednjih je stotinjak godina brojnost populacija europskih zavi¢ajnih rakova u
znac¢ajnom opadanju zbog viSestrukih antropogenih pritisaka (Maguire i sur. 2011; Maguire i sur.
2018), medu kojima je jedna od najznacajnijih introdukcija i $irenje patogene vodene plijesni A.
astaci u europske slatkovodne sustave. 1z tog je razloga utjecaj i rasprostranjenost ovog patogena
intenzivno istrazivana (Ungureanu i sur. 2020; Becking i sur. 2022), dok su druge vrste vodenih
plijesni koje mogu nastanjivati kutikulu rakova 1 takoder imati negativne ucinke na domacina
mnogo manje istrazene (Makkonen i sur. 2010; Kozubikova-Balcarova i sur. 2013; Dragicevic i
sur. 2020b). Stoga su u ovom radu po prvi put uzgojeni izolati vodenih plijesni s kutikule razli¢itih

vrsta slatkovodnih rakova u Hrvatskoj.

Rezultati su potvrdili od prije poznatu prisutnost patogena A. astaci u populacijama rije¢nog
raka A. astacus u NP Plitvicka jezera i signalnog raka P. leniusculus u rijeci Korani (Maguire i sur.
2016; Pavi¢ 1 sur. 2020). Medutim, za neke populacije u kojima je ranije utvrdena prisutnost A.
astaci metodom kvantitativne lancane reakcije polimerazom (F. limosus u rijeci Dunav 2003.
godine te P. leptodactylus u jezeru Jagodno 2012. i 2013. godine; Maguire i sur. 2016), rezultati
ovog rada nisu potvrdili nalaz patogena. Vise je mogucih razloga neuspjesne izolacije. Moguce je
da je sakupljeni uzorak bio premali (jedna jedinka A. astacus iz jezera Jagodno i pet F. limosus iz
Dunava) odnosno jedinke u populaciji na kojima je prisutan patogen A. astaci zbog malog broja
prikupljenih jedinki ovih vrsta nisu zahvacene (Prilog 1). Drugi je moguéi razlog, iako manje
vjerojatan, da patogen A. astaci vise nije prisutan u uzorkovanim populacijama, unato¢ tome §to je
ranije (2003. - 2013. godina) bio prisutan. lzvjesnije je to da u populacijama postoji tzv. niska
koncentracija patogena (engl. low pathogen load) dovoljna da vrsta prezivi u populaciji, a da pritom
ne uzrokuje povecani mortalitet. Osim toga, poznato je da vodene plijesni, uklju¢ujuci patogena A.
astaci, u kulturi Cesto rastu sporije od drugih mikroorganizama pa ih lako prerastu gljive i/ili
bakterije, §to otezava/onemogucuje njihovu izolaciju (Diéguez-Uribeondo i sur. 2009; Korkea-Aho
i sur. 2022). Navedeno moZe objasniti i ¢injenicu da s nekih vrsta rakova (P. leptodactylus, F.
limosus i P. virginalis) nije dobiven ni jedan izolat vodenih plijesni, iako je malo vjerojatno da ni

jedna vrsta vodenih plijesni nije bila prisutna na njihovim kutikulama.
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Vodene plijesni A. repetans, S. australis i S. turfosa prvi su puta u Hrvatskoj izolirane s
kutikule rakova. U ovom su istrazivanju vrste S. australis i S. turfosa izolirane sa signalnog raka u
rijeci Korani (tri izolata S. australis, dva izolata S. turfosa). Vrsta S. australis bila je ranije izolirana
na podrucju Hrvatske ito u pastrvskim ribnjacima (Solin, Kostanjevac i Gracani), ve¢inom iz vode,
a nekoliko izolata i s koze odraslih pastrva (Pavic i sur. 2021a). Ovo je prvi potvrdeni nalaz vrste
S. turfosa u Hrvatskoj te na kutikuli rakova opcenito. Rezultati ovog istrazivanja i ranijeg
istrazivanja Pavi¢ i suradnika (2021a) ukazuju na Siroku rasprostranjenost vrste S. australis u
slatkovodnim vodotocima Hrvatske, a literaturni podaci ukazuju 1 na njezinu globalnu vaznost
(Hirsch i sur. 2008; Krugner-Higby i sur. 2010; Sandoval-Sierra i sur. 2014b; Pavic¢ i sur. 2021a).
Poznato je da vrste iz roda Saprolegnia mogu biti oportuni patogeni rakova, prodiruci kroz ostecene
dijelove kutikule (Makkonen i sur. 2010; Kozubikova-Balcarova i sur. 2013). Primjerice, utvrdeno
je da je vrsta S. australis u Wisconsinu 2005. godine bila uzro¢nik ulcerativnih lezija na kutikuli
rakova vrsta Faxonius propinquus (Girard, 1852) i Faxonius rusticus (Girard, 1852) u gotovo 10%
populacije (Krugner-Higby i sur. 2010). Osim toga, izolirana je i s bodljobradih rakova u jezeru u
Njemackoj 2005. godine gdje je zabiljezeno opadanje brojnosti jedinki u populaciji (Hirsch i sur.
2008). S obzirom da od unosa signalnog raka u rijeku Koranu zabiljezenog 2011. godine nisu
zabiljeZeni masovni pomori signalnog raka (Hudina i sur. 2013), moze se pretpostaviti da vrsta S.
australis nema negativni utjecaj na ovu populaciju, isto kao i patogene vodene plijesni A. astaci i
S. parasitica za koje se zna da su prisutne u ovoj populaciji (Maguire i sur. 2016; Pavi¢ i sur. 2021b;
Grbin i sur. 2023). Sto se ti¢e vrste S. turfosa, ona je prije ovog istrazivanja pronadena u tlu i u
vodenom stupcu (Dick 1963; Markovskaja 2006) pa se moze pretpostaviti da se radi o saprofitskoj

vrsti, a ne parazitskoj.

Ovo je prvi nalaz vrste A. repetans na kutikuli vrste A. astacus. A. repetans saprofitska je
vrsta ranije izolirana s kutikule rakova P. leniusculus, P. clarkii i A. pallipes (Royo i sur. 2004;
Camma i sur. 2010) koja u kulturi pokazuje iznimno veliku sposobnost repetitivnog stvaranja novih
generacija zoospora (Camma i sur. 2010) i koloniziranja kutikule rakova (Royo i sur. 2004). Osim
toga, odlikuje ju relativno brzi rast, $to joj omogucuje da preraste sporijerastuce vrste poput A.
astaci (Royo i sur. 2004; Diéguez-Uribeondo i sur. 2009). U ovom su istrazivanju jedinke rakova
s iste geografske lokacije drzane u odvojenim posudama u istom akvariju. Moze se pretpostaviti
da je s vremenom unutar istog akvarija vrsta A. repetans postala dominantna u odnosu na A. astaci.

To je vjerojatno razlog velikog udjela izolata A. repetans medu izolatima vodenih plijesni u ovom
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istrazivanju (77 %) te postojanja mijeSanih kultura A. repetans i A. astaci (Prilog 1). Prema
istrazivanju Maguire i suradnika (2016), moze se pretpostaviti genotip izolata A. astaci potvrdenih
u ovom istrazivanju (genotip A izolata A. astaci s kutikule A. astacus, genotip B izolata A. astaci
s kutikule P. leniusculus). U obje populacije rakova (A. astacus u NP Plitvicka jezera, P.
leniusculus u rijeci Korani) nisu zabiljezeni znacajni pomori izazvani ra¢jom kugom, a literaturni
podaci takoder ukazuju na nisku virulenciju genotipa A prema vrsti A. astacus (Svoboda i sur.
2012) odnosno genotipa B prema vrsti P. leniusculus (Becking i sur. 2015). Zbog toga se moze
pretpostaviti da je saprofitska brzorastuca vrsta, poput A. repetans, bila u moguc¢nosti proliferirati
u akvarijima i prevladati medu sakupljenim izolatima. U filogenijskom stablu (Slika 14) vidljivo
je grupiranje izolata A. repetans u dvije grupe: onih izoliranih s kutikule Astacus astacus te onih
izoliranih s kutikule Pacifastacus leniusculus, sto upucuje na postojanje dva razli¢ita soja vrste A.
repetans medu navedenim vrstama. Istovremeno, izolati vodenih plijesni Sifri AASMAL,
AA5SMA2, PL4B1, PL13D2, PL14AKI1 i PL14B2 utvrdeni su kao A. astaci, ali i kao A. repetans,

Sto ukazuje na to da su ti izolati predstavljali mijeSane kulture vodenih plijesni (Prilog I).

Zaklju¢no, ovaj rad donosi nove podatke o vodenim plijesnima koje nastanjuju kutikulu
rakova Ciji je utjecaj na domacina, kao i njihov meduodnos s drugim vrstama vodenih plijesni na
kutikuli rakova vrlo slabo istrazen. Stoga se otvara niz pitanja na koja bi trebalo odgovoriti u
nastavku istrazivanja. Primjerice, trebalo bi utvrditi jesu li izolati vrste S. australis sa signalnog
raka razli¢itog genotipa i razli¢ite virulencije prema rakovima, salmonidima i drugim domac¢inima
od izolata iste vrste ranije utvrdenih u Hrvatskoj (Pavi¢ i sur. 2021a), odnosno je li u ovom slucaju
invazivni signalni rak u Hrvatsku donio i druge potencijalne patogene osim uzro¢nika racje kuge
A. astaci. Nadalje, s obzirom na to da rezultati ovog rada nisu potvrdili prisutnost A. astaci u
odredenim populacijama za koje je ranije potvrdena prisutnost zaraze ovim patogenom, potrebno
je neinvazivnim metodama detekcije A. astaci provjeriti je li patogen jo$ uvijek prisutan u istim
populacijama (Pavi¢ i sur. 2020). Takoder, potrebno je provesti daljnja in vivo istrazivanja i
eksperimentalne zaraze (engl. infection trials) kako bi se utvrdili to¢ni u¢inci ovih vrsta vodenih

plijesni na organizam rakova.
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. ZAKLJUCAK

Vodene plijesni iz roda Aphanomyces, A. astaci (uzro¢nik radje kuge) i A. repetans
(saprofit), izolirane su s kutikula rakova P. leniusculus i A. astacus. VVodene plijesni iz roda
Saprolegnia, S. turfosa (saprofit) i S. australis (oportunisti¢ki patogen rakova) izolirane su
s kutikule signalnog raka P. leniusculus.

S kutikule jedinki vrsta P. leptodactylus, F. limosus i P. virginalis nisu uspjesno izolirane
vodene plijesni, vjerojatno zbog relativno sporog rasta micelija u odnosu na rast vecine

drugih mikroorganizama.

Potvrdena je prisutnost uzro¢nika rac¢je kuge u populaciji signalnog raka u rijeci Korani te
u populaciji rijeCnog raka u NP Plitvicka jezera.

Vrsta S. turfosa, ranije poznata iz tla i vode, prvi je put izolirana s kutikule rakova.
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8. PRILOZI

Prilog I. 1zolati vodenih plijesni s kutikule rakova. U imenima izolata oznake AA (Astacus astacus)

I PL (Pacifastacus leniusculus) oznacavaju vrstu raka s koje je izolat uzgojen. Oznake AK

(abdominalna kutikula) i M (svlak) oznacavaju tip uzorka kutikule. Oznaka ‘+’ u stupcu A. astaci

oznacava one izolate kod kojih je specificnim A. astaci-PCR-testom potvrdena prisutnost patogena

A. astaci.
Taksonomska
Sifra ) PCR-test identifikacija do vrste
. Vrsta raka Lokacija detekcije . h ..
izolata A astaci temeljem filogenijske
' analize
AA2MAL Astacus Vodotoci iz jezera Aphanomyces repetans
astacus Burgeti
AA2MA2 Astacus Vodotoci iz jezera Aphanomyces repetans
astacus Burgeti
AASMA1 Astacus Vodotoci iz jezera + Aphanomyces astaci
astacus Burgeti
Aphanomyces repetans
AASMA2 Astacus Vodotoci iz jezera + Aphanomyces astaci
astacus Burgeti
Aphanomyces repetans
AASMD2 Astacus Vodotoci iz jezera Aphanomyces repetans
astacus Burgeti
AA12AK1 Astacus Jezero Moti¢njak Aphanomyces repetans
astacus
AA12AK2 Astacus Jezero Moti¢njak Aphanomyces repetans
astacus
AA12A2 Astacus Jezero Moti¢njak Aphanomyces repetans
astacus
AA13AK1 Astacus Vodotoci iz jezera Aphanomyces repetans
astacus Burgeti
AA14AK1 Astacus Jezero Moti¢njak Aphanomyces repetans
astacus
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AAlL4AK2 Astacus Jezero Moticnjak Aphanomyces repetans
astacus
AAl4A1 Astacus Jezero Moticnjak Aphanomyces repetans
astacus
AAl14B1 Astacus Jezero Moticnjak Aphanomyces repetans
astacus
AA19AK1 Astacus Jezero Moticnjak Aphanomyces repetans
astacus
AA19AK?2 Astacus Jezero Moticnjak Aphanomyces repetans
astacus
AA19B1 Astacus Jezero Moti¢njak Aphanomyces repetans
astacus
AA19B2 Astacus Jezero Moti¢njak Aphanomyces repetans
astacus
PL1B1 Pacifastacus Rijeka Korana Saprolegnia turfosa
leniusculus
PL3Al Pacifastacus Rijeka Korana Aphanomyces repetans
leniusculus
PL3B2 Pacifastacus Rijeka Korana Aphanomyces repetans
leniusculus
PL3C2 Pacifastacus Rijeka Korana Aphanomyces repetans
leniusculus
PL4B1 Pacifastacus Rijeka Korana Aphanomyces astaci
leniusculus
Aphanomyces repetans
PL4CL Pacifastacus Rijeka Korana Aphanomyces repetans
leniusculus
PL6MA1 | Pacifastacus Rijeka Korana Aphanomyces repetans
leniusculus
PL7MA1 | Pacifastacus Rijeka Korana Saprolegnia australis
leniusculus
PL7MA3 | Pacifastacus Rijeka Korana Saprolegnia turfosa

leniusculus
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PL8A1l

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Saprolegnia australis

PL9A1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Saprolegnia australis

PL11AK

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL12C1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL13AK1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL13AK2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL13B2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces astaci

Aphanomyces repetans

PL13C1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL13C2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL13D1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL13D2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces astaci

PL14AK1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces astaci

Aphanomyces repetans

PL14Al

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL14A2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL14A3

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans
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PL14B1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL14B2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces astaci

Aphanomyces repetans

PL14C1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL14C2

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL15AK

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL16AK1

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans

PL16AKS3

Pacifastacus
leniusculus

Rijeka Korana

Aphanomyces repetans
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