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1. UvOD

Strane vrste su one koje su se slucajnim i/ili namjernim unosom rasprostranile na nova
podrugja, tj. izvan svog prirodnog podrucja obitavanja. Ukoliko $tetno djeluju na bioraznolikost
te negativno utjecu na ekonomiju, gospodarstvo i zdravlje ljudi nazivaju se invazivnim stranim
vrstama (ISV) (NN 13/2024). Tijekom posljednjih dvaju desetljeca Sirenje ISV postao je, nakon
izravnog uniStavanja stanista, drugi najvazniji uzrok smanjenja globalne bioraznolikosti (Crowl i
sur., 2008). ISV su prijetnja autohtonim vrstama jer mogu zauzimati istu ekolosku niSu pa dolaze
u kompeticiju za hranu i prostor (Strayer, 2012). Osim toga, predacija, parazitizam i prijenos
bolesti uzrokuju promjene u hranidbenoj mrezi i sastavu vrsta, zajednica na svim trofickim
razinama §to Cesto rezultira smanjenjem broja autohtonih vrsta na tom podrucju (Havel 1 sur.,
2015). Ako ckosustavom dominira nekoliko Siroko rasprostranjenih invazivnih vrsta
bioraznolikost i ravnoteza ekosustava se narusava te dolazi do bioticke homogenizacije (Olden i

sur., 2004).

Osim negativnog utjecaja na ekosustave, ISV imaju izraZen negativan utjecaj na ekonomiju. Od
1960. do 2020. godine troSkovi uzrokovani Sirenjem ISV u Europi iznosili su 116,61 milijardi
eura, od Cega se 60 % odnosi na sanaciju Stete koju su prouzrocile, 20 % na prevenciju,
edukaciju 1 upravljanje populacijama invazivnih vrsta obuhvacaju¢i viSe sektora (zdravstvo,
poljoprivredu, Sumarstvo, ribarstvo) te 20 % spada u mjeSoviti troSak (kombinacija Stete/gubitka
1 upravljanja) (Haubrock i sur., 2021). Procijenjeni troSkovi ovise o veli¢ini drzave i1 broju
stanovnika, istrazenosti invazivnih vrsta, upravljanju populacijama invazivnih vrsta, stoga

najvise troSkove imaju zemlje zapadne i srediSnje Europe (Haubrock 1 sur., 2021).

Medu razli¢itim tipovima ekosustava, slatkovodni ekosustavi cesto se smatraju osobito
ugrozenim od strane invazivnih stranih vrsta zbog njihove prostorne ogranicenosti (prekrivaju
manje od 1 % povrSine Zemlje), visoke bioraznolikosti, povezanosti s ljudskim aktivnostima,
osjetljivosti na promjene kvalitete vode 1 fragmentacije staniSta. Invazivne strane vrste doprinose
ostalim antropogeno-uvjetovanim razlozima ugrozenosti slatkovodnih ekosustava poput
ribolova, akvakulture, gradnje hidroelektrana, urbanizacije, koriStenja prijevoznih sredstava i

oneciS¢enja (Havel i sur., 2015).



1.1. DeseteronoZni rakovi kao kljucne vrste

Unutar slatkovodnih ekosustava, slatkovodni deseteronozni rakovi znacajno izravno i
neizravno utjeCu na ekosustav u kojem Zzive te se stoga smatraju inzenjerima ekosustava i
klju¢nim vrstama (Weinlander i Fureder, 2016). Klju¢ne vrste su one koje unato¢ tome $to ¢ine
mali dio ukupne biomase snazno utje¢u na raznolikost drugih vrsta (Davic i sur., 2003). Njihov
utjecaj na brojnost i rasprostranjenost drugih biljnih 1 Zivotinjskih vrsta moze se ocitovati kroz
razli¢ite ekoloske funkcije kao Sto su kontrola populacija drugih vrsta, stvaranje ili promjena

staniSta te doprinos hranidbenim mrezama (Reynolds 1 sur., 2013).

Slatkovodni deseteronozni rakovi medu najve¢im su vrstama makrozoobentosa te snazno utjecu
na staniSte u kojem obitavaju. Nazivamo ih bioturbatorima jer vrSe obradu sedimenta 1 lisca.
Prehrana im je omnivorna i raznolika te ukljucuje makrofite, nitaste alge, perifiton (Weinldnder i
Fiireder, 2016) te vodene beskraljeznjake 1 kraljeZnjake (tj. jaja vodozemaca i riba) (James i sur.,
2015). Rakovi se Cesto ponasaju kao kljucni predatori u slozenim hranidbenim mrezama.
Ukoliko je prisutna veca populacija rakova na nekom podrucju, mogu modificirati staniSte, npr.
uniStavanjem naslaga makrofita i perifitona (Momot, 1995). Takoder, predstavljaju izvor hrane
ribama, pticama, sisavcima i ljudima. U nekim zemljama povijesno su dio ljudske prehrane pa

imaju 1 komercijalnu vaznost (Weinliander 1 Fiireder, 2016).

1.2. Autohtone vrste deseteronoznih rakova u Hrvatskoj

Populacije autohtonih deseteronoznih rakova u Hrvatskoj suoCavaju se s brojnim
prijetnjama koje uzrokuju njihovu ugrozenost i smanjenje areala. U Hrvatskoj su prisutne Cetiri
autohtone vrste slatkovodnih rakova: poto¢ni rak Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803),
bjelonogi rak Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858), rije¢ni rak Astacus astacus
(Linnaeus, 1758) i uskoskari rak Pontastacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) (Maguire i sur.,
2016). Rije¢ni, potocni 1 bjelonogi rak zasti¢eni su Zakonom o zastiti prirode (NN 80/13, 15/18)
odnosno Pravilnikom o strogo zaSti¢enim vrstama (NN 144/2013). Prema kategoriji ugroZenosti
rije¢ni i poto¢ni rak spadaju u osjetljive vrste (VU, engl. vulnerable), dok bjelonogi rak ima

status ugrozene vrste (EN, engl. endangered) (NN 144/2013). Uskoskari rak nije na listi



zaSticenih vrsta, a njegov status ugrozenosti je: najmanje zabrinjavaju¢ (LC, engl. least concern)

(IUCN, 2017).

Najvecéu prijetnju predstavljaju ISV rakova koji prenose ra¢ju kugu, bolest koja je devastirala
populacije autohtonih rakova diljem Europe (Blaha i sur., 2022). Osim invazivnih vrsta i bolesti
koje oni prenose, autohtone vrste rakova ugrozavaju i drugi ¢imbenici poput gubitka i
degradacije stanista, urbanizacije, industrijalizacije i poljoprivrednih aktivnosti koje dovode do
uniStavanja prirodnih staniSta, zagadenja voda i promjene vodenih tokova. Promjene u koristenju
zemljista 1 regulacija rijeka smanjuju dostupnost prikladnih stanista za ove vrste (Chucholl, 2013,
Crowl i sur., 2008). Klimatske promjene takoder mogu promijeniti hidrologiju i termalne rezime
vodenih tijela, Sto moze dodatno negativno utjecati na njihova stanista (Patoka 1 sur., 2016).
Prekomjerni ribolov i1 neodrzivo gospodarenje vodnim resursima takoder doprinose smanjenju
populacija autohtonih rakova kao i unos kemikalija (pesticidi 1 teski metali) koje imaju Stetne

ucinke na njihovo zdravlje (Weinldnder i Fiireder, 2016).

1.3. Invazivni deseteronoZzni rakovi u Europi i Hrvatskoj

Strane vrste slatkovodnih deseteronoznih rakova jedne su od najuspjesnijih 1 najstetnijih
invazivnih vrsta na globalnoj razini (Hanfling i sur., 2011). Jedan od njihovih Stetnih utjecaja je
Sirenje raznih bolesti (Crowl i sur., 2012). Medu njima je najznacajniji i najbolje istrazen patogen
Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) kojeg u Europi prenose invazivne vrste rakova iz Sjeverne
Amerike 1 uzrokuje bolest racju kugu (Jussila i sur., 2021). Takoder, ISV rakova imaju visoku
sposobnost prilagodbe razli¢itim uvjetima okolisa, izrazenu kompetitivnost i agresiju, brzi rast,
veliki fekunditet i rano spolno sazrijevanje (Jussila i sur., 2021). Mogu direktno utjecati na
promjenu staniSta stvarajuci skloniSta duz rijeka i jezera destabiliziraju¢i tlo (Reynolds i sur.,
2013). Zbog toga dolazi do povecanja erozije i smanjenja kvalitete vode. Ove promjene mogu
imati kaskadni u¢inak na ekosustav utjecuci na vegetaciju, talozenje sedimenta i1 obrasce protoka
vode te tako naruSavaju prirodnu ravnotezu ekosustava gdje moze do¢i do smanjenja autohtonih
populacija rakova te potencijalno dovesti neke do lokalnog izumiranja (Faller i sur., 2016).
Porastom globalne trgovine, balastnim vodama, onecis¢enjem te klimatskim promjenama broj

ISV rakova u slatkovodnim sustavima neprestano raste (Hanfling i sur., 2011). Uspostavljanje



strane ili gubitak autohtone vrste slatkovodnog raka donosi trajne i nepovratne negativne ucinke

na ekosustav (James i sur., 2015).

Nentwig i sur. (2018) su u ,,100 najgorih invazivnih vrsta Europe® ubrojili ¢ak 12 vrsta
slatkovodnih rakova iz Sjeverne Amerike i Australije. Prve ISV rakova unesene su radi uzgoja u
akvakulturi sredinom 19. st. i od tada strane vrste rakova intenzivnim Sirenjem istiskuju europske
vrste (Holdich i sur., 2009). Osim unosa radi ljudske prehrane, puno stranih vrsta rakova unosi se
preko trgovine kuénim ljubimcima za koju je opetovano pokazano da moze rezultirati

ispustanjem ISV u prirodu (Blaha i sur., 2022).

Danas je u Europi prisutan velik broj invazivnih stranih vrsta slatkovodnih rakova. Kouba i
suradnici (2014) zabiljezili su 11 ISV rakova rasprostranjenih Europom, ali smatra se da je
njihov broj danas znatno ve¢i. Od ISV rakova prisutnih u Europi, u Hrvatskoj je dosad
pronadeno i zabiljezeno tri vrste porijeklom iz Sjeverne Amerike: Faxonius limosus (Rafinesque,
1817) — bodljobradi rak, Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) — signalni rak i Procambarus
virginalis Lyko, 2017 — mramorni rak (Maguire i sur., 2016). Ove vrste nalaze se na popisu ISV
koje izazivaju zabrinutost u Uniji, Uredbom EU 1143/2014 (EC, 2016). Prva zabiljezena
invazivna vrsta slatkovodnog raka u Hrvatskoj je bodljobradi rak (Faxonius limosus) (Maguire i

Gottstein-Matocec, 2004) koji je ujedno i modelni organizam u ovom istrazivackom radu.

1.4. Bodljobradi rak - Faxonius limosus (Rafinesque, 1817)

1.4.1. Sistematika

Prema Crandallu i De Graveu (2017), prihvaceni naziv vrste je Faxonius limosus
(Rafinesque, 1817), zamjenjujuéi prethodni naziv Orconectes limosus. Sistematika vrste

bodljobradog raka prikazana je u Tablici 1.



Tablica 1. Sistematika vrste Faxonius limosus.

CARSTVO Animalia
PODCARSTVO | Eumetazoa
KOLJENO Arthropoda
RAZRED Malacostraca
PODRAZRED | Eumalacostraca
NADRED Eucarida

RED Decapoda
PODRED Reptantia
PORODICA Cambaridae
ROD Faxonius
VRSTA Faxonius limosus (Rafinesque, 1817)

1.4.2. Morfologija

Jedinke bodljobradog raka obi¢no narastu do 10 cm (Hamr, 2002), no neki primjerci
prelaze 12 cm (Pockl i sur., 2006). KlijesSta su im mala, s oStrim vrhovima (Alekhnovich i1 Bufic,
2017) (Slika 1). Boja tijela im varira od tamnosmede do maslinasto zelene, sa crvenim do smede
crvenim trakama koje su vidljive na abdominalnim segmentima (Slika 2). S trbuSne strane su
svijetlo zute boje (Hamr, 2002). Posjeduju dugacke postorbitalne grebene koji zavrSavaju ostrim
bodljama i relativno dug, oStar rostrum (Slika 2) (Hamr, 2002). PovrSina tijela im je glatka, ali

imaju karakteristi¢ne bodlje na obrazima prema kojima je vrsta dobila ime (Holdich i sur., 2006)

(Slika 2).




Slika 1. Prikaz klijeSta bodljobradog raka s dorzalne (lijevo) i ventralne strane (desno)

(prilagodeno 1 preuzeto iz Alekhnovich i1 Butic¢, 2017)

Slika 2. Prikaz jedinke bodljobradog raka (Faxonius limosus). Crvenim krugom oznacéen je

rostrum, a crvenim kvadratima postorbitalni greben i bodlje (Foto: Hudina S.)



1.4.3. Biologija i ekologija

Prirodno staniSte bodljobradog raka su tekucice i stajacice (Alekhnovich i Bufi¢, 2017), a
najvise preferira plitka dna sa slojem sedimenta u koji se moze ukopati (Kouba i sur., 2016). Kao
i druge ISV rakova, mogu se prilagoditi razli¢itim uvjetima te imaju visoku toleranciju na
zagadenje (npr. Cesto obitavaju u organski obogacenim jezerima i ribnjacima te podnose
anorgansko onecis¢enje) (Alekhnovich i Bufi¢, 2017). Takoder, toleriraju poviSenu temperaturu
vode 1 smanjenu koncentraciju kisika u vodi te mogu izdrzati suha razdoblja i do nekoliko

tjedana (Holdich i sur., 2006).

Zivotni vijek im je izmedu dvije i tri godine, a pojedine jedinke mogu Zivjeti do 4 godine (Souty-
Grosset 1 sur., 2006). Spolnu zrelost dostizu tokom drugog ljeta, s neSto vise od godine dana
starosti, pri ¢emu njihova duzina tijela iznosi izmedu 25 1 35 mm (Hamr, 2002). Juvenilne
jedinke imaju brzi rast 1 visoku smrtnost tijekom prve godine Zivota (Alekhnovich i Bufi¢, 2017),
a nakon postizanja spolne zrelosti rast im usporava (Reynolds, 2002). Parenje se odvija u
proljece i jesen (Bufi¢ i sur., 2013), a mladi se izlijezu 40 - 50 dana nakon oplodnje (Kozak i

sur., 2006). Broj jaja koje zenka moze izle¢i varira izmedu 50 1 300 (Holdich 1 sur., 2006).

Iako su vecina slatkovodnih rakova no¢ne zivotinje, kod bodljobradih rakova je zabiljezena
visoka dnevna aktivnost u odnosu na neke autohtone europske vrste (Bufi¢, 2009). Bodljobradi
rakovi se Sirokom trofickom niSom prilagodavaju uvjetima okoliSa i dostupnim resursima. U
pocetnoj fazi Zivota juvenilne jedinke hrane se uglavnom zooplanktonom, a kasnije bentoskim
beskraljeznjacima. Odrasle jedinke hrane se wuglavnom detritusom 1 biljkama te

makrobeskraljeznjacima (Vojkovska i sur., 2014).

1.4.4. Rasprostranjenost i utjecaj

Bodljobradi rak je vrsta autohtona za isto¢nu obalu Sjeverne Amerike i Kanade (Filipova
i sur., 2011). Prva je invazivna strana vrsta rakova namjerno unesena u Europu iz Sjeverne
Amerike te spada u “stare strane vrste rakova” (eng. old NICS, non-indigenous crayfish species)
(Holdich i Black, 2007). Unesen je kako bi se nadomijestile populacije autohtonih vrsta rakova,

ponajprije rijenog raka Astacus astacus, no ubrzo se pokazalo kako je ova vrsta invazivna



(Alekhnovich i Buti¢, 2017). Sirenje bodljobradog raka u Europi izazvalo je ozbiljne i $tetne
ucinke na autohtone populacije rakova (Alekhnovich i Bufi¢, 2017). S obzirom na njegov veliki
fekunditet, visoku toleranciju i prilagodljivost na raznolike uvjete okoliSa u usporedbi s
autohtonim rakovima, ima dobre preduvjete za naseljavanje europskih stanista, daljnje Sirenje 1

istiskivanje autohtonih europskih vrsta s njihovih trenutnih lokaliteta (Kozék i sur., 2015).

Nakon $to je prvo unesen u Poljsku (1890.), Njemacku (1895.) i kasnije Francusku (Slika 3a)
(Hamr, 2002) prirodno se prosirio rijekama i kanalima te ljudskim utjecajem putem trgovine i
ribarskih mreza (Holdich i Black, 2007). U Austriji je prvi puta zabiljezen 1969. godine, a
tijekom 90-ih godina u Italiji (Alekhnovich i Bufi¢, 2017). Holdich i Black prvi puta su ovu vrstu
zabiljezili u Velikoj Britaniji 2007. godine. Bodljobradi rak se postupno rijekom Dunav prosirio
na istok Europe. U Madarskoj je zabiljezeno da se populacije Sire oko 13 km godiSnje (Puky i
Shad, 2006.). Govedi¢ (2017.) u svom istrazivanju navodi da je 2015. godine bodljobradi rak
prvi puta zamije¢en u Sloveniji u rijeci Dravi na granici sa Hrvatskom. Takoder, pronaden je u
Srbiji, Rumunjskoj 1 Bugarskoj od kuda se vjeruje da ¢e se prosiriti dalje na istok i jug Europe
(Alekhnovich i Buti¢, 2017). Danas je bodljobradi rak rasprostranjen u najmanje 22 drzave

Europe (Kouba i sur., 2014; Jussila i sur., 2021). Njegova distribucija prikazana je na Slici 3b.

iy 4

S Y
l. Procambarus clarkii @ Faxonius limosus @ Pacifastacus Iemuscurusl\

a) Europa u 20. st b) Rasprostranjenost Faxonius limosus u 21.st u Europi

Slika 3. a) Prikaz prvog unosa i Sirenja rakova tijekom 20. st. u Europi (Faxonius limosus
oznacen je narantastom bojom) (preuzeto iz Soto i sur., 2023); b) Prikaz rasprostranjenosti vrste

Faxonius limosus u Europi u 21. st. (preuzeto i prilagodeno iz Kouba i sur., 2014)



Osim na europskoj razini, bodljobradi rak je prva zabiljezena ISV rakova u Hrvatskoj te je prvi
put pronaden 2003. godine u Parku prirode Kopacki rit (Maguire i Klobucar, 2003). Dolaze¢i iz
Madarske, rijekom Dunav prosirio se u Hrvatsku (Maguire i sur. 2018.) od kuda se dalje Siri
prema istoku. Hudina i sur. su 2008. godine zabiljezili njegovu prisutnost u rijeci Dravi. Usée
rijeke Drave udaljeno je manje od 10 km nizvodno od prvog nalaza bodljobradog raka u Dunavu
pa se pretpostavlja da je F. limosus dospio u Dravu jo$ 2003. godine, dok je brzina njegovog
Sirenja rijekom Dravom 1,5 km godisnje (Hudina i sur., 2009). S obzirom na brzinu njegovog
Sirenja 1 lako¢u uspostavljanja populacija na drugim podru¢jima danas se susrece se s nasim
autohtonim vrstama Pontastacus leptodactylus i Astacus astacus (Maguire i Gottstein-Matocec,
2004) (Slika 4). Maguire i sur. (2016) navode kako je F. limosus ve¢ istisnuo vrstu P.
leptodactylus s mnogih lokaliteta.

Slika 4. Rasprostranjenost vrsta Faxonius limosus (crveni krug), Astacus astacus (plavi trokut) i
Pontastacus leptodactylus (rozi trokut) u isto¢noj Hrvatskoj. (preuzeto i prilagodeno iz podataka

prof. dr. sc. lvana Maguire)



1.5. Ra¢ja kuga

Jedna od najpogubnijih bolesti slatkovodnih rakova je racja kuga. Uzrokuje ju patogen
Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) koji je zbog svog brzog Sirenja i pogubnog utjecaja na
autohtone vrste rakova uvrsten u 100 najgorih invazivnih vrsta na svijetu (Lowe 1 sur., 2004).
Ovaj patogen pripada redu Saprolegniales razredu Oomycetes (vodene plijesni) (Oidtmann i sur.,
2004). Racja kuga je desetkovala autohtone populacije slatkovodnih rakova i jo§ uvijek prijeti
populacijama diljem Europe pri ¢emu dolazi do ekonomskih 1 ekoloskih gubitaka (Holdich 1 sur.,
2009). Sjevernoamericke vrste rakova evolucijski su stekle otpornost na ovaj patogen te time
postale vektori kojima se A. astaci prenosi na autohtone europske vrste rakova (Svoboda i sur.,
2017).

1.5.1. Zivotni ciklus uzroénika radje kuge

Zivotni ciklus patogena A. astaci sastoji se od nespolnog razmnozavanja, dok spolno
razmnoZzavanje, inace uobicajeni dio zivotnog ciklusa vodenih plijesni, kod ove vrste nikada nije
zabiljezeno (Diéguez-Uribeondo i sur., 2009). Ciklus nespolnog razmnoZavanja patogena i
nacina Sirenja na nove domacine prikazan je na Slici 5. Vegetativne hife koje rastu unutar
zarazene jedinke izlaze iz kutikule raka. U kontaktu s vodom, procesom sporulacije u
sporangijima nastaju primarne zoospore (OIE, 2019). One se pretvaraju u primarne ciste tvoreci
kuglaste nakupine - sporangije (Diéguez-Uribeondo i sur., 2009). Iz svake primarne ciste
formirat ¢e se infektivna sekundarna biflagelatna zoospora koja pomocu biceva pliva u stupcu
vode trazec¢i pogodnog domacina za daljnje Sirenje (Oidtmann i sur., 2002). Dodatna prilagodba
koju posjeduju samo parazitske vrste roda Aphanomyces je poliplanetizam (RZE, engl. repeated
zoospore emergence). Naime, zivotni vijek zoospore traje samo nekoliko sati (Rezinciuc i sur.,
2015). Nakon toga se ona pretvori u cistu koja se ponovo pretvara u zoosporu, i tako do tri puta,
povecavajuéi vjerojatnost da zoospora pronade odgovarajueg domacina. Zoospore
kemotaksi¢nim kretanjem pronalaze kutikulu domacina gdje se pretvaraju u cistu (Unestam 1
Weiss, 1970), najéeS¢e na mjestima u blizini ozljede (Nyhlen i Unestam, 1980). Njezinim
klijanjem hife penetriraju u kutikulu inficiraju¢i domacina pri ¢emu dolazi do Sirenja micelija

unutrasnjim organima i razvoja bolesti ra¢je kuge (Cerenius i Soderhill, 1984). Glavni simptomi
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bolesti su melanizacija kutikule, promjene u ponasanju (dnevna aktivnost i izlazak iz skrovista),
nekoordinirano Kkretanje te postupna paraliza i smrt (Unestam i Weiss, 1970). U kasnijoj fazi
infekcije ili nakon uginuéa domaéina dolazi do nove produkcije sporangija (Oitdman i sur.,

2002).

Sjevernoamericka Europska vrsta
vrsta raka Nevijabilna cista raka
Q
Sekundarna zoospora I Sekundarna zoospora
% Sekundarne ﬁ
's 0 ™

ciste

RZE Klijajuce ciste
3 puta
- ‘ Primarna zoospora Primarna zoospora .

<7

= )G

® "’Sekundarn
Zoospora

Primarne Primarne
ciste ciste

(=
«o
‘ Epikutikula Epikutikula ‘

Slika 5. Prikaz zivotnog ciklusa patogena A. astaci kod sjevernoamerickih vrsta rakova (lijevo)

te europskih vrsta rakova (desno) (preuzeto i prilagodeno iz Rezinciuc 1 sur., 2015).

Glavna obrambena reakcija koju sjevernoamericki rakovi posjeduju protiv infekcije patogenom
A. astaci je kontinuirana aktivnost sustava profenoloksidaze (engl. prophenoloxidase system,
proPO). Ovaj sustav je vazan dio imunosnog odgovora rakova i drugih beskraljeZnjaka. Pomoc¢u
brze aktivnosti proPO sustava, patogen ostaje zarobljen u kutikuli jer dolazi do melanizacije hifa
¢ime se sprjecava daljnje prodiranje u tkivo (Soderhéll i Cerenius, 1998). Kod kontakta patogena
s kutikulom, klijajuéu hifu okruze semigranulirani hemociti koji ju izoliraju unutar stvorene
kapsule. Zatim se oko kapsule agregira sloj granuliranih hemocita i aktivira se proPO sustav pa
patogen ostaje u kapsuli okruzen ljepljivim melaninom. Na taj na¢in onemogucava se daljnji rast

i Sirenje patogena (Makkonen i sur., 2012.).
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Povecana otpornost na patogen kod sjevernoamerickih rakova u odnosu na europske autohtone
vrste temelji se na stalnoj aktivnosti proPO sustava i njegovoj brzoj reakciji tijekom infekcije
patogenom (Oidtmann i sur., 2004). Kod autohtonih europskih vrsta rakova reakcija aktivacije
proPO sustava je sporija jer se sustav aktivira tek u kontaktu s patogenom. Takoder, melanizacija
hifa je djelomi¢na i unutar nekoliko dana dolazi do njihovog rasta i Sirenja unutar domacina

nakon cega jedinke obole od racje kuge (Cerenius i sur., 2003).

lako su sjevernoamericke ISV rakova velikim dijelom otporne na zarazu racjom kugom, njihova
otpornost ipak nije potpuna. U slucaju slabljenja imuniteta, primjerice uslijed drugih bakterijskih
ili gljivicnih infekeija, ozljeda ili stresa, ipak moze do¢i do razvoja ra¢je kuge i uginuéa jedinke
(Soderhall i Cerenius, 1992).

1.5.2. Genotipovi rac¢je kuge

Do danas je utvrdeno da postoji pet razli¢itih genotipova patogena A. astaci, A do E, koji
imaju razli¢itu virulenciju prema razliitim vrstama rakova domacina (Jussila i sur., 2021).
Genotipovi patogena prvi su put odredeni pomoc¢u metode nasumi¢ne amplifikacije polimorfne
DNA (engl. Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) koriste¢i genomsku DNA ¢istih
kultura patogena (Bouallegui, 2021; Svoboda i sur., 2017). Do danas su razvijene jednostavnije i
brze metode genotipizacije uzrocnika ra¢je kuge koje se mogu koristiti i kod drugih tipova
uzoraka, kao Sto je ukupna DNA izolirana iz tkiva ili biofilma kutikule zarazene Zivotinje (Pavi¢
i sur., 2020; Pavi¢ i sur., 2021). Primjerice, razvijen je PCR-test u kojem se Kkoriste posebne
pocetnice za umnozavanje specifi¢nih regija razli¢itih genotipova patogena (Minardi i sur.,
2018); polimorfizam duzine amplificiranih fragmenata, AFLP-PCR (engl. amplified fragment
length polymorphism) u kojem se koriste markeri koji omoguéuju analizu viSestrukih lokusa
(Rezinciuc 1 sur., 2013) te mikrosatelitni biljezi ¢ija duZina varira ovisno o genotipu (Grandjean 1

sur., 2014).

Genotip A (As) izoliran je iz autohtonih europskih vrsta Astacus astacus i Pontastacus
leptodactylus, dok prvi domacin (koji je potogen unio u Europu), za kojeg se pretpostavlja da je

ISV raka, jo$ nije pronaden (Kozubikova i sur., 2011). Pretpostavlja se da je ovaj genotip
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izazvao masovne pomore rakova u 19. st. u Europi i1 od tada se Siri Europom (Huang i sur.,
1994). Genotip B (Psl) izoliran je iz jedinki vrste P. leniusculus pronadenih u jezerima Tahoe i
Hennesy u SAD-u te kasnije u Europi kada je unosom ove vrste doslo do izbijanja ra¢je kuge.
Zbog visoke virulencije, ovaj genotip se brzo prosirio te uzrokovao izbijanje ra¢je kuge u svim
regijama Europe (Ungureanu i sur., 2020). Genotip C (PsIl) takoder je izoliran iz vrste P.
leniusculus, ali ovaj genotip je pronaden u jezerima Pitt u Kanadi (Huang i sur., 1994) te nije
rasprostranjen u Europi (Soderhall i Cerenius, 1999). Genotip D (Pc) izoliran je iz vrste P. clarkii
(Rezinciuc i sur., 2014). Krajem 20. st. ova je vrsta unesena u Spanjolsku te je tada zapaZeno za
ovaj genotip da ima vi$i temperaturni optimum od ostalih genotipova (Diéguez-Uribeondo i sur.,
1995; Rezinciuc i sur., 2014). Kozubikova i sur. su 2011. godine izolirali genotip E (Or) iz vrste
Faxonius limosus. Genotip E izazvao je brojne epidemije u Ceskoj, a neke su zabiljezene u

Francuskoj i na estonskom otoku Saaremaa u Baltickom moru (Ungureanu 1 sur., 2020).

U Hrvatskoj su do sada zabiljezena dva genotipa racje kuge. Genotipovi A je detektiran kod
autohtonih vrsta A. astacus i P. leptodactylus, a genotip B kod invazivne vrste P. leniusculus
(Maguire i sur., 2016; Pavi¢ i sur., 2020). Medutim, s obzirom na rasprostranjenost vrsta F.
limosus i P. virginalis, postoji moguc¢nost da su u Hrvatskoj prisutni i drugi genotipovi racje
kuge koji su rasprostranjeni Europom. Primjerice, Keller i suradnici (2014) izolirali su genotip
D, ¢iji je glavni nositelj P. clarkii, i kod vrste P. virginalis. lako je F. limosus nositelj genotipa
E, raniji pokusaji genotipizacije kod ove vrste nisu bili uspjesni zbog preniske kolicine DNA

patogena (Maguire i sur., 2018) stoga je potrebno provesti daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila

prisutnost ovog genotipa u Hrvatskoj.
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1.6. Ciljevi istraZivanja

Do danas prisutnost ni genotipovi ra¢je kuge u populacijama bodljobradog raka u
Hrvatskoj nisu sustavno istrazivani. U radu Maguire i sur. (2016) testirane su 24 jedinke F.
limosus sakupljene u razdoblju od 2003. do 2012. godine na podrucju isto¢ne Hrvatske (Dunav,
Kopacki rit, rijeka Vuka) te je u 14 jedinki (58 %) utvrdena prisutnost patogena A. astaci, no
zbog niske koncentracije DNA patogena ni u jednom od pozitivnih uzoraka nije bilo moguce
utvrditi genotip. Glavni cilj ovog istraZzivanja bio je, koriste¢i recentne uzorke, utvrditi da i je
patogen Aphanomyces astaci i dalje prisutan u populacijama bodljobradog raka na podrucju

isto¢ne Hrvatske. Specifi¢ni ciljevi ovog rada bili su:

1. Utvrditi prisutnost uzro¢nika racje kuge u novo prikupljenim uzorcima bodljobradog raka
(ve¢inom iz 2023. godine) pomocu PCR-testa u kojem se koriste pocetnice koje specificno

umnazaju ITS-regiju 5.8S rRNA gena patogena A. astaci (Oidtmann i sur., 2006.).

2. Za uzorke koji budu pozitivni na prisutnost patogena A. astaci pokusati odrediti genotip

patogena prema ranije objavljenoj metodi (Minardi i sur., 2018).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzorkovanje

Uzorci koji su koriSteni za potrebe ovog istrazivanja potjecu sa pet lokaliteta na podrucju

isto¢ne Hrvatske (Tablica 1.). Rakovi su ulovljeni vrSama tijekom 2019. 1 2023. godine te potom

pohranjeni u 96 %-tnom etanolu te su dio astakoloske zbirke prof. dr. sc. Ivane Maguire. Osim

11 uzoraka vrste F. limosus, u rad je ukljucena i jedna jedinka nativnog raka A. astacus (uzorak

broj 8) (Slika 6). Radilo se o jedinki koja je pri uzorkovanju imala simptome racje kuge te je

koristena u svrhu validacije metoda detekcije primijenjenih u ovom radu.

Tablica 2. Vrste rakova i lokacije uzoraka koriStenih u istrazivanju.

IME VRSTE LOKALITET GODINA LOKACIJA

X y
1. Faxonius limosus Vemeljski Dunavac 2023. 687060 | 5063302
2. Faxonius limosus Podunavlje 2023. 680244 | 5056534
3. Faxonius limosus Podunavlje 2023. 680244 | 5056534
4. Faxonius limosus Dunav 2023. 682554 | 5078716
5. Faxonius limosus Dunav 2023. 682554 | 5078716
6. Faxonius limosus Dunav 2023. 682554 | 5078716
7. Faxonius limosus Kopacki rit 2023. 681040 | 5055998
8. Astacus astacus Veli¢anka 2023. 589896 | 5038170
9. Faxonius limosus Dunavac Draz 2023. 677740 | 5080550
10. Faxonius limosus Dunavac Draz 2023. 677740 | 5080550
11. Faxonius limosus Kopacki rit 2019. 681040 | 5055998
12. Faxonius limosus Kopacki rit 2019. 681040 | 5055998
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Slika 6. Lokacije na kojima su sakupljene jedinke Astacus astacus i Faxonius limosus u isto¢noj
Hrvatskoj.

2.2. 1zolacija DNA

Svakoj jedinki sam sterilnim instrumentima uzela tri vrste uzoraka: abdominalnu
kutikulu, jedan uropod te melanizirane dijelove kutikule. 1z izdvojenih tkiva izolirala sam
ukupnu DNA koriste¢i komercijalni komplet GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep
Kit (Sigma Aldrich) prema uputama proizvodaca (Slika 7) te uz odredene modifikacije u
pocetnim koracima homogenizacije tkiva. Izdvojena tkiva sam zajedno s kuglicama tipa C te
puferom koji sadrzi enzime Proteinazu K i RNazu A stavila u mikroepruvete i provela lizu tkiva
u uredaju Vortex Mixer u trajanju od 20 minuta pri maksimalnoj snazi. Tijekom ovog koraka
kuglice tipa C pomazu u razbijanju hitinske kutikule i celulozne stani¢ne stijenke oomiceta (ako
je prisutna u uzorku) kako bi se DNA lakSe izdvojila iz stanica. Epruvete su potom odstajale
preko no¢i u vodenoj kupki na 55 °C. Djelovanje enzima proteinaze K koji razgraduje proteine
cijepanjem peptidne veze te RNaze A koja degradira RNA, kao inkubacija uzoraka preko noci
omogucuje potpuniju razgradnju stani¢nih materijala, omogucéavaju¢i maksimalnu ekstrakciju

DNA iz uzorka. Nakon lize stanica slijede koraci selektivnhog vezanja DNA na kolonu te
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ispiranja kolone kako bi se uklonile necisto¢e (Slika 7). Nakon viSestrukog ispiranja kolonica
dodala sam 200 pl otopine za eluaciju DNA (10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH 9,0) i kolonu
centrifugirala 1 min pri > 6500 x g kako bi se DNA eluirala s nje. Izolirana ukupna DNA

pohranjena je na -20° C.

| Tkivo jedinka rakova |

( Oslobadanje DNA ) ’ .
. L S Priprema kolone
- dodavanje enzima 1 kuglica tipa C ; . e
. : - dodavanje otopine i centrifugiranje
L (razgradnja stanica) ) . .'

‘/ Vezivanje DNA
- dodavanje etanola i centrifugiranje |

" Ispiranje kolona
|- centrifugiranje x2 |

@

" Eluiranje DNA
| - centrifugiranje 1 min

" Protis¢ena DNA

Slika 7. Prikaz postupka izolacije DNA (preuzeto i prilagodeno iz protokola za izolaciju DNA -
GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma Aldrich)

2.3. Detekcija patogena Aphanomyces astaci PCR-testom

Lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda
eksponencijalnog umnozavanja specificnih fragmenata DNA (Wages, 2005). Metoda PCR
sastoji se od tri faze: denaturacija dvolan¢ane DNA, vezanje pocetnica na ciljna mjesta
jednolan¢ane DNA i produzenje fragmenata DNA. Tijekom prve faze dolazi do razdvajanja

lanaca DNA na visokoj temperaturi izmedu 90° 1 95° C. Nakon §to se lanci razdvoje temperatura
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se spusta kako bi se oligonukleotidne pocetnice vezale na komplementarne nukleotidne sljedove
DNA-kalupa. Potom slijedi treca faza (faza elongacije) gdje dolazi do produzivanja i sinteze
novih fragmenata DNA u smjeru 5°-3” uz pomo¢ Taq DNA-polimeraze (enzim iz bakterije
Thermus aquaticus), a izvodi se na temperaturi od 72 °C (Wages, 2005). Tokom PCR-reakcije
ponavlja se izmedu 20 i 40 ovakvih ciklusa koji ukljucuju denaturaciju, vezanje pocetnica i
elongaciju, a svakim ciklusom udvostrucuje se koli¢ina amplificiranog DNA-fragmenta vodeci

do njegova eksponencijalnog umnozavanja (Kadri, 2019).

PCR-testom uz koristenje uzvodne pocetnice (engl. forward) 42 i nizvodne pocetnice (engl.
reverse) 640 koje specifi¢no umnazaju ITS-regiju 5.8S rRNA gena patogena A. astaci (Oidtmann
i sur., 2006.), analizirala sam je li u uzorcima prisutna DNA patogena. Ukoliko je patogen
prisutan dolazi do umnozavanja DNA-fragmenta veli¢ine od 569 parova baza (pb) (Oidtmann i
sur., 2006.). U Tablici 2. naveden je sastav koriStene reakcijske smjese. Kao pozitivnu kontrolu
koristila sam genomsku DNA A. astaci PEC8 (genotip B), a kao negativnu kontrolu destiliranu

vodu.

Tijekom provodenja PCR-reakcija pocCetna denaturacija odvijala se na 96 °C kroz 5 min. Nakon
toga je uslijedilo 35 ciklusa koji su uklju¢ivali denaturaciju 1 min na 96 °C, sparivanje pocetnica
I min na 61 °C i produzivanje lanaca 1 min na 72 °C. ZavrSno produZzivanje lanaca odvijalo se

kroz 5 min na 72 °C.

Tablica 3. Reakcijska smjesa koristena za PCR

1. | EmeraldAmp MAX PCR Master Mix 2x | 12,5 uL
2. | 10 mM uzvodna pocetnica 42 1,25 pL
3. | 10 mM nizvodna pocetnica 640 1,25 pL
4. | Deionizirana voda 9 uL
5. | DNA kalup 1puL
6. | UKUPNO 25 pL
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2.4. Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu metoda je koja odvaja fragmente nukleinskih kiselina
(DNA i RNA) razli¢itih veli¢ina (od 100 pb do 25 kpb) i konformacija. U elektricnom polju
negativno nabijene molekule DNA ili RNA krecu se prema anodnom (pozitivnom) polu (Yilmaz,
2012). Kretanje, tj. migracija DNA molekula unutar gela ovisi o vise ¢imbenika. Krac¢e molekule
migriraju brze od duzih. Osim veli¢ine molekule brzina migracije ovisi i 0: koncentraciji i vrsti
agaroze (kretanje molekula je brze ako je koncentracija agaroze manja), naponu koji se
primjenjuje, puferu za elektroforezu i konformaciji molekula. Primjerice, superzavijena, kruzna
i linearna DNA iste duljine putuju razli¢itom brzinom kroz agarozni gel: superzavijena DNA
putuje najbrze zbog svoje visoke kompaktnosti, kruzna DNA putuje srednjom brzinom, dok
linearna DNA putuje najsporije zbog svoje manje kompaktnosti i vec¢eg hidrodinamickog
volumena. Vizualizacija molekula DNA odvija se nakon bojenja odgovaraju¢om bojom pod UV-

svjetlom (Lee i sur., 2012).

U ovom radu za analizu uspjesnosti izolacije ukupne DNA iz uzoraka te amplifikacije 1 veliine
DNA-fragmenata dobivenih PCR-om Koristila sam 1 %-tni agarozni gel koji sam pripremila s 80
mL pufera TAE (40 mM Tris; 20 mM octena kiselina; 1mM EDTA). Smjesu sam zagrijala do
vrenja kako bi se agaroza otopila, otopinu ohladila do oko 60 °C te joj dodala GelStar™
NucleicAcid Gel Stain 10,000X (Lonza, Svicarska) za kasniju vizualizaciju DNA pod UV-
svjetlom. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 100 V u puferu 1XTAE u trajanju od 50 min,

na aparaturi Owl Easy Cast B1 Mini Gel Electrophoresis System (Thermo scientific, SAD).

2.5. Genotipizacija patogena Aphanomyces astaci

Genotipizaciju sam provela metodom koju su razvili Minardi i suradnici (2018), a temelji
se na PCR-testovima kojima se moZze identificirati svaki od pet poznatih genotipova patogena A.
astaci. Ova metoda temelji se na identifikaciji regija specifi¢nih za genome razli¢itih genotipova
patogena. Na temelju tih regija dizajnirani su parovi pocetnica (eng. primer) koji su specifi¢ni za
svaki genotip (Tablica 4). Ukoliko se genotip prisutan u uzorku podudara sa pocetnicama dolazi

do amplifikacije specificne regije genoma, rezultiraju¢i pozitivnim PCR-testom. Kao pozitivnu
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kontrolu koristila sam genomsku DNA izoliranu ¢iste kulture A. astaci PEC8 (genotip B), dok

sam kao negativnu kontrolu koristila destiliranu vodu. Reakcijska smjesa za PCR navedena je u

Tablici 5. PCR-program sastojao se od pocetne denaturacije na 95 °C tijekom 5 min. Nakon toga

je uslijedilo 35 ciklusa koji su sadrzavali denaturaciju (95 °C, 1 min), sparivanje pocetnica (45

sekundi pri razlicitim temperaturama navedenim u Tablici 4) i produzenje lanaca (72 °C, 45

sekundi). Zavr$no produljenje lanaca odvijalo se na 72 °C kroz 5 min.

Tablica 4. Pocetnice koriStene za genotipizaciju Aphanomyces astaci (preuzeto i prilagodeno iz
Minardi i sur., 2018)

Ime Sekvenca (5'-3") Genotip | Veli¢ina Temperatura
pocetnica amplikona | vezanja po€etnica
(bp) (engl. annealing) (°C)

A _unique_F | GCAACTTCCACGTAGTTACAAATC A 765 61

A _unique_R GCTGCTGGCTACTTCTCAGTGTT

B_unique_F | CGAAAAGCTCGAGAACGCAGAGC B 884 63
B_unique_R CGTTCCTCTTCAGTGTAGCGCTC

C_unique_F | CCAGCAACATACCAGTTGCGAACG C 771 61
C_unique_ R | GCACAATTTGATCCCTCTTTTCTG

D_unique_F | GCAAGAAGTAAAGGATATTTATTC D 761 50
D_unique_R | GCTTATAGTATCTACATTTTCCGC

E_unique_F | GCAGTTGAGATCCATCTTCATCAT E 736 63
E_uniqgue_R | CGAAACTACGTCCTAATCAACACA
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Tablica 5. Sastav reakcijske smjese za PCR-genotipizaciju

Sastav Uzorak | Pozitivna kontrola | Negativna kontrola

(+) Q)

EmeraldAmp MAX PCR 2x 12,5 12,5 pL 12,5 pL

Master Mix pL

10 mM uzvodna pocetnica 1puL 1puL 1L

10 mM nizvodna pocetnica 1puL 1puL 1puL

DNA kalup 2 UL 1puL -

Deionizirana voda 8,5 uL 9,5 puL 10,5 L

UKUPNO 25 pL 25 pL 25 pL
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3. REZULTATI

3.1. Detekcija patogena A. astaci PCR-testom

Rezultati PCR-testa za detekciju patogena A. astaci pokazali su da je svih 11 jedinki
rakova F. limosus bilo negativno na prisutnost patogena (Slika 8). Patogen je detektiran samo u

uzorku broj 8 (A. astacus) sto je vidljivo iz prisutne vrpce veli¢ine 569 pb.

Slika 8. A'i B - prikaz PCR-testa za detekciju patogena A. astaci u DNA uzorcima izoliranim iz
jedinki rakova F. limosus (1, 2, 3,4, 5, 6, 7,9, 10, 11, 12) i A. astacus (8). Molekularni marker je
DirectLoad™ 50 bp DNA StepLadder. Pozitivna kontrola (+) sadrzi genomsku DNA izoliranu iz
Ciste kulture patogena A. astaci, dok negativna kontrola (-) ne sadrzi DNA.

3.3. Genotipizacija patogena A. astaci PCR-testom

Genotipizacija patogena A. astaci PCR-testom (Slika 9) provedena je za uzorak A.
astacus (uzorak 8) koji se pokazao kao pozitivan u prijasnjem koraku. Medutim, sve reakcije su
bile negativne, vjerojatno zbog preniske koncentracije DNA patogena A. astaci u uzorku pa nije
bilo moguce odrediti genotip kojim je bila zaraZena jedinka. Pozitivna kontrola za genotip B dala
je odgovarajuc¢i amplikon veli¢ine 569 pb, dok pozitivne kontrole za ostale genotipove nismo

imali.
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8A +B 8B +C 8C +D 8D

Slika 9. Genotipizacija patogena A. astaci PCR-testom za uzorak A. astacus (8). Molekularni
marker je DirectLoad™ 50 bp DNA StepLadder. Uzorci (8A do 8E) sadrzavaju DNA uzorak br.
8 te pocetnice za detekciju odgovaraju¢eg genotipa patogena. Pozitivne kontrole (+A do +E)
sadrze genomsku DNA izoliranu iz Ciste kulture patogena A. astaci PEC8 (genotip B) te
pocetnice za detekciju odgovaraju¢eg genotipa. Negativna kontrola (-B) sadrzi pocCetnice za

detekciju genotipa B i destiliranu vodu umjesto uzorka.
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4. RASPRAVA

Uvodenje i Sirenje invazivnih stranih vrsta poput bodljobradog raka F. limosus u nove
ekosustave moze stvoriti dodatni pritisak na ve¢ ugrozene autohtone populacije kroz kompeticiju
za resurse 1 Sirenje bolesti (Borsi¢ i sur., 2018). Ranija istrazivanja pokazala su da bodljobradi
rak moze djelovati kao prenositelj patogena A. astaci i pridonijeti Sirenju racje kuge u Europi
(Blaha i sur., 2022; Chucholl, 2013). Tako je A. astaci genotip E zabiljezen kod F. limosus
(Kozubikova i sur., 2011) uzrokovao masovne pomore u populacijama A. astacus i A. torrentium
u Ceskoj (Kozubikovéa-Balcarova i sur., 2014), te u populaciji A. pallipes u Francuskoj
(Grandjean i sur., 2014). Prema ranijem istrazivanju Maguire i suradnika (2016), utvrdeno je da
populacije F. limosus u Hrvatskoj latentno nose patogen A. astaci. Od ukupno 24 analizirana
uzorka, 58 % rakova F. limosus bilo je pozitivno na racju kugu, Sto pokazuje kako je u
analiziranim populacijama uzro¢nik ra¢je kuge prisutan. Iako nije bilo zabiljeZenih izbijanja
bolesti ra¢je kuge (engl. disease outbreak) prisutnost latentno inficiranih populacija
bodljobradog raka predstavlja opasnost za autohtone vrste rakova, prvenstveno vrsta A. astacus i
P. leptodactylus koje su im geografski najblize (Slika 4). U podruc¢jima kontakta vrsta F. limosus
i P. leptodactylus, ve¢ su utvrdene znacajno vece gustoe invazivne vrste naspram autohtone
vrste (Hudina i sur., 2009) i zabiljeZen nestanak autohtone vrste P. leptodactylus iz podrucja
kontakta (Maguire i sur., 2018). Moguce je da je istiskivanje populacija P. leptodactylus

uzrokovano i Sirenjem patogena, ali su moguci i drugi uzroci poput kompeticije.

Medutim, u ovom je istrazivanju svih 11 uzoraka F. limosus bilo negativnho na prisutnost
patogena. Jedan od mogucih razloga za ovakav rezultat jest otpornost invazivne vrste poput F.
limosus na infekciju patogenom jer mogu prezivjeti i djelovati kao prijenosnici patogena bez
vidljivih simptoma, dok su autohtone vrste poput A. astacus osjetljivije i ¢esto ugibaju uslijed
infekcije (Cerenius 1 sur., 2003; Bouallegui, 2021). Jedinke prenosioci obi¢no imaju nisku
koli¢inu patogena na kutikuli s obzirom da imuni sustav raka sprjecava da patogen prodre u
unutraS$njost organizma i izazove bolest (Bouallegui, 2021). Na istoj istrazenoj lokaciji (Kopacki
rit 1 rijeka Dunav) 2016. godine, u istocnoj Hrvatskoj (Maguire i sur., 2016) prisutnost patogena
A. astaci (engl. pathogen load) kod vrste F. limosus odredena je kvantitativnim PCR-om (engl.
quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR) (Vralstad i sur., 2009) te je iznosila

izmedu A2 i A3. Raspon semikvantititivnih kolic¢ina DNA patogena prema ovoj metodi je od A0
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(u uzorku nema DNA A. astaci) do A7 (iznimno visoka koli¢ina DNA A. astaci u uzorku). Zbog
niske koncentracije patogena genotipizacija nije bila moguca. U usporedbi s navedenim ranijim
istrazivanjem Maguire i sur. (2016), u ovom je radu za detekciju patogena koristen standardni, a
ne kvantitativni PCR, Koji je za red veli¢ine osjetljivija metoda (Tuffs i Oidtmann, 2011). Stoga
je moguce da je patogen u istrazivanim populacijama F. limosus i dalje prisutan, ali u preniskoj

koli¢ini da se detektira standardnim PCR-om te su potrebna dodatna istraZivanja upotrebom

PCR-a (Grbin i sur., 2023).

Nadalje, mogucénost razlikovanja genotipova patogena A. astaci (A, B, C, D, E) presudno je u
epidemioloSkim 1 bioloskim istraZivanjima ra¢je kuge 1 pracenju Sirenja razliCitih sojeva
patogena (Ungureanu i sur., 2020; Minardi 1 sur., 2018). Razli¢iti genotipovi imaju razli¢itu
virulenciju prema nativnim europskim vrstama rakova. Genotipovi B, D i E imaju visoku
virulenciju i mogu uzrokovati velike pomore autohtonih populacija rakova, dok drugi manje
virulentni genotipovi (A) omoguéavaju prezivljavanje jedinki kroz duzi period (Oidtmann i sur.,
2006; Diéguez-Uribeondo i sur., 2009; Makkonen i sur., 2011). Primjerice, populacije A. astacus
i A. torrentium u NP Plitvicka jezera su viSe godina latentno zarazene A genotipom A. astaci, bez
zabiljeZenih masovnih pomora (Pavi¢ i sur., 2021). U ovom radu genotipizacija patogena A.
astaci PCR-testom nije uspjela i za to je vjerojatno glavni razlog preniska koncentracija DNA
patogena u uzorku. To je vidljivo i iz relativno slabe vrpce kod detekcije patogena (Slika 9).
Neuspjeh genotipizacije moze biti posljedica i slabe kvalitete uzorka DNA ili loSih uvjeta
skladiStenja koji mogu uzrokovati degradaciju DNA. U nasem slucCaju, u etanolu su bile
konzervirane cijele jedinke rakova te postoji moguénost da zbog hitinske kutikule na povrsini
tijela konzervans nije dospio do tkiva te je doslo do njegove degradacije. Nedavno je istraZivanje
pokazalo da takvo ¢uvanje moZe negativno utjecati na mogucnost detekcije A. astaci (Pisano i
sur., 2024). Naposljetku, koristene su specificne pocetnice dizajnirane u svrhu prepoznavanja od
ranije poznatih genotipova A. astaci. Ukoliko je prisutan nepoznati genotip ili varijanta patogena

efikasnost pocetnica kao i1 uspjeSnost detekcije moze se smanjiti.

U budué¢im istrazivanjima treba nastaviti s monitoringom S§irenja invazivne vrste bodljobradog
raka F. limosus u Hrvatskoj i detekcijom uzro¢nika racje kuge koriStenjem maksimalno
osjetljivin molekularnih metoda (Vralstad i sur., 2009; Grbin i sur., 2023; Strand i sur., 2023).
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Kontinuirani monitoring omogucéuje da se pravovremeno utvrde najugrozenije autohtone

populacije rakova te razviju i provedu pravovremene i u¢inkovite mjere zastite.
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5. ZAKLJUCAK

Patogen Aphanomyces astaci koji uzrokuje ra¢ju kugu nije detektiran je u invazivnim
jedinkama Faxonius limosus, ali je detektiran u uzorku autohtone vrste Astacus astacus
sakupljene u isto¢nom dijelu Republike Hrvatske.

Genotipizacija patogena A. astaci dobivenog iz A. astacus nije bila uspjesna, vjerojatno
zbog preniske koncentracije DNA patogena u uzorku.

Temeljem prijaSnjih i trenutaénih istrazivanja utvrdeno je da populacije F. limosus u
Hrvatskoj latentno nose patogen A. astaci, ali u niskim koncentracijama bez zabiljeZzenih
izbijanja epidemije (engl. disease outbreak).

Prisutnost latentno inficiranih populacija bodljobradog raka predstavlja opasnost za
autohtone vrste rakova A. astacus i P. leptodactylus.

S obzirom da je patogen ranijim istrazivanjima detektiran u populacijama F. limosus
koristiti osjetljivije molekularne metode (QRT-PCR i ddPCR) za pouzdaniju detekciju

patogena.
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