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1. UvOD

Gljiviéni i oomicetni patogeni SVe su viSe prisutna globalna prijetnja za zivotinjske i biljne vrste
(Fisher i sur., 2012). Medu oomicetima, vrste roda Aphanomyces i Saprolegnia su uzroc¢nici pada
brojnosti populacija rakova, riba i vodozemaca (Fisher i sur., 2012; Philips i sur., 2008; Van den
Berg i sur., 2013). U Hrvatskoj je u zadnjem desetljecu nestalo 55 % populacija vrste Astacus
astacus (Linnaeus, 1758.) i ¢ak 67 % populacija Austropotamobius pallipes (Lerboullet, 1858),.
Glavni razlog ugrozenosti i smanjenja brojnosti populacije autohtonih rakova je bolest ra¢ja kuga,
koju uzrokuje Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) (Maguire i sur., 2018). Najucinkovitije
metode kontrole ovog patogena su kemijske metode, no pokazalo se da najucinkovitija sredstva,
malahit zelenilo i formalin, su izrazito toksi¢ni za okolis, te su zabranjeni (Alderman, 1985; Hall i
Unestam, 1980). To je istaknulo potrebu za novim, ekoloski prihvatljivim, nac¢inima biokontrole

tog patogena.

Prijasnja istrazivanja pokazala su da mikrobni simbionti mogu pomoci svojim domacinima
osvojiti nove ekoloske niSe kao i nove resurse hrane, no jedna od najvaznijih uloga mikrobnih
simbionata bi svakako bila zastita domacina od raznih patogena (Peerakietkhajorn i sur., 2015;
Scheuring i Yu 2012). Ranija istrazivanja pokazuju da postoje bakterije na ribama i drugim
vodenim zivotinjama koje imaju potencijal da zastite Svog domacina od patogena roda Saprolegnia
(Bly isur., 1997; Liu i sur., 2015).

2. ZNACAIJ SIMBIOZE U BIOLOSKOM SVIJETU

Proucavanje simbionata 1 simbiotskih zajednica, bilo komenzalnih, mutualistickih ili
parazitskih, neophodno je za razumijevanje generalne dinamike domacin-simbiont odnosa
(Ezenwa i sur., 2010; Graham, 2008; Pedersen i Fenton, 2006; Telfer i sur., 2010). Cak 90% stanica
u kraljeznjacima su bakterijske, stoga se bakterije sve vise i vise gledaju kao mutualisti koji su
Cesto esencijalni za prezivljavanje svog domacina (McFall Ngai i sur., 2005). Istrazivanja pokazuju
da zajednice simbionata koje koloniziraju zivotinje i biljke mogu znacajno utjecati na
prezivljavanje, rast i reprodukciju svojih domacina kao i na zastitu domacina od raznih patogena
(Brown i sur., 2002; 2012; Palmer i sur., 2010; Peerakietkhajorn i sur., 2015; Scheuring i Yu 2012).

lako su istrazivanja mikrobioma (zajednica mikroorganizama koje zive na i u domacinu) zivotinja



vec¢inom fokusirana na ljude ili ostale terestricke kraljeznjake, a Cesti odnosi izmedu mikrobnih

simbionata i akvati¢nih Zivotinja su ve¢inom neistrazeni (Clay, 2014; Scheuring i Yu 2012).
2.1. Simbioza bakterija 1 deseteronoznih rakova

Deseteronozni rakovi su klju¢ne vrste svih slatkovodnih ekosustava (eng. keystone species).
Oni predstavljaju znac¢ajnu komponentu hranidbenih mreza te utjeGu na stabilnost i raznolikost
cijele zajednice slatkovodnih ekosustava (Reynolds i Souty-Grosset, 2012). Imaju vaznu ulogu u
slatkovodnim hranidbenim lancima zbog relativno brzog rasta i velike biomase koju mogu posti¢i,
dugog zivotnog vijeka te omnivornog nacina prehrane (Lodge i Hill, 1994; Usio i Townsend,
2002).

Na podrucju Hrvatske rasprostranjene su Cetiri zavicajne vrste slatkovodnih rakova iz porodice
Astacidae: A. astacus— rijec¢ni rak, Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 — uskoskari rak,
Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) — poto¢ni rak i A. pallipes — bjelonogi rak (Maguire
i sur., 2011). Tri od &etiri zaviCajna raka (bjelonogi, potocni i rije¢ni rak) zaSticeni Su i na
medunarodnoj i na nacionalnoj razini. Glavni razlozi ugroZenosti i smanjenja brojnosti populacija
autohtonih vrsta rakova su invazivne strane vrste rakova i s njima povezani patogeni, unistenje i
fragmentacija staniSta, klimatske promjene, prekomjerni izlov, te oneciS¢enje vodotokova.
Invazivne vrste rakova koje su prisutne u Hrvatskoj su Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) —
signalni rak, Procambraus virginalis (Lyko, 2017) — mramorni rak i Faxonius limosus —
bodljobradi rak (Rafinesque, 1817) ( Holdich i sur., 2009; Maguire i sur., 2011; 2018; Samardzi¢ i
sur., 2014). Invazivne strane vrste rakova negativno utjeu na autohtone rakove prvenstveno
prijenosom bolesti racje kuge koja je najeSc¢e smrtonosna za autohtone rakove (Becking i sur.,
2015). Osim prijenosom bolesti, invazivne strane vrste rakova potiskuju autohtone vrste kroz
direktnu kompeticiju, u kojoj su invazivne vrste uspjeSnije jer su agresivnije 1 ranije spolno

sazrijevaju (Holdich, 2002; Holdich i sur., 2009).

Simbiotske bakterijske zajednice s desteronoznih rakova slabo su istrazene na podrucju Europe.
Postoji samo istrazivanje Topi¢ Popovi¢ 1 suradnika iz 2014. godine gdje je mikrobioloska flora
kutikule i unutrasnjih organa (hepatopankreas, gonade i crijeva) opisana kod vrste A. astacus i A.

leptodactylus, a na invazivnim vrstama rakova takva istrazivanja nisu radena.



3. VODENE PLIJESNI

Vodene plijesni, razred Oomycetes (red Saprolegniales) (OIE, 2016), su skupina organizama u
koju spadaju mnogi patogeni biljaka i zivotinja (Diéguez-Uribeondo i sur., 2009). Patogen A.
astaci, koji se smatra najbolje istrazenom vrstom medu patogenima makrobeskraljeznjaka, je
uzro¢nik bolesti ra¢je kuge (Diéguez-Uribeondo i sur., 2006). Vrste roda Saprolegnia su uzroc¢nici

saprolegnioze, bolest koja napada ribe, riblja jaja i vodozemce (Van den Berg i sur., 2013).
3.1. Racja kuga

Racja kuga jedan je od glavnih razloga pada populacija autohtonih rakova u Europi.. Uzrokuje
ju patogen mikroorganizam A. astaci koji je u europske vodotoke dospio s unosom stranih
invazivnih vrsta rakova iz Sjeverne Amerike. Zbog svog negativnog ucinka na zavicajne europske
vrste rakova A. astaci je svrstan medu 100 najopasnijih invazivnih vrsta u svijetu (Lowe i sur.,
2000). Invazivne sjevernoamericke vrste rakova su ko-evoluirale s patogenom pa uglavhom ne

razvijaju bolest i djeluju kao jedan od glavnih vektora njezinog Sirenja.

Glavni uzrok Sirenja A. astaci je djelovanje Covjeka, odnosno trgovanje rakovima i namjerni
unos rakova u vodotoke (Alderman, 1996). Osim antropogenim utjecajem, racja kuga se $iri i
kontaktom izmedu rakova, kontaminiranom vodom ili predmetima koji su bili u kontaminiranoj
vodi (ribarska oprema, vre, ¢izme, Camci), ali i putem Zivotinja koje se hrane ili su bile u kontaktu

s zarazenom jedinkom (Oidtmann i sur., 2002).
3.2. Zivotni ciklus A. astaci

Zivotni ciklus A. astaci (Slika 1.) ukljuéuje samo nespolno razmnoZzavanje (Diéguez-
Uribeondo 1 sur., 2009; Oidtmann i sur., 2002; Séderhall i Cerenius, 1999). U prirodi A. astaci
pronalazimo u tri oblika: hife (micelij) — razvijaju se na kutikuli i Sire u unutrasnjost tijelaraka
domacina (Slika 1-9), zoospore — infektivni pokretni stadij koji se oslobada iz micelija u vodu
(Slika 1-3 1 1-5) i oblik ciste (Slika 1-4 i 1-6) (Cerenius i Soderhall, 1984; Oidtmann i sur., 2002).
Neposredno prije ili nakon uginué¢a zarazenog raka, na povrsini njegove kutikule izbijaju hife i
stvaraju sporangije (Slika 1-1) iz kojih zoospore (Slika 1-2 i 1-3) izlaze u vodu. Zoospore imaju bi¢
I U vodi ostaju vijabilne nekoliko dana. Ukoliko u tom periodu ne nadu pogodnog domacina,
pretvorit ¢e se u cistu (Slika 1-4) koja nec¢e proklijati, ve¢ ¢e se nakon nekog vremena pretvoriti u

novu zoosporu. Taj se proces moze ponoviti ukupno tri puta, a ako ne pronade domacina postati



¢e nevijabilna cista (Soderhéll i Cerenius, 1999). Ako zoospora kemotaksijom nade pogodnog
domacina, prelazi u oblik ciste koja pocinje klijati (Slika 1-7), a hife prodiru kroz kutikulu raka na
kojoj susrec¢u zajednicu epibiontskih bakterija (Slika 1-8). Najcesce mjesta prodora su mjesta kao
Sto su rane na tijelu raka ili pak na podrucjima gdje je kutikula meksa, kao Sto su zglobovi i
podrucje ventralne abdominalne kutikule (Unestam i Weiss, 1970). Kod vrsta podloznih infekciji,
kao sto su europske autohtone vrste, hife se granaju i prodiru dublje, do ostalih tkiva i organa, te
se razvija bolest ra¢ja kuga. Simptomi bolesti rac¢je kuge su melanizacija kutikule (smede/crne
tocke na nogama i abdomenu), dnevna aktivnost, paraliza, nekoordinirano kretanje (Unestam i
Weiss, 1970).

Kod vrsta koje su otporne na infekciju (poput invazivnih sjevernoamerickih vrsta), dolazi do
melanizacije hifa koja onemogucuje njihov daljnji rast i prodiranje u tkiva raka za sto je zasluzan
imunosni sustav raka. No iako kod njih ne dolazi do razvoja bolest, patogen ostaje vijabilan na
kutikuli raka ¢ime rak postaje prenosioc patogena (Cerenius i sur., 2003; Soderhill i Cerenius,

1998).
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Slika 1. Zivotni ciklus A. astaci. 1. Sporangij (1) sa zoosporama (2) koje imaju bi¢ i ispustaju se u vodu
(3) gdje ostaju vijabilne nekoliko dana. Ukoliko u tom periodu ne nadu pogodnog domacina, pretvaraju se
u cistu (4). Ako kemotaksijom pronadu pogodnog domacina (5) zoospore prelaze u oblik ciste (6), pocinju
klijati (7) 1 prodiru kroz kutikulu raka (8). Micelij se $iri u unutrasnjosti domacina (9) dok konac¢no ne dode
do smrti raka. Smrt domacina ujedno je i poticaj za ponovnu produkciju sporangija i izbacivanje zoospora

(10). (Preuzeto iz: Vralstad i sur., 2006)



4. POTENCIJAL ZA BIOKONTROLU RACJE KUGE

Tijekom prodiranja hifa A. astaci kroz kutikulu raka domacina, hife patogena dolaze u doticaj
s bakterijama na kutikuli raka (Unestam i Weiss, 1970). Dokazano je da su bakterijske zajednice s
kutikule rakova taksonomski bogatije nego na drugim podruc¢jima tijela raka (primjerice $krga) i
njihov sastav najvise je odreden upravo okolisSnim ¢imbenicima (Skelton i sur., 2016). Iako se neki
mikrobiomski simbioti prenose s roditelja na potomke ili s domac¢ina na domacina, vecéina
povrsinskih simbionata jedinke dobiju iz okolisa (Bright i Bulgheresi, 2010; Walke i sur., 2014).
Iz vode jezera za uzgajanje somova izolirana je bakterija Pseudomonas fluorescens koja inhibira
rast par vrsta patogena roda Saprolegnia (Bly i sur., 1997), a na jeguljama bakterija Aeromonas
media za koji su dokazali da inhibira vrstu Saprolegnia sp. (Liu i sur., 2015). No za A. astaci takva
istrazivanja nisu ranije provodena, iako je dokazano da neke autohtone vrste rakova obiluju
bakterijama rod Pseudomonas za koje je dokazano da su vrlo ¢esto inhibitori patogena (Bly i sur.,
1997; Topi¢ Popovi¢ i sur., 2014). U radu u pripremi, analizirana je mikrobioloska zajednica s
kutikule jedne invazivne vrste raka — signalnog raka, te jedne nativne vrste — uskoskari rak.
Dokazano je da su bakterije koje mogu inhibirati rast hifa A. astaci prisutne na obje te vrste raka,
a radi se o vrstama Pseudomonas chlororaphis i Pantoea ananatis. Takoder je pronadeno jo$ vrsta
roda Pseudomonas koje imaju inhibitorni potencijal na vrsti uskoskarog raka - Pseudomonas
koreensis i Pseudomonas lurida, kao i bakterije roda Aeromonas, Aeromonas sobria (Orli¢ i sur.,

u pripremi).

5. ZAKLJUCAK

S pojavom sve vise patogena koji dolaze na invazivnim vrstama rakova, u zadnjih par desetljeca
populacije europskih autohtonih rakova su u znac¢ajnom padu (Maguire i sur., 2018). Kako za
patogen A. astaci nema ekoloski prihvatljivih nacina za kontrolu u prirodnim staniStima rakova,
javila se potreba za na¢inom biokontrole uzrocnika racje kuge. Postoje ve¢ ranije istrazivanja koja
istrazuju potencijal bakterijskih zajednica u zastiti svog domacina za rod Saprolegnia, ali za A.
astaci takva istrazivanja nisu ranije provedena (Bly i sur., 1997; Liu i sur., 2015). Potrebna su
daljnja istrazivanja bakterijskih zajednica s kutikule autohtonih rakova i identifikacija bakterija
koje imaju inhibitorni uc¢inak na rast patogena te daljnja detekcija to¢nih spojeva (produkata

metabolizma bakterija) koji imaju inhibitorni u¢inak na rast hifa A. astaci. Takva istrazivanja



mozda ¢e ponuditi prihvatljive nacine kontrole A. astaci u slatkovodnim ekosustavima diljem

Europe i doprinijeti o¢uvanju autohtonih europskih vrsta rakova.
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7. SAZETAK

Patogeni iz razreda Oomycetes sve su veca prijetnja za biljne i zivotinjske vrste. Medu njima
je patogen Aphanomyces astaci (Schikora, 1906), uzro¢nik bolesti ra¢je kuge, koji je uvrsten na
popis 100 najopasnijih invazivnih vrsta svijeta. Upravo zbog te bolesti, kao i samim unosom
invazivnih vrsta rakova, doslo je do pada u brojnosti populacija autohtonih vrsta rakova u Europi.
Jedina poznata efikasna rjesenja za tu bolest su toksi¢ni kemijski spojevi, koji su zabranjeni za
koriStenje. Upravo zbog toga se javlja potreba za prirodnim sredstvima kontrole tog patogena. Vec
je ranije poznato da mikrobni simbionti mogu zastiti svoje domacine od raznih patogena te su
provedena istraZivanja za oomicete iz roda Saprolgnia. Za taj rod se ve¢ zna da postoje bakterije
na povrsinama domacina koje mogu zastiti domacina od zaraze. Medutim, za rod Aphanomyces

takva istrazivanja nisu ranije provedena.

Cilj ovoga rada bio je sistematski prikazati rezultate istrazivanja na podrucju interakcije
domacdina-simbionta za deseteronozne rakove i ukazati na potrebu za detaljnijim istrazivanja
interakcije A. astaci i bakterija s povrSine rakova radi boljeg razumijevanja odnosa izmedu
patogena, domacina i Simbionata te pronalaska na¢ina kako tu interakciju iskoristiti u korist zastite

samog domacina — autohtonih europskih vrsta slatkovodnih deseteronoznih rakova.
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8. SUMMARY

Pathogens belonging to class Oomycetes are increasingly recognized as a threat for animal and
plant species. One of such pathogens is Aphanomyces astaci (Schikora, 1906), a causative agent of
crayfish plague disease. A. astaci is listed among 100 worst invasive species in the world. Due to
crayfish plague disease and spread of non-indigenous crayfish species, declines in populations of
indigenous European crayfish species have occurred throughout Europe. The only known effective
methods for control of this pathogen are toxic chemical substances that are banned for use due to
detrimental effects of freshwater ecosystems. Thus, there is a need for identification of natural
resources for control of this pathogen. Microbial symbionts have a demonstrated ability to protect
their host from a variety of pathogens, however most of research has been conducted for Oomycetes
from genus Saprolegnia. For that genus it is known that there are bacteria on surface of the host

that can protect the host from infection. However, for genus Aphanomyces, such research is lacking.

The aim of this paper is to systematically analyze results of research in the field of host-
symbionts interaction for decapod crayfish species. Furthermore, the paper indicates the need for
further research of interaction between A. astaci and bacteria present on the crayfish cuticle for
better understanding the host-pathogen-symbionts interaction which can bring novel pathogen

control methods and enhance conservation of native European crayfish.
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