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1. UvVOD

1.1. Slatkovodni deseteronozni rakovi u Europi i Hrvatskoj

Deseteronozni rakovi klju¢ne su vrste slatkovodnih ekosustava (engl. keystone species) jer
predstavljaju znac¢ajnu komponentu hranidbenih mreza i utjeu na stabilnost i1 raznolikost cijele
slatkovodne zajednice (Reynolds i Souty-Grosset 2012). Tako vaznu ulogu u slatkovodnim
hranidbenim zajednicama imaju zbog relativno brzog rasta i velike biomase koju postizu, dugog

zivotnog vijeka 1 omnivornog nacina prehrane (Lodge i1 Hill 1994, Usio 1 Townsend 2002).

Na podru¢ju Europe prisutno je pet zavicajnih vrsta slatkovodnih rakova iz porodice Astacidae:
Astacus astacus (Linnaeus, 1758) — rije¢ni rak, Pontastacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) —
uskosSkari rak, Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) — poto¢ni rak, Austropotamobius
pallipes (Lereboullet, 1858) — bjelonogi rak i Astacus pachypus (Rathke, 1837) (Holdich 2002).
Od toga na podrucju Hrvatske dolaze Cetiri vrste: rijecni, uskoskari, poto¢ni i bjelonogi rak
(Maguire i sur. 2011). U posljednjem desetlje¢u u Hrvatskoj je zabiljeZen znacajan pad populacija
deseteronoznih rakova: zabiljezen je nestanak 55 % populacija vrste A. astacus i ¢ak 67 %
populacija vrste A. pallipes (Maguire i sur. 2018). Neki od razloga ugrozenosti zavicajnih vrsta
rakova su uniStenje 1 fragmentacija stanista, prekomjerni izlov te onecis¢enje stanista. Medutim
glavni razlog smanjenja populacija zavi€ajnih rakova su invazivne strane vrste rakova i bolesti koje
oni prenose (Holdich 2002). Stoga su bjelonogi, poto¢ni i rije¢ni rak zasti¢eni i na medunarodnoj i

na nacionalnoj razini.

Prema Medunarodnom savezu za oCuvanje prirode i prirodnih bogatstava (engl. International
Union for the Conservation of Nature and Natural Resources, IUCN) invazivne strane vrste su
vrste koje su nenamjernim ili namjernim unos$enjem od strane Covjeka dospjele izvan podrucja
svoje prirodne rasprostranjenosti i na tim podru¢jima uzrokuju ekolosku, ekonomsku stetu 1/ili Stetu
ljudskome zdravlju. Na podrucju Europe prisutno je jedanaest invazivnih stranih vrsta slatkovodnih
rakova koje su uspostavile svoje populacije u divljini (Souty-Grosset i sur. 2006, Holdich i sur.
2009, Kouba i sur. 2014). Tih jedanaest vrsta dijelimo na ,,stare invazivne strane vrste* koje su
uvezene prije 1975. godine ve¢inom zbog obnove populacija rakova nakon pomora uzrokovanog
ra¢jom kugom 1 radi akvakulture, 1 ,,nove invazivne strane vrste* koje su uvezene od 1980. godine

ve¢inom radi akvakulture. U ,stare invazivne strane vrste” pripadaju tri vrste podrijetlom iz



Sjeverne Amerike: Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) - bodljobradi rak, Pacifastacus
leniusculus (Dana, 1852) — signalni rak i Procambarus clarkii (Girard, 1852). U ,,nove invazivne
strane vrste* pripadaju sjevernoameri¢ke vrste: Faxonius immunis (Hagen, 1870), Faxonius
juvenilis (Hagen, 1870), Faxonius virilis (Hagen, 1870), Procambarus acutus (Girard, 1852),
Procambarus virginalis (Lyko, 2017) i Procambarus alleni (Faxon, 1884) i dvije australijske vrste:
Cherax destructor Clark, 1936 i Cherax quadricarinatus (von Martens, 1868) (Holdich i sur. 2009,
Kouba i sur. 2014).

U Hrvatskoj su do sada zabiljezene tri invazivne strane vrste rakova: signalni rak, mramorni rak i
bodljobradi rak (Maguire i sur. 2011, Samardzi¢ i sur. 2014, Maguire i sur. 2018). Invazivne vrste
rakova istiskuju zavicajne vrste rakova kroz direktnu kompeticiju zbog vece agresivnosti, ranijeg
spolnog sazrijevanja i veceg fekunditeta (Holdich i sur. 2009). No najznacajnija posljedica Sirenja
invazivnih stranih vrsta je Sirenje Aphanomyces astaci (Schikora, 1906), uzro¢nika bolesti racje

kuge koju te vrste prenose (Becking i sur. 2015).

1.2. Racja kuga

Racja kuga je smrtonosna bolest koju uzrokuje patogen A. astaci, koji je zbog svojeg negativnog
ucinka na populacije zavi¢ajnih europskih vrsta rakova svrstan medu 100 najopasnijih invazivnih
vrsta u svijetu (Lowe i sur. 2000). Ovaj patogen pripada vodenim plijesnima - razred Oomycetes,

......

Derevnina i sur. 2016).
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Slika 1. Zivotni ciklus Aphanomyces astaci. Sporangij (1) sa zoosporama (2) s bi¢evima koje se
ispustaju u vodu (3). Ukoliko kroz nekoliko dana ne nadu pogodnog domacina, pretvaraju se u ciste
(4). Ako pronadu pogodnog domacina (5) prelaze u oblik ciste (6), po€inju klijati (7) 1 prodiru kroz
kutikulu raka (8). Micelij se §iri u unutra$njosti domacina (9) dok kona¢no ne dode do smrti raka.
Smrt domacéina ujedno je i poticaj za proizvodnju sporangija i izbacivanje zoospora (10) (Vralstad
2006).

U zivotnom ciklusu patogena A. astaci do sada je zabiljezeno samo nespolno razmnozavanje (Slika
1) (Soderhall i Cerenius 1999, Oidtmann i sur. 2002, Diéguez-Uribeondo i sur. 2009). Ovaj patogen
u prirodi dolazi u tri oblika: hife (micelij), zoospore i ciste. Nakon ili neposredno prije uginuca
bolesnog raka, na povrsini kutikule izbijaju hife koje formiraju sporangije (Slika 1-1). Iz sporangija
u vodu izlaze zoospore (Slika 1-2 i 1-3). Zoospore imaju dva bic¢a koja im omoguéuju plivanje.
Ostaju vijabilne nekoliko dana, a ako tijekom tog vremena ne nadu pogodnog domacina pretvorit
¢e se u ciste (Slika 1-4) koje nece proklijati, ve¢ ¢e se nakon nekog vremena ponovno pretvoriti u
zoospore. Taj proces moze se ponoviti tri puta, a ako ni tada ne pronadu pogodnog domacina nastat
¢e nevijabilne ciste (Soderhill i Cerenius 1999). Ukoliko zoospora kemotaksijom pronade
pogodnog domacina, prije¢i ¢e u oblik ciste koja ¢e poceti klijati (Slika 1-7) (Cerenius i S6derhéll
1984). Hife ¢e prodrijeti kroz kutikulu raka (Slika 1-8) na mjestima gdje je kutikula meksa, kao Sto
su zglobovi i podru¢je ventralne abdominalne kutikule (Unestam i Weiss 1970). Kod jedinki

podloznih infekciji hife ¢e se granati i prodrijeti dublje u tijelo, do ostalih tkiva i organa, te ¢e se



razviti bolest ra¢ja kuga. Simptomi bolesti su melanizacija kutikule (crne/smede tocke na nogama

i/ili abdomenu), dnevna aktivnost, nekoordinirano kretanje i paraliza (Unestam i Weiss 1970).

Ragja kuga je veéinom smrtonosna za zavic¢ajne vrste rakova, dok invazivne sjevernoamericke
vrste nakon kontakta s patogenom najcescée ne razvijaju bolest (Becking i sur. 2015). Djelovanjem
imunosnog odgovora raka dolazi do melanizacije hifa §to onemogucuje njihov daljnji rast i njihovo
prodiranje u unutrasnjost organizma raka. Patogen je zato ograni¢en samo na kutikulu i tamo ostaje
vijabilan $to znaci da je taj rak prenositelj patogena (Soderhéll i Cerenius 1998, Cerenius i sur.
2003). Za reakciju melanizacije odgovoran je sustav profenoloksidaze (engl. prophenoloxidase
system, proPO). ProPO je enzim koji katalizira oksidaciju fenola u melanin. Smatra se da su
invazivne strane vrste otporne na bolest jer je njihov proPO sustav stalno aktivan, dok kod
zaviCajnih vrsta treba vise vremena da se on aktivira (Cerenius i sur. 2003). Medutim, vazno je
naglasiti da i invazivne strane vrste mogu razviti bolest ukoliko njihov imunosni odgovor oslabi,
primjerice, zbog ozljeda, neposredno nakon presvlacenja, pod utjecajem stresa ili ako je jedinka
oslabljena drugim infekcijama (Soderhall i Cerenius 1992, Cerenius i sur. 2003, Edsman i sur.
2015).

Osim §to je patogen prijetnja populacijama zavicajnih vrsta rakova, on uzrokuje velike Stete 1 u

astacikulturi (Evans i Edgerton 2001, Harlioglu 2008, Souty-Grosset i Reynolds 2009).

1.3. Uzgoj rakova u Europi

Akvakultura je uzgoj, iskoriStavanje i razmnozavanje vodenih organizama u kontroliranim
uvjetima. Uzgoj rakova naziva se 1 astacikultura. Akvakultura se u zadnjih par desetljeca ubrzano
razvija zbog iscrpljivanja zaliha divljih populacija vodenih organizama, povecéanja ljudske
populacije, povecanja potraznje za ribljom hranom i razvijanja medunarodne trgovine. To ju je
ucinilo najbrze rastu¢im sektorom proizvodnje zivotinjske hrane (FAO 2020). Prema podacima
Organizacije za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAO), 2018. godine je udio ribarstva
iznosio 54 %, a akvakulture 46 %. Trend pokazuje da se udio ribarstva polako smanjuje, a
akvakultura sve vise dobiva na vaznosti. U akvakulturi, 2018. godine je udio morske akvakulture

je iznosio 62,5 %, dok je udio slatkovodne akvakulture iznosio 37,5 %. Azija dominantno predvodi



akvakulturom s 88,7 % ukupne proizvodnje, zatim Sjeverna i Juzna Amerika (4,6 %), Europa (3,8
%), Afrika (2,7 %) i Oceanija (0,2 %) (FAO 2020).

Vazno je naglasiti da, iako akvakultura rjeSava probleme izlovljavanja divljih populacija i
sigurnosti opskrbe hranom, postoje i problemi koje ona uzrokuje. Primjerice, otpadne vode iz
akvakulturnih pogona mogu uzrokovati zagadenje okolnog tla i voda otrovnim i/ili Stetnim

kemikalijama, Sirenje patogena na okolna podrucja i eutrofikaciju okolnih voda (WHO 1989).

Slatkovodni rakovi iz natporodica Astacoidea i Parastacoidea su 2018. godine bili 13. grupa vrsta
u akvakulturi s proizvedenih 1 711 635 tona, odnosno 1,49 % od ukupne proizvodnje u akvakulturi.
lako je to mali postotak, zabiljezen je porast proizvodnje od ¢ak 43 % izmedu 2017.12018. godine,
a FAO predvida i daljnji rast. Medutim, ova skupina je bila cetvrta prema vrijednosti u akvakulturi
s 5,49 % vrijednosti svjetske akvakulture. U akvakulturi slatkovodnih rakova su predvodile Kina
(95,74 %) 1 Sjedinjene Americke Drzave (4,25 %) $to je o¢ekivano jer je vrsta slatkovodnih rakova
koja se najvise iskoristavala bila P. clarkii (99,89 %) (FAO 2020), vrsta koja je zaviCajna na
podru¢ju Amerike, ali je 1929. godine unesena u Aziju za potrebe uzgoja (Wang i sur. 2018). Ta
vrsta je takoder uvezena u Europu odnosno Spanjolsku 1973. godine radi komercijalnog uzgoja,
ali je ubrzo postala invazivna (Habsburgo-Lorena 1979, Holdich i sur. 2009).

Na podrucju Europe uzgajaju se dvije vrste rakova: plemeniti rak i uskoskari rak (FAO 2020), a
europske drzave koje se bave astacikulturom su Austrija, Ujedinjeno Kraljevstvo, Danska, Finska,
Francuska, Njemacka, Irska, Italija, Litva, Norveska, Rusija, Spanjolska, Svedska i Turska (Koksal
1988, Holdich 1993). U proslosti su se pokusavale uvesti sjevernoamericke vrste poput signalnog
raka, bodljobradog raka ili P. clarkii radi uzgoja, no posljedica toga je bio bijeg tih vrsta i njihovo
Sirenje U prirodi te Sirenje patogena A. astaci (Alderman i Polglase 1988, Alderman 1996, Skurdal
1999, Souty-Grosset i sur. 2006, Holdich i Black 2007). To predstavlja veliki problem jer se za
potrebe astacikulture uzimaju rakovi iz divljih populacija koji prethodno mogu biti zarazeni racjom
kugom (Harlioglu 2008, Souty-Grosset i Reynolds 2009). Primjerice, u Finskoj je astacikultura kao
gospodarska grana aktivna preko 150 godina te se jedno vrijeme uzgajalo i oko 20 milijuna rakova
godisnje, no dolaskom bolesti ra¢je kuge u finske vodotokove, uzgoj rakova je pao na svega 2 — 5

milijuna rakova godisnje (Jussila i Mannonen 2004).



1.4. Mogu¢énosti kontrole patogena A. astaci u astacikulturi

Osim §teta koje patogen A. astaci uzrokuje rac¢jim populacijama u prirodi, racja kuga ¢esto uzrokuje
masovne pomore rakova i znacajne ekonomske gubitke u astacikulturi (Evans i Edgerton 2001,
Harlioglu 2008, Souty-Grosset i Reynolds 2009). U uzgajalistima rakova zbog velike gustoce
jedinki na malome podruc¢ju i Cesto lose kvalitete vode Zivotinje mogu biti pod stresom pa je
olaksano Sirenje bolesti (Kautsky i sur. 2000). Takoder do izbijanja bolesti moze do¢i zbog unosa
zarazenih jedinki iz prirode ili koriStenja kontaminirane, nedezinficirane opreme (Oidtmann i sur.
2002, Jussila i Mannonen 2004).

lako patogen A. astaci moze uzrokovati znacajne Stete, trenutno dostupni tretmani za kontrolu
oomicetnih patogena u astacikulturi temelje se na primjeni kemikalija koje imaju dokazano
toksi¢ne ucinke za ljude, zivotinje i okolis te njihovo koristenje nije dugoro¢no odrzivo (Srivastava
i sur. 2004, Gieseker i sur. 2006). Primjerice, malahitno zelenilo koje je najuc¢inkovitije za kontrolu
patogena A. astaci (Alderman i Polglase 1984) zabranjeno je za koriStenje u zemljama Europske
Unije (EC 1990, EFSA 2016) zbog svog teratogenog i kancerogenog ucinka (Meyer i Jorgenson
1983, Panandiker i sur. 1992, Srivastava i sur. 2004). Kemikalije koje su trenutno u upotrebi, poput
formalina, bronopola i bakrovog sulfata, takoder se smatraju toksi¢nima i stoga nisu dugoro¢no
odrzive. Primjerice, formalin se pokazao toksi¢nim za zaposlenike uzgajalista u Americi koja su
koristila koncentracije nize od maksimalno dopustenih (Wooster i sur. 2005), a koncentracije
formalina koje se se mogu naéi u mesu riba, skoljkasa i rakova su se pokazale kao potencijalno
Stetne za potroSace jer mogu uzrokovati toksi¢ne ucinke poput iritacije sluznice i ¢ira na probavnom
traktu (Norliana i sur. 2009). Bronopol, iako se smatra manje toksi¢nim, se takoder pokazao
problemati¢nim jer se lako razgraduje hidrolizom ili fotolizom ¢ime nastaju produkti koji su
toksi¢ni za vodenu biotu i mogu se akumulirati u okolisu (Cui i sur. 2011). Nadalje, bakrov sulfat
se pokazao toksi¢nim za zooplankton, §to posljedi¢no moze dovesti do promjena sastava
zooplanktona u onecis¢enom stanisu (Jacob i sur. 2016). Dezinficijensi na bazi peroctene kiseline
(engl. peracetic acid, PAA), iako su uc¢inkoviti pri dezinfekciji ribi¢ke opreme i opreme za lov
rakova od zoospora patogena A. astaci, u koncentracijama potrebnim za dezinfekciju (10 mg/L

PAA) mogu imati toksi¢ne ucinke na vodene zivotinje poput riba (Jussila i sur. 2014).

Temeljem svega navedenoga je jasno da je hitno potreban razvoj inovativnih i ekoloski

prihvatljivih metoda za kontrolu racje kuge u astacikulturi.



1.5. Biokontrola kao ekoloski prihvatljiva mogucnost kontrole patogena

Biokontrola je metoda kontrole patogena ili bolesti putem zivucih organizama. Kod biokotrole
razlikujemo tri pristupa: klasi¢nu, augmentacijsku i konzervacijsku biokontrolu. Klasi¢na
biokontrola obuhva¢a unos strane vrste koja je prirodni neprijatelj vrsti koju je potrebno
kontrolirati, dok se augmentacijska biokontrola odnosi na dodatno ispustanje zavic¢ajne vrste koja
je prirodni neprijatelj vrsti koju je potrebno kontrolirati, i ve¢ je prisutna na tom podrucju, ali u
manjoj brojnosti. Konzervacijska biokontrola odnosi se na zastitu prirodnog neprijatelja koji je veé
prisutan na tom podrucju $to dovodi do povecéanja brojnosti njegove populacije koja predacijom i
kompeticijom smanjuje populaciju vrste koju je potrebno kontrolirati (Bajer i sur. 2019). Koristenje
stranih vrsta kao metode biokontrole u proslosti se pokazalo kao nepouzdano i Cesto je izazvalo
viSe problema nego Kkoristi, stoga je vrlo bitno koriStenje vrsta koje su prirodno prisutne na
odredenom stani$tu, odnosno primjena augmentacijske i/ili konzervacijske strategije biokontrole
(Simberloff 2012).

U novijim se istraZzivanjima sve vise istraZzuje primjena bakterijskih izolata, prirodno prisutnih na
organizmu domacina, u biokontroli patogena tih domacina (Carbajal-Gonzalez i sur. 2011, Caruana
i sur. 2012, Chen i sur. 2016, Bruisson i sur. 2019). Naime, istrazivanja pokazuju kako simbiotske
mikrobne zajednice imaju znacajan u¢inak na interakciju patogena i domacina (Unestam i Weiss
1970, Souty-Grosset i sur. 2006, Haine 2008), odnosno mogu biti korisne za domacina, nude¢i mu
dodatnu zastitu od patogena. U zadnjih desetak godina sve su brojniji primjeri bakterija izoliranih
s povrsine domacina koje pokazuju svojstva inhibicije prema (oomicetnim) patogenima. Na
primjer, bakterije s koze nekih vodozemaca i riba mogu zastiti domacina od fungalnih i oomicetnih
patogena (Bly i sur. 1997, Harris i sur. 2006, Carbajal-Gonzalez i sur. 2011, Liu i sur. 2015, Lowrey
i sur. 2015). Carbajal-Gonzalez i suradnici (2011) izolirali su bakterije s koze dvije vrste pastrva te
testirali njihovu sposobnost da inhibiraju rast micelija 1 klijanje cista oomicetnog patogena
Saprolegnia parasitica. lzolati koji su pokazali inhibicijsku sposobnost pripadali su vrstama
Aeromonas piscicola, A. sobria, Pantoea agglomerans i Pseudomonas fluorescens. Mehanizmi
kojima simbioti mogu stititi svoga domacina od prirodnih neprijatelja su razliciti. Primjerice, sojevi
roda Pseudomonas izlucuju hlapljive organske spojeve kojima je pripisan demonstrirani

inhibicijski u¢inak na oomicetne patogene (De Vrieze i sur. 2015, Hunziker i sur. 2015). Osim



toga, postojeca istrazivanja ukazuju na vaznost razli¢itih sekundarnih metabolita koje bakterije
proizvode i izlu¢uju u medij, a imaju inhibicijski u¢inak na oomicetne patogene (De Vrieze i sur.

2015, Hunziker i sur. 2015, Liu i sur. 2015).

1.6. Ciljevi diplomskog rada

Unato¢ sve veéem broju istrazivanja koja pokazuju vaznost simbiotskih mikrobnih zajednica
domacina u obrani od oomicetnih patogena, ucinak bakterija s kutikule rakova na patogena A.
astaci potpuno je nepoznat. Prilikom dolaska zoospora na kutikulu rakova one se susrecu s
bakterijama koje tamo obitavaju te stupaju s njima u razli¢ite ekoloSke interakcije, ukljucujuéi
antagonizam. Hipoteza ovog istrazivanja bila je kako medu bakterijama koje se prirodno nalaze na
povrsini kutikule rakova postoje vrste koje imaju sposobnost inhibirati rast micelija patogena A.

astaci.
Ciljevi istrazivanja su bili:
. uzgojiti Ciste kulture bakterija s kutikule dvije vrste rakova prisutnih u Hrvatskoj:
signalnog raka i uskoSkarog raka;
o odrediti taksonomsku pripadnost izolata koriStenjem dvije molekularne metode:
masenom spektrometrijom MALDI-TOF i sekvenciranjem gena 16S rRNA;

o testirati potencijal izolata da uspore rast micelija patogena A. astaci;

o utvrditi popis bakterijskih izolata s kutikule raka koji inhibiraju rast patogena A. astaci.



2. MATERUALI | METODE

2.1. Uzorkovanje i uzgoj bakterijskih izolata

U istrazivanju koristila sam dvije vrste rakova ¢este u akvakulturi: signalni rak (P. leniusculus) i
uskoskari rak (P. leptodactylus) (Harlioglu 2008, Valipour i sur. 2017, Zahmatkesh i sur. 2019).
Buduc¢i da uzgoj rakova u Hrvatskoj ne postoji, rakove sam uhvatila u prirodi koriste¢i Li-Ni vrse
za lov rakova (Westman i sur. 1978) (Slika 2a). I1zabrala sam zdrave jedinke bez vidljivih znakova
bolesti: pet jedinki P. leptodactylus iz rijeke Mreznice, Hrvatska (45°26'34.1"N 15°3023.2"E) i
pet jedinki P. leniusculus iz rijeke Korane, Hrvatska (45°24'32.9"N 15°36'41.2"E, Tablica 1).

Svakoj sam jedinki izmjerila ukupnu duzina tijela i odredila spol (Tablica 1).

Tablica 1. Zivotinje koristene u istraZivanju. M — muzjak, Z — Zenka.

Sifra jedinke raka Vrsta Spol Uk}l_pna duZina
tijela/ mm
PAL1 z 93,5
PAL?2 7 100,0
PAL3 P. leniusculus 7z 80,0
PAL4 M 103,0
PALS5 M 98,0
POL1 M 110,0
POL2 M 90,0
POL3 P. leptodactylus M 90,0
POL4 V4 95,0
POL5 V4 85,0

Zatim sam uzela uzorke epibiontske bakterijske zajednice s kutikule svake jedinke prema protokolu
Pavi¢ i suradnika (2020): rakove sam stavila u sterilnu Petrijevu zdjelicu, polila s 30 — 50 mL 0,1
% NacCl, 0,15 M otopine Tween i temeljito istrljala sterilnom ¢etkicom umocenom u istu otopinu
(Slika 2b).



Slika 2. Uzorkovanje jedinki: (a) terensko sakupljanje rakova Li-Ni vrsama za lov rakova (Foto: I.
Maguire), (b) uzimanje uzorka epibiotske bakterijske zajednice s kutikule u laboratoriju (Pavi¢ i
sur. 2020).

Pripremila sam serijska decimalna razrjedenja dobivene suspenzije (10 x, 100 x i 1000 x) s
fosfatnom puferiranom solnom otopinom (engl. phosphate-buffer saline, PBS) (140 mM NacCl,
2,68 mM KClI, 3,81 mM Na2HPO4 x 2 H20, 1,47 mM KH2PO4). Po 100 pL svakog razrijedenja
porijeklom od svake jedinke nacijepila sam na pojedina¢nu peptonsko-glukoznu (engl. peptone-
glucose medium, PG1) krutu hranjivu podlogu (Unestam 1965) koja je inkubirana na 18 °C. Nakon
48 sati i 72 sati, iz mjeSovitih kultura izabrala sam morfoloski razli¢ite individualne kolonije i
presadivala ih na svjeze krute podloge sve dok nisam dobila ¢istu kulturu (Slika 3). Dobivene
bakterijske izolate sastrugala sam s krute hranjive podloge, resuspendirala u 30 %-tnom glicerolu

i pohranila na—20 °C do daljnjih analiza.
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a) mjeSovita kultura nakon 72 sata b) Cista kultura izolata POL 3.1. nakon 72 sata

Slika 3. (a) primjer mjeSovite kulture nakon 72 sata i (b) primjer ¢iste kulture izolata POL 3.1.

nakon 72 sata.

2.2. Taksonomska identifikacija bakterijskih izolata pomocu masene
spektrometrije MALDI-TOF

Masena spektrometrija MALDI-TOF (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization time of
flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) brza je i pouzdana metoda za taksonomsku
determinaciju pojedina¢nih bakterijskih kolonija (Topi¢ Popovi¢ i sur. 2016). MALDI-TOF MS
detektira signale ribosomskih proteina bakterija koji su specificni za odredenu vrstu ili rod (Lay
2001). Bakterije iz uzorka se identificiraju usporedbom dobivenih spektara s referentnim spektrima

iz komercijalno dostupne baze podataka.

Za MALDI-TOF MS uzorke sam pripremila ekstrakcijom etanolom i mravljom kiselinom
(Weisburg i sur. 1991). Ukratko, svjezu bakterijsku koloniju svakog pojedina¢nog izolata sam
resuspendirala sterilnom ¢ackalicom u 100 uL 75 % etanola (GRAM-MOL) i centrifugirala pri
13000 x g kroz 2 min (Centrifuga Centric 200R, Domel). Nakon $to sam supernatant uklonila, talog
sam resuspendirala u 5 pL 70 % mravlje kiseline (Fisher Chemical) te sam zatim dodala jednak
volumen acetonitrila (Fisher Chemical). Otopinu sam centrifugirala pri 13000 x g kroz 2 min te
sam 1 pL supernatanta nanijela na plo¢icu za MALDI-TOF. Na svaku plo¢icu s uzorkom dodala
sam 1 pL MALDI matrice (10 mg/mL alfa-cijano-4-hidroksicimetne kiseline u 50 %-tnom
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acetonitrilu i 2,5 %-tnoj trifluoroctenoj kiselini, Bruker Daltonik GmbH). Nakon jos jednog susenja
na sobnoj temperaturi na zraku, snimila sam spektre svakog uzorka Microflex-om LT MALDI-
TOF spektrometrom masa (Bruker Daltonics) Instituta Ruder Boskovi¢. Uredaj sam koristila
prema uputama proizvodaca, u rasponu masa od 2000 — 20000 Da. Snimljene masene spektre sam
obradila MALDI Biotyper 3.0 softverom (Bruker Daltonics, Njemacka) te sam maseni spektar

svakog izolata usporedila s referentnim spektrima iz baze.

Sli¢énost spektra izolata odredenom referentnom spektru u bazi numericki se ocjenjuje U rasponu
vrijednosti od 0,000 do 3,000 sto nam govori kolika je vjerojatnost to¢ne identifikacije izolata
(Tablica 2). Rezultati su rangirani prema sli¢nosti s referentnim spektrima u bazi. Svakom izolatu
dodjeljuje se jedna od kategorija pouzdanosti rezultata: A, B ili C. Kategorija A govori da je izolat
odreden do razine vrste te se dodjeljuje kada najbolje rangirana vrsta ima rezultat izmedu 2,000 i
3,000 (++ ili +++, zelena vrijednost u tablici, Tablica 3). Kategorija B govori da je izolat to¢no
odreden do razine roda. Takoder izolat dobiva kategoriju B kada najbolje rangirana vrsta ima
rezultat ,,zelene* vrijednosti, ali se kod prva dva ,,zelena* rezultata ne podudara vrsta vec¢ se samo
podudara rod, Sto ukazuje da se izolat moze odrediti samo do razine roda. Podudarnost na razini
roda oznacena je Zutom bojom u tablici (Tablica 3). Kategorija C upucuje na nepouzdan rezultat te
se spektri izolata s referentnim spektrima ne podudaraju ni na razini vrste ni na razini roda (Tablica
3).
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Tablica 2. Primjeri rezultata MALDI-TOF MS determinacije izolata POL 5.2. Rezultati upucuju
na to da se radi o vrsti Acinetobacter johnsonii (kategorija pouzdanosti A).

Redoslijed Podudaranje spektra Vrijednost NCBI |dent|f|kacusk|
rezultata broj
1(++) Acinetobacter johnsonii V773 MCRF - 40214
2(++) Acinetobacter johnsonii LMG 1326 LMG - 40214
3(++) | Acinetobacter johnsonii 10036669 102 USH - 40214
4(++) Acinetobacter johnsonii DSM 6963T HAM - 40214
5(++) Acinetobacter johnsonii LMG 983 LMG - 40214
6(++) Acinetobacter johnsonii LMG 1005 LMG - 40214
7(++) Acinetobacter johnsonii 2_1 TUB - 40214
8(+) Acinetobacter johnsonii 31 PIM ‘ 1,924 40214
9(+) Acinetobacter johnsonii DSM 6963T DSM ‘ 1,878 40214
10(-) Acinetobacter tandoii DSM 14970T HAM - 202954
Tablica 3. Znacenje dodijeljenih vrijednosti za determinaciju izolata.
Vrijednost Znacenje vrijednosti Oznaka
visoka vjerojatnost determinacije vrste (+++)
determinacija roda, vjerojatna determinacija vrste (++)
1,700 — 1,999 vjerojatna determinacija roda )
nepouzdana determinacija )
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2.3. Taksonomska identifikacija bakterijskih izolata pomocu sekvenciranja gena
16S rRNA

Za determinaciju izolata sekvenciranjem gena 16S rRNA provodi se lancana reakcija polimerazom
(engl. polymerase chain reaction, PCR) kojom se umnozi fragment gena koji kodira za 16S rRNA.
Dobivenom fragmentu DNA sekvenciranjem se odredi slijed nukleotida koji se usporeduje sa

nukleotidnim sljedovima poznatih mikroorganizama u javno-dostupnim bazama podataka.

Za sekvenciranje gena 16S rRNA, sterilnom cackalicom uzela sam malu koli¢inu pojedinacne
bakterijske kolonije, prenijela u 200 pL deionizirane vode (Lonza) te sam stanice termicki lizirala
15 min pri 95 °C. Dobivenu otopinu koristila sam kao kalup u PCR reakciji u kojoj je umnozena
gotovo cijela duzina 16S rRNA sekvence svakog bakterijskog izolata koriste¢i univerzalne

bakterijske oligonukleotidne pocetnice (engl. primers) 27F i 1492R (Lane 1991).

Sastav reakcijske smjese naveden je u Tablici 4. Kao negativnu kontrolu koristila sam destiliranu

vodu.

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese za PCR.

DNA kalup 1L

Reakcijska smjesa za PCR EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix (TAKARA) | 12,5puL

10 uM uzvodna pocetnica 27F (kona¢na koncentracija 0,2 uM) 1,25 puL
10 uM nizvodna pocetnica 1492R (konacna koncentracija 0,2 pM) 1,25 L
dH0 (Lonza) 9uL

Ukupno 25 pL

PCR reakciju sam prevela u uredaju Alpha Cycler 1 (PCRmax) u uvjetima navedenim u Tablici 5.
Uspjesnost PCR reakcije provjerila sam elektroforezom na 1%-tnom agaroznom gelu.
Elektroforeza u agaroznom gelu je metoda kojom se fragmenti nukleinskih kiselina razdvajaju

prema veli¢ini pod utjecajem istosmjernog elektricnog polja (Lee i sur. 2012). Agarozu (Sigma-
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Aldrich) sam otopila u Tris-acetat-EDTA puferu (TAE) (40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1
mM etilen diamin tetraoctena kiselina, engl. ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA) i dodala
joj boju GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza) da bi vizualizirala DNA fragmente. DNA
molekule razdvojene su u elektriénom polju napona 100 V u TAE puferu kroz 45 minuta te sam ih
nakon toga vizualizirala pod UV-svjetlom (UVIpure, UVITEC Cambridge) i fotografirala. Za
provjeru veli¢ine dobivenih fragmenata koristila sam molekularni biljeg DirectLoad™ 50 bp DNA
Step Ladder (Sigma-Aldrich).

Tablica 5. Uvjeti provedene lanc¢ane reakcije polimerazom.

Vrijeme Temperatura
Pocetna denaturacija 5 min 96 °C
Denaturacija lanaca 1 min 94 °C
28 ciklusa Vezanje pocetnica na kalup 1 min 55°C
Sinteza komplementarnih lanaca 1,5 min 72°C
Zavr$no produzivanje lanaca 10 min 72 °C

ProciS¢avanje PCR produkata i1 odredivanje njihove primarne strukture sekvenciranjem
Sangerovom dideoksi metodom provedeno je u servisu Macrogen, Inc. (Svicarska) koriste¢i gore
navedene pocetnice. Kromatograme sam analizirala i uredila u programu GeneStudio, Inc.,
ukljucujuéi uklanjanje manje kvalitetnih dijelova kromatograma te preklapanje uzvodnih i
nizvodnih kromatograma istog izolata (Slika 4). Programom Blastn (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) usporedila sam sekvence svakog izolata s bazom podataka 16S
rRNA sekvenci (Bacteria and Archea) koriste¢i zadane postavke. Sekvence gena 16S rRNA
pohranila sam u GenBank bazu pod brojevima MN823086 - MN823133 (Prilog 1).
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620 . 630 . 640 . 650 . 660 . 670
Censen=us: TAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAG"
¥PAL 2_2

e MMMW&MMHUMM“MAMMBUMM“

M,
TAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGRAGGAACACCAG”

Slika 4. Primjer preklapanja dva kromatograma izolata PAL 2.2. u programu GeneStudio. U prvom

redu se nalazi uzvodni kromatogram, a u drugom nizvodni.

2.4. Izrada filogenetskog stabla

Visestruko poravnanje sekvenci izradila sam u programu MAFFT (Katoh i Standley 2013), a zatim
uredila u programima SeaView (Gouy i sur. 2010) i BioEdit (Hall i sur. 2011). Kona¢no viSestruko
poravnanje sekvenci bilo je dugo 1041 nukleotid. Upotrebom programa Mr. Bayes provela sam
filogenetsku analizu metodom Bayesian-ovog zaklju¢ivanja s 1 000 000 iteracija (Ronquist i
Huelsenbeck 2003), a dobiveno filogenetsko stablo graficki sam uredila uz pomo¢ programa iTOL
(Letunic i Bork 2016).

2.5. Testovi inhibicije (engl. plate inhibition assay)

Za utvrdivanje potencijala sakupljenih bakterijskih izolata da inhibiraju rast micelija A. astaci,
koristila sam testove inhibicije in vitro, slijedeci ranije opisane protokole (Lawrence i sur. 2017,
Bruisson i sur. 2019), uz odredene modifikacije. Ovisno o veli¢ini kolonije razliitih izolata,
testove inhibicije provela sam u dvije varijacije. Za bakterije s manjom kolonijom istovremeno sam
na Petrijevu zdjelicu s krutom hranjivom podlogom nacijepila tri izolata (Model 1), dok sam izolate
s ve¢om kolonijom (koja bi mogla ometati rast drugih izolata kad bi se nalazili na istoj ploci)
nacijepila po jedan (Model 2) (Slika 5). Micelij A. astaci nacijepila sam na sredinu ploc¢e kod

Modela 1, odnosno na rub plo¢e kod Modela 2 (Slika 5). Duzina testa ovisila je 0 vremenu
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potrebnom da micelij patogena A. astaci dosegne vanjski rub Petrijeve zdjelice: 9 dana / 18 °C za
Model 1, i1 12 dana / 18 °C za Model 2 (Slika 5). Sve sam izolate testirala u triplikatima.

Ukratko, 5 pL suspenzije bakterija u glicerolu inokulirala sam na sterilni kruzni komadi¢ filtar
papira (d =5 mm) te sam filtar papir postavila na krutu hranjivu podlogu PG1 u Petrijevoj zdjelici.
Nakon tri ili Cetiri dana, kada je bakterijska kolonija prerasla disk filtar papira dodala sam kruzni
komadi¢ PG1 krute hranjive podloge obrasle micelijem patogena A. astaci (d = 5 mm). Koristila
sam A. astaci Psl (UEF-T16B) izoliran sa signalnog raka iz jezera Tahoe, SAD (dobiven od Jenny
Makkonen, Sveuciliste Istocne Finske). Tijekom inkubacije svaka tri dana mjerila sam sljedece
varijable: (i) radijalni rast micelija A. astaci u mm (veli¢ina micelija, engl. mycelium size, crna
strelica na Slici 5), (ii) rast bakterijske kolonije u mm (veli¢ina bakterije, engl. bacterial size, zuta
strelica na Slici 5), (iii) udaljenost izmedu bakterijskog izolata i ruba micelija A. astaci u mm
(udaljenost, engl. distance, zelena strelica na Slici 5). Rezultate radijalnog rasta A. astaci u
prisutnosti odredenog izolata usporedila sam s vrijednostima negativne kontrole tj. brzinom

radijalnog rasta micelija A. astaci bez bakterije prisutne na ploci.

Temeljem ovih mjerenja, bakterijske izolate sam klasificirala s obzirom na njihov potencijal da
uspore rast micelija A. astaci u dvije kategorije: 1) inhibitori i 2) ne-inhibitori. Razvijenu

Klasifikacijsku proceduru opisala sam u poglavlju 3.2. Rezultata.
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pocetak 3. dan 6. dan

@ .
Model 1

pocetak 3. dan 6. dan 9. dan 12. dan

- DDOS

Slika 5. Shema Modela 1 i Modela 2 testova inhibicije. Mjeren je radijalni rast micelija
Aphanomyces astaci (plavo podruc¢je) u mm (veli¢ina micelija, engl. mycelium size, crne strelice),
rast bakterijske kolonije (crveno podrucje) u mm (veli¢ina bakterije, engl. bacterial size, zute
strelice) kao i udaljenost izmedu bakterijskog izolata i ruba micelija patogena A. astaci u mm

(udaljenost, engl. distance, zelene strelice) nakon 3, 6, 9 (Model 1) i 12 (Model 2) dana na 18 °C.

2.6. StatistiCka analiza

Razlike u sastavu izolata sakupljenih s rakova P. leptodactylus i P. leniusculus (tj. razlike u broju
izolata unutar svakog pronadenog bakterijskog roda za P. leptodactylus i P. leniusculus) sam
analizirala, s obzirom da dobiveni podaci nisu imali normalnu distribuciju, koristenjem ne-
parametrijskog Mann-Whitney U testa u programu Statistica 13.3 (StatSoft).

Kako bi odredila znacaj svake mjerene varijable tj. rasta micelija A. astaci, rasta bakterijskog
izolata i udaljenosti izmedu micelija A. astaci i bakterijske kolonije, na odvajanje kategorija
inhibitora i ne-inhibitora, koristila sam metodu glavnih komponenata (engl. principal components
analysis, PCA). PCA je vrsta linearne transformacije izvornog skupa podataka s mnogo varijabli,
pri ¢emu se izvorne varijable pretvaraju u manji broj glavnih komponenti (engl. principal
components, PC). Linearnom transformacijom izvorni skup podataka se transformira u novi
koordinatni sustav na takav nacin da prva koordinata objaSnjava najviSe varijance, dok svaka

sljedeca koordinata objasnjava sve manji postotak varijance. Glavne komponente nadalje postaju
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temeljna struktura podataka povecavajuéi preciznost klasifikacijskog modela i projicirajuci
razdvajanje grupa unutar podataka (Jolliffe 2002). PCA analizu sam provela koriste¢i vrijednosti
medijana replika za svaki izolat (n > 3) za sljedece varijable: (i) radijus micelija A. astaci na zadnji
dan testa u mm (veli¢ina micelija) (ii) radijus bakterijskih izolata na zadnji dan testa u mm (veli¢ina
bakterije), i (iii) udaljenosti izmedu bakterijskog izolata i ruba micelija A. astaci na zadnji dan testa
u mm (udaljenost) (vrijednosti medijana za svaku varijablu svakog izolata dostupni su u Prilogu
1). PCA sam provela odvojeno za Model 1 i Model 2 zbog razlike u njihovom trajanju (9, odnosno
12 dana). Analizu sam provela koriste¢i statisticki paket R v. 3.2.0 (R Core team 2017). Za graficki
prikaz rezultata koristila sam “ggbiplot” paket (Vu 2011). Kako bi bila testirana znacajnost utjecaja
svake varijable na razdvajanje izolata na inhibitore i ne-inhibitore, na PCA rezultatima koristila
sam generalizirani linearni model (engl. generalized linear model, glm) s aov() funkcijom

(koriste¢i osnovni R paket). Rezultat je smatran statisticki znac¢ajnim ukoliko je p < 0,05.

3. REZULTATI

3.1. Identifikacija bakterijskih izolata s kutikule rakova P. leptodactylus i P.

leniusculus

U ovom je istrazivanju izolirano ukupno 48 izolata iz uzoraka epibiotskih bakterijskih zajednica
kutikule s ukupno pet jedinki P. leptodactylus i pet jedinki P. leniusculus. Od toga je 30 izolata
bilo s vrste P. leptodactylus i 18 s P. leniusculus. Taksonomska identifikacija izolata, provedena
sekvenciranjem gena 16S rRNA s naknadnom filogenetskom analizom (Slika 6), pokazala je da su
sakupljeni izolati pripadali koljenima Proteobacteria (33/48 izolata, 68,75 %), Bacteroidetes (8/48
izolata, 16,70 %), Firmicutes (4/48 izolata, 8,30 %) i Actinobacteria (3/48 izolata, 6,25 %).
Najc¢es¢i rodovi nadeni na obje vrste raka bili su Pseudomonas (14/48 izolata, 29,17 %),
Acinetobacter (6/48 izolata, 12,50 %) i Flavobacterium (4/48 izolata, 8,34 %, Tablica 6, Prilog 1).

Usporeden je broj izolata unutar detektiranih bakterijskih rodova izmedu zavicajne vrste P.
leptodactylus i invazivne vrste P. leniusculus, ali nije nadena statisticki zna¢ajna razlika (U = 145,5,
N1 =18, N2 =30, p>0,05).

19



[ PAL24.
li Streptomyces olivoviridis strain NBRC 12897 NR 112325.1
Koljena — PAL33,
. Actinobacteria Curtobacterium flaccumfaciens strain BCCM-LMG 3645 NR 025467.1
B Firmicutes | PALS.2. "
I Protcobacteria (alpha) Agrococcus jenensis strain DSN:)Z?_}RZOJNR 026275.1
B Proteobacteria (gamma) ‘ PAL1.4.
I Proteobacteria (beta) sl “{R]Sphingobaclerium anhuiense strain CW 186 NR 044477.1
B Bacteroidetes lg§plxingobncteriu1n faecium strain NBRC 15299 NR 113744.1
PAL3.1.

99y PALI.2,
1 Chryseobacterium aquaticum strain 10-46 NR 042642.1
| POL4.3.
Chryseobacterium gambrini strain 5.1Stla NR 042505.1
5,,1;Flavabacterium ginsengisoli strain DCY54 NR 109024.1

POLS.3.
Flavobacterium chungangense strain CJ7 NR 044581.1
POLA.7.

Flavobacterium plurextorum strain 1126-1H-08 NR 133747.1
POL5.6.
Flavobacterium oncorhynchi strain 631-08 NR 117031.1

Skala: 0.1 ————

83|

| POLS.5.
Exiguobacterium sibiricum strain 255-15 NR 075006.1

| PAL4.3.
| Staphylococcus succinus subsp. casei strain SB72 NR 037053.1
POL3.5.
Bacillus mycoides strain NBRC 101228 NR 113990.1
POL1.3.
Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235 NR 112780.1

PAL3.2.
l Agrobacterium larrymoorei strain AF3.10 NR 026519.1

POL3.1.

Brevundimonas vesicularis strain NBRC 12165 NR 113586.1
[ PALS.1.

phil ilis strain NBRC 16722 NR 113867.1
LB Sphingomonas faeni strain MA-olki NR 042129.1
POL1.4.

99| POLS.A.
Acinetobacter rudis strain G30 NR 115988.1
99| POLI1.1.
Acinetobacter guillouiae strain ATCC 11171 NR 117626.1
PAL2S5.
Acinetobacter johnsonii strain ATCC 17909 NR 117624.1
POL5.2.
PALLS.
|| PALLI.
Acinetobacter celticus strain ANC 3831 NR 153741.1
(| ; POL2.7.
Pantoea ananatis strain 1846 NR 026045.1
logP OL2.2.
EbAemmwms sobria strain JCM 2139 NR 112837.1

,POL2.5.
Aeromonas encheleia strain CECT 4342 NR 118042.1
PALA4.2.
Pseudomonas lurida strain P 513.18 NR 042199.1
rP4POL3.2.
POLA4.1.
POL4.2.
o PAL2.2.
Pseudomonas silesiensis strain A3 NR 156815.1
- POL2.6.
- Pseudomonas syringae strain DC3000 NR 074597.1
% POLA.6.
POLA4.5.
PALL.3.
[’;?’mudomanas chlororaphis strain NBRC 3904 NR 113581.1
POL3.3.
»,MPOLS.T
Pseudomonas jessenii strain CIP 105274 NR 024918.1
831 Pseudomonas helmanticensis strain OHA11 NR 126220.1
POL2.4.
POL3.4.
PAL4.1.
POL2.1.
POL2.3.
POL4.4.

2

q| Stenotrophomonas rhizophila strain e-pl10 NR 121739.1
POLS.1.

PAL2.1.

Duganella zoogloeoides strain IAM 12670 NR 025833.1
POL1.2.

Duganella sacchari strain Sac-22 NR 108216.1

Slika 6. Filogenetsko stablo bakterijskih izolata s kutikule Pontastacus leptodactylus (POL) i
Pacifastacus leniusculus (PAL) te referentnim 16S rRNA sekvencama sojeva iz baze podataka

NCBI. Podrske grananjima u obliku Bayesovih posteriornih vjerojatnosti prikazane su na
ograncima ako su bile nize od 100 %.
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Identifikacija izolata masenom spektrometrijom MALDI-TOF pokazala se znatno lo$ija nego
identifikacija sekvenciranjem gena 16S rRNA. Naime, niti jedan izolat nije dobio MALDI-TOF
MS vrijednost > 2,30 (pouzdana identifikacija do razine vrste), dok je samo 6/48 (12,5 %) dobilo
MALDI-TOF MS vrijednosti izmedu 2,00 i 2,29 (vjerojatna identifikacija na razini vrste) (Slika
7, Prilog 1). Veéina izolata dobila je vrijednost izmedu 1,70 i 1,99 (vjerojatna determinacija na
razini roda: 15/48, 31,25 %) ili vrijednost < 1,70 (nepouzdana determinacija: 27/48, 56,25 %)
(Slika 7). Usprkos tome, u 68,75 % slucajeva identifikacija s obje metode se podudarala na razini
vrste ili roda. (Slika 7).

e sproT e 12,50 I 31,25 " _ ?;;;‘i??ll‘:tgeteln“nacu -

pouzdana determinacija na

razini roda
dudaranie rezul 1165 Enepouzdana
Podudaranje 1ezuk‘ Tata _]\TIA_LDI-TOF i 10.42 % 56,259 determinacija/nije
sekvenciranja determinirano

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Slika 7. Rezultati identifikacije izolata s racje kutikule masenom spektrometrijom MALDI-TOF

(gornji red) i usporedba s identifikacijom 16S rRNA sekvenciranjem (donji red).

3.2. Identifikacija bakterijskih izolata koji pokazuju potencijal za inhibiciju rasta
micelija patogena A. astaci

Koristenjem testova inhibicije testiran je potencijal svih 48 bakterijskih izolata s kutikule rakova
za inhibiciju rasta patogena A. astaci te je utvrdeno da se u prisutnosti nekih izolata rast micelija
patogena A. astaci usporio ili zaustavio (16 od ukupno 48 izolata, Slika 8, Tablica 6).

Dobiveni rezultati testova inhibicije omogucili su grupiranje bakterijskih izolata s obzirom na
njihov potencijal zaustavljanja ili usporavanja rasta micelija A. astaci. Bakterijski izolati razvrstani
su u dvije skupine dobivene na temelju udaljenosti izmedu ruba bakterijske kolonije i ruba micelija

patogena A. astaci na zadnji dan testa: i) inhibitori — udaljenost > 6 mm i ii) ne-inhibitori —
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udaljenost < 6 mm (Slike 8 1 9). Primjerice, u prisutnosti izolata Aeromonas sobria POL 2.2 rast
micelija A. astaci potpuno je prestao petog dana testa inhibicije $to ukazuje da je izolat inhibitor
(Slika 10a), dok kod izolata Acinetobacter celticus PAL 1.1. rast micelija nije bio ometan niti
usporen $to ukazuje da izolat nije inhibitor (Slika 10b). Prestanak rasta micelija devetog dana testa

posljedica je direktnog kontakta micelija patogena i ruba bakterijske kolonije.

PAL 5.6.
Slika 8. Primjeri testova inhibicije zadnjeg dana mjerenja za: (a) Model 1 (ne-inhibitori: PAL 5.5.,

PAL 5.6. 1 PAL 5.7.) i (b) Model 2 (inhibitor: POL 4.6.). Na slici je oznacen radijalni rast micelija

Aphanomyces astaci (plavo podru¢je), mjeren u mm duz crnih strelica (veli¢ina micelija), rast
bakterijske kolonije (crveno podrucje), mjeren u mm duz zutih strelica (veli¢ina bakterije), kao 1
udaljenost izmedu bakterijskog izolata i ruba A. astaci micelija, mjeren u mm duz zelenih strelica

(udaljenost).
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Slika 9. Udaljenost izmedu bakterijskog izolata i ruba micelija Aphanomyces astaci nakon §to je
rast micelija stao. Crvena linija, postavljena na vrijednost udaljenosti od 6 mm, pokazuje
razdvajanje izmedu dvije grupe izolata: inhibitori (udaljenost > 6 mm) i ne-inhibitori (udaljenost <

6 mm). Rezultati su prikazani kao medijani vrijednosti udaljenosti (n > 3).
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Slika 10. Primjeri rasta micelija patogena Aphanomyces astaci u prisutnosti bakterijskih inhibitora
I ne-inhibitora porijeklom s rac¢je kutikule koristenjem Modela 1: Aeromonas sobria izolat POL
2.2. s kutikule uskoskarog raka, Pontastacus leptodactylus — inhibitor (a), Acinetobacter celticus
izolat PAL 1.1. s kutikule signalnog raka, Pacifastacus leniusculus — ne-inhibitor (b). Kontrola —
rast micelija patogena A. astaci u odsutnosti bakterijske kolonije. Tocke na grafu predstavljaju
medijan radijusa micelija A. astaci (n > 3). A dan kada je micelij A. astaci prestao rasti; ¢ dan

kada su bakterijski izolat i micelij A. astaci dosli u kontakt.
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Koriste¢i razvijenu Kklasifikaciju, 33,33 % (16/48) izolata svrstano je u skupinu inhibitora, a 66,67
% (32/48) u skupinu ne-inhibitora (Tablica 6). Veéina izolata iz skupine inhibitora pripada rodu
Pseudomonas (9 od 16 izolata inhibitora, 56,25 %), zatim Aeromonas (2 od 16 izolata inhibitora,
12,50 %), dok su rodovi Acinetobacter, Stenotrophomonas, Bacillus, Curtobacterium i Pantoea
bili jednako zastupljeni (1 od 16 inhibitora, 6,25 % svaki, Tablica 6). Neki od najja¢ih inhibitora
(odnosno onih ¢ija je udaljenost od ruba micelija A. astaci bila najveca) bili su Pseudomonas
chlororaphis POL 4.5., Curtobacterium flaccumfaciens PAL 3.3. i Aeromonas sobria POL 2.2.
(medijan udaljenosti 25,25 mm, 15 mm i 14 mm). U nekim slu¢ajevima (primjerice Pseudomonas
helmanticensis, P. lurida, Stenotrophomonas rhizophila), izolati identificirani kao ista vrsta 16S
rRNA metodom pokazali su razli¢it inhibicijski potencijal (Tablica 6, Prilog 1).
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Tablica 6. Bakterijski izolati sakupljeni s kutikula rakova Pontastacus leptodactylus (POL) i

Pacifastacus leniusculus (PAL) i Klasificirani prema njihovoj taksonomskoj pripadnosti i

potencijalu da inhibiraju micelij patogena Aphanomyces astaci (inhibitori i ne-inhibitori).

Vrsta Vrsta Broj Broj ne- Broj inhibitora
Rod (165 rRNA raka | inhibitora | inhibitora | | UKupan broj
identifikacija) izolata
P. chlororaphis POL, PAL 3 0
P. helmanticensis | POL, PAL 4 1
P. jessenii POL 0 1 0
Pseudomonas b lurida POL > 1 9/14 (64 %)
P. silesiensis PAL 0 1
P. syringae POL 0 1
A. celticus PAL 0 2
. A. guillouiae POL 1 0 0
Acinetobacter A johnsonii POL. PAL 0 > 1/6 (17 %)
A. rudis POL 0 1
F. chungangense PAL 0 1
. F. ginsengiterrae POL 0 1 0
Flavobacterium . oncorhynchi FOL 0 1 0/4 (0 %)
F. plurextorum POL 0 1
. . S. kitahiroshimense PAL 0 1
0
Sphingobacterium S, faecium AL 0 > 0/3 (0 %)
Stenotrophomonas S. rhizophila POL 1 2 1/3 (33 %)
. C. aquaticum PAL 0 1 0
Chryseobacterium C. gambrini FOL 0 1 0/2 (0 %)
D. sacchari POL 0 1 0
Duganella D. zoogloeoides PAL 0 1 0/2.(0 %)
. S. aquatilis PAL 0 1 0
Sphingomonas S faeni POL 0 1 0/2 (0 %)
. B. mycoides POL 1 0 0
Bacillus B. thuringiensis POL 0 1 1/2 (50 %)
A. encheleia POL 1 0 0
Aeromonas A sobria POL 1 0 2/2 (100 %)
Streptomyces S. olivoviridis PAL 0 1 0/1 (0 %)
Agrobacterium A. larrymoorei PAL 0 1 0/1 (0 %)
Curtobacterium C. flaccumfaciens PAL 1 0 1/1 (100 %)
Staphylococcus S. succinus PAL 0 1 0/1 (100 %)
Agrococcus A. jenensis PAL 0 1 0/1 (100 %)
Pantoea P. ananatis POL 1 0 1/1 (100 %)
Brevundimonas B. vesicularis POL 0 1 0/1 (0 %)
Exiguobacterium E. sibiricum POL 0 1 0/1 (0 %)
Ukupno 16 32 48
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Nadalje, za bolje razumijevanje razdvajanja izolata u skupine inhibitora i ne-inhibitora
primijenjena je PCA analiza (Slika 11). Rezultati PCA analize za Model 1 i Model 2 bili su sli¢ni.
PCA rezultati za Model 1 pokazali su da dvije glavne komponente cjelokupnog seta podataka
objasnjavaju 96,4 % ukupne varijabilnosti, prva objasnjava 70 % , a druga 26,4%. PCA analiza za
Model 2 pokazuje da dvije glavne komponente cjelokupnog seta podataka objasnjavaju 99,3 %
ukupne varijabilnosti, prva komponenta objasnjava 67,6 %, a druga 31,7 %. Uz to, vektori
komponenata (Prilog 2) na oba modela pokazali su da su sve tri analizirane varijable, odnosno
veli¢ina micelija (engl. mycelium size), veli¢ina bakterije (engl. bacterial size) i udaljenost (engl.
distance), podjednako doprinijele razdvajanju na inhibitore i ne-inhibitore (grafi¢ki prikazano
crnim strelicama na Slici 11). Shodno tome, rezultati glm analize (generalizirani linearni model),
provedenim na oba modela (Prilog 3), pokazali su zna¢ajnu razliku izmedu skupine inhibitora i ne-
inhibitora (p < 0,05) prema sve tri varijable osim prema radijusu bakterijskih izolata u Modelu 2.
Ocekivano, U prisustvu snaznijih inhibitora radijus micelija patogena A. astaci bio je manji, a
udaljenost izmedu bakterijskog izolata i ruba micelija A. astaci veca, nego u prisustvu bakterijskih
izolata iz kategorije ne-inhibitora. Takoder, jaci inhibitori su u pravilu imali vece kolonije, ali te

razlike nisu bile znacajne u Modelu 2.
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Slika 11. PCA analiza bakterijskih izolata za Model 1 (a) i Model 2 (b) pokazuje kako tri
promatrane varijable, odnosno veli¢ina micelija, veli¢ina bakterije i udaljenost, utjeCu na
razdvajanje izolata u skupine inhibitora (plave tocke) i ne-inhibitora (crvene tocke). Varijable su
prikazane crnim strelicama ¢ija duzina ukazuje na utjecaj odredene varijable. Oko klastera

inhibitora odnosno ne-inhibitora naznacene su elipse 95 %-tne pouzdanost.
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4. RASPRAVA

Ovo je prvo istrazivanje koje je identificiralo bakterijske izolate s kutikule slatkovodnih
deseteronoznih rakova koji pokazuju inhibicijski potencijal prema oomicetnom patogenu A. astaci,
koji izrazito negativno utjee na populacije europskih zavicajnih rakova i astacikulturu (Evans i
Edgerton 2001, Harlioglu 2008, Souty-Grosset i Reynolds 2009). Postojeca istrazivanja bakterija
koje pokazuju antagonisticku aktivnost prema oomicetnim patogenima veéinom su bila fokusirana
na biljne patogene oomicete vazne u poljoprivredi iz rodova Phytophthora (Timmusk i sur. 2009,
Axel i sur. 2012, De Vrieze i sur. 2015, Hunziker i sur. 2015, Chen i sur. 2016, Khalaf i Raizada
2018, Wagner i sur. 2018), Plasmopara (Compant i sur. 2013) i Pythium (Timmusk i sur. 2009,
Cawoy i sur. 2014, Ossowicki i sur. 2017, Khalaf i Raizada 2018, Wagner i sur. 2018). Sto se ti¢e
zivotinjskih oomicetnih patogena, u nekoliko su istrazivanja identificirane bakterije koje inhibiraju
rast patogena iz roda Saprolegnia koji uzrokuje velike gubitke u populacijama riba i vodozemaca
(Bly i sur. 1997, Lategan i Gibson 2003, Carbajal-Gonzalez i sur. 2011, Liu i sur. 2014, Liu i sur.
2015).

Istrazivanja bakterijskih zajednica kutikule slatkovodnih deseteronoznih rakova su malobrojna
(Topi¢ Popovic i sur. 2014, Skelton i sur. 2017) pa ovo istrazivanje predstavlja vrijedan doprinos
u tom podru¢ju. U jedinom postojeCem istrazivanju u kojem su uzgojeni bakterijski izolati
podrijetlom s kutikule rakova P. leptodactylus i A. astacus (ali i s podrucja usta, skrga, Zeluca,
hepatopankreasa i iz crijeva) koristena je masena spektrometrija MALDI-TOF za identifikaciju
izolata (Topi¢ Popovi¢ i sur. 2014). Stoga je jedan od ciljeva ovog rada bio identificirati bakterijske
izolate, osim sekvenciranjem gena 16S rRNA kao zlatnim standardom u identifikaciji bakterija, i
MALDI-TOF MS metodom (Yarza i sur. 2008). MALDI-TOF MS bazira se na usporedbi spektara
ribosomskih proteina izolata i referentnih uzoraka u bazi podataka (Lavigne i sur. 2013, Singhal i
sur. 2015). Ako se odgovarajuce reference nalaze u bazi podataka, MALDI-TOF MS ima prednosti
nad sekvenciranjem gena 16S rRNA jer je brzi, jeftiniji i ima bolju taksonomsku razluéivost.
Medutim, veliki nedostatak ove metode je Cinjenica da je referentna baza podataka vrlo ogranicena,
posebice za okoliSne bakterije (Bohme i sur. 2013, Topi¢ Popovic i sur. 2014, Santos i sur. 2016,
Timperio i sur. 2017), §to su pokazali i rezultati ovog istrazivanja. U ¢ak 56,25 % slucajeva ovom
metodom nije bilo mogucée identificirati izolat, a samo 12,5 % izolata je uspjesno identificirano do
razine vrste. U skladu s tim, u istrazivanju Topi¢ Popovié¢ i suradnika (2014) samo je jedan od

ukupno 23 analizirana izolata (4 %) sa rakova P. leptodactylus i A. astacus bio pouzdano
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identificiran do razine vrste. U drugim istrazivanjima dobiveni su bolji rezultati identifikacije
okoli$nih bakterija masenom spektrometrijom MALDI-TOF (Lamy i sur. 2011, Béhme i sur. 2013,
Topi¢ Popovic i sur. 2015). Primjerice, 36 % (16/45) bakterija porijeklom iz Arkti¢kog oceana bilo
je uspjesno identificirano do razine vrste (Timperio i sur. 2017). Losiji rezultati identifikacije
izolata masenom spektrometrijom MALDI-TOF dobiveni u ovom istrazivanju (12,5 % izolata
identificiranih do razine vrste) vjerojatno su uzrokovani ograni¢enjima referentne baze podataka
tj. razlikama u zastupljenosti razli¢itih rodova u bazi podataka. Primjerice, Timperio i suradnici
(2017) su primijetili da je kod roda Pseudomonas malena podudarnost izmedu identifikacije
MALDI-TOF MS metodom i metodom sekvenciranja gena 16S rRNA, a to je bio najéeséi rod u
ovome istrazivanju (29,17 % izolata). Stoga, iako MALDI-TOF MS metoda ima odredene
prednosti, referentna baza podataka trebala bi biti proSirena dodavanjem spektara veceg broja

razli¢itih okoli$nih izolata da bi bila primjenjivija u okoli$nim istrazivanjima poput ovoga.

Ovo je prvo istrazivanje koje je analiziralo epibiotske bakterije s kutikule signalnog raka, P.
leniusculus te se dobiveni rezultati ve¢inom podudaraju s istrazivanjem bakterijskih zajednica s
kutikule i drugih organa rakova A. astacus i P. leptodactylus, gdje je skoro polovica izolata (48 %)
bila iz roda Pseudomonas (Topi¢ Popovi¢ i sur. 2014). To se moZze objasniti sli¢nostima u pristupu
uzgoja bakterija jer su u ovom istrazivanju i U istrazivanju Topi¢ Popovi¢ i suradnika (2014)
koriSteni bogati neselektivni hranjivi mediji za uzgoj bakterija (PG1 i TSA kruta hranjiva podloga).
Takvi mediji za uzgoj pogodniji su za izolaciju brzorastu¢ih bakterija, kao §to su vrste iz roda
Pseudomonas (Vartoukian i sur. 2010). Nadalje, u ovome istrazivanju nije pronadena statisticki
znaajna razlika izmedu bakterijskih zajednica porijeklom s dvije razliCite vrste rakova (P.
leptodactylus i P. leniusculus) $to se moze objasniti sljede¢im: i) ograni¢en broj uzoraka (5 jedinki
po vrsti raka), i) uzgoj na bogatom hranjivom mediju koji selekcionira brzorastuce bakterije, i/ili
iii) sli¢nost mikrobnih zajednica kutikule izmedu dvije populacije rakova na slicnim stanistima
(Mreznica i Korana su obje krske rijeke sa slicnim hidromorfologijom te je us¢e Mreznice u Koranu

vrlo blizu lokacije sakupljanja rakova).

Nakon taksonomske analize bakterijskih izolata, testiran je njiithov potencijal da inhibiraju rast
micelija patogena A. astaci, uzro¢nika bolesti ra¢je kuge. Iako se patogen uglavnom prenosi
invazivnim stranim rakovima koji su ve¢inom imuni na bolest, nedavna istrazivanja pokazuju da i

neke zavicajne europske vrste rakova mogu pokazivati otpornost na racju kugu, ¢ak i na izuzetno
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virulentne genotipove (poput koriStenog genotipa PsI) (Martin-Torrijos i sur. 2017, Kokko i sur.
2018, Pacioglu i sur. 2020). Stoga je pretpostavka ovog istrazivanja bila da mikrobni izolati koji
potjecu s kutikule rakova, kako zavicajnih vrsta tako i invazivnih stranih vrsta, mogu igrati vaznu
ulogu u zastiti domacina od infekcije patogenom A. astaci. Testovima inhibicije identificirano je
16 izolata (33 %) koji su pokazali inhibiciju rasta micelija. Bakterije iz roda Pseudomonas (P.
chlororaphis, P. helmanticensis i P. lurida) pokazale su se kao najbolji inhibitori, §to se podudara
S ranijim istrazivanjima koja su pokazala inhibicijski efekt bakterija iz roda Pseudomonas na
oomicetne patogene (Bly i sur. 1997, De Vrieze i sur. 2015, Hunziker i sur. 2015, Liu i sur. 2015,
Ossowicki i sur. 2017, Wagner i sur. 2018). Primjerice, neki sojevi bakterija iz roda Pseudomonas
inhibirali su rast hifa i klijanje cista patogena iz roda Saprolegnia in vitro (Bly i sur. 1997, Carbajal-
Gonzaélez i sur. 2011, Liu i sur. 2015). Takav anatagonizam bakterija iz roda Pseudomonas prema
oomicetnim patogenima bio je ¢esc¢i kod bakterijskih izolata porijeklom iz vodenih ekosustava
nego kod izolata porijeklom iz kopnenih stanista (Wagner i sur. 2018). Poznato je da vrste iz roda
Pseudomonas mogu inhibirati rast micelija oomiceta lu¢enjem specifi¢nih lipopeptida (Liu i sur.
2015). Osim toga, neki izluéuju hlapljive organske spojeve koji takoder mogu inhibirati rast hifa,
ali i proizvodnju i klijanje sporangija kao i proizvodnju, klijanje i pokretljivost zoospora (De Vrieze
i sur. 2015, Hunziker i sur. 2015).

Osim vrsta iz roda Pseudomonas, ostali inhibirajuci izolati pripadali su rodovima Acinetobacter
(A. guillouiae), Aeromonas (A. encheleia, A. sobria), Bacillus (B. mycoides), Curtobacterium (C.
flaccumfaciens), Pantoea (P. ananatis) i Stenotrophomonas (S. rhizophila). Za neke od njih je ve¢
ranije pokazan inhibiraju¢i uc¢inak prema oomicetnim patogenima in vitro i in vivo. Primjerice,
jedan soj vrste Aeromonas media luci spoj nalik bakteriocinu koji moze inhibirati rast hifa i klijanje
cista patogena Saprolegnia sp. u in vitro uvjetima (Lategan i Gibson 2003). Takoder, endosimbioti
iz rodova Bacillus i Pantoea koji su izolirani iz sjemenki tikvica pokazali su antagonizam prema
biljnim oomicetnim patogenima Phytophthora capsici i Pythium aphanidermatum (Khalaf i
Raizada 2018). Osim toga, bakterija Bacillus subtilis/amyloliquefaciens inhibirala je rast hifa
patogena P. aphanidermatum (Cawoy i sur. 2014), dok su drugi izolati roda Bacillus ukljuc¢ujuéi
B. mycoides, ¢iji je izolat identificiran kao inhibitor i u ovome istrazivanju, inhibirali rast hifa
Aphanomyces euteiches, uzro¢nika bolesti trulezi korijena graska (Wakelin i sur. 2002). Dakle,
inhibicijski potencijal izolata iz roda Bacillus prema oomicetnim patogenima dokazan je u vise

sluéajeva, ali je ovdje prvi put dokazano njihovo inhibicijsko djelovanje prema patogenu A. astaci.
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U slucajevima izolata koji su pripadali vrstama Pseudomonas helmanticensis, P. lurida i
Stenotrophomonas rhizophila, izolati iste vrste pokazali su razli¢it inhibicijski potencijal.
Objasnjenje za tu pojavu moze biti to da je bakterijska vrsta relativno Siroka te su unutar nje Ceste
fenotipske varijacije (Lan i Reeves 2000, Staley 2006, Wiedenbeck i Cohan 2011). Ranije su
utvrdene varijacije u inhibicijskom potencijalu unutar iste vrste iz roda Pseudomonas prema
oomicetnom biljnom patogenu Phytophthora infestans (Hunziker i sur. 2015). Primjerice, rast
patogena P. infestans smanjen je izmedu 15 % i 62 % u prisutnosti razli¢itih izolata vrste P.
frederiksbergensis. Objasnjenje ove pojave moglo bi biti da su geni koji sudjeluju u proizvodnji
anti-oomicetnih sekundarnih metabolita smjesteni na mobilnim genetskim elementima §to bi
bakterijama omogucilo brzo stjecanje tih gena horizontalnim prijenosom, ali i njihovu brzu

deleciju.

U buduc¢nosti bi trebalo detaljno istraziti kemijske i bioloske mehanizme primjecenih inhibicijskih
ucinaka, posebno za bakterijske vrste koje su prvi put utvrdene kao inhibitori oomiceta (tj.
Curtobacterium flaccumfaciens, Pseudomonas helmanticensis, Pseudomonas lurida, Aeromonas
encheleia, Acinetobacter guillouiae, Stenotrophomonas rhizophila). Nadalje, inhibitori
identificirani u ovom istrazivanju mogli bi se koristiti za razvijanje odrzivih i okoli$no prihvatljivih
metoda za sprjeCavanje i tretman infekcije patogenom A. astaci u akvakulturi, ali je prije toga je
potrebno provesti in vivo pokuse u kojima bi se testirala primjena bakterijskih inokuluma u
akvakulturi. Postojeca istrazivanja ukazuju na to da koristenje odabranih sojeva inhibitora moze
biti korisno u biokontroli oomicetnih patogena i to je dokazano za neke bakterijske vrste koje su
identificirane kao inhibitori A. astaci i u ovome istrazivanju (Aeromonas sp., Pseudomonas sp.,
Bacillus mycoides). Primjerice, svakodnevno dodavanje bakterija Aeromonas media u akvarij s
bolesnim jeguljama Anguilla australis pospjesilo je njihov oporavak od bolesti saprolegnioze
(Lategan i Gibson 2003, Lategan i sur. 2004), a razli¢ite varijacije pripravaka s bakterijom Bacillus
mycoides povecale su urod graska koji je prethodno zarazen oomicetnim patogenom A. euteiches
(Wakelin i sur. 2002). Takoder, soj H6 bakterije iz roda Pseudomonas smanjio je smrtnost jaja
lososa uzrokovanu patogenom S. diclina u in vivo testovima (Liu i sur. 2015). Primjenjivost
odabranih izolata koji su pokazali snaznu inhibiciju prema patogenu A. astaci u ovome istrazivanju
trebalo bi testirati in vivo dodajuc¢i bakterijske inokulume u hranu kao probiotik ili kupanjem
zivotinja u bakterijskoj suspenziji (Balcazar i sur. 2006, Chauhan i Singh 2019). Prethodno je

dokazano da je koriStenje hrane s dodatkom vrsta iz roda Pseudomonas, odnosno probioticima,
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poboljsalo zdravlje i imunitet kozica Penaeus latisulcatus (Van Hai i sur. 2009), a inokulum
bakterija Pseudomonas fluorescens koji je stavljen u hranu smanjio je smrtnost kalifornijske
pastrve od patogena Vibrio anguillarum (Gram i sur. 1999). Takoder, kupanje atlantskog lososa u
suspenziji bakterija roda Pseudomonas smanjilo je smrtnost nakon zaraze bakterijom Aeromonas
salmonicida (Smith i Davey 1993). Takvi ¢e eksperimenti, kao nastavak ovog istrazivanja, otvoriti

nove moguénosti za razvoj biokontrole A. astaci koja je hitno potrebna u astacikulturi.

5. ZAKLJUCAK

U ovom su istrazivanju analizirane mikrobne zajednice s kutikule dvije vrste akvakulturno vaznih
slatkovodnih deseteronoznih rakova, P. leptodactylus i P. leniusculus te je prvi put pokazan njihov
potencijal da inhibiraju rast micelija patogena A. astaci, uzro¢nika bolesti rafje kuge. Glavi

zakljucci ovog istraZivanja su:

e medu bakterijskim izolatima s kutikule rakova P. leniusculus i P. leptodactylus prevladavali
su izolati iz roda Pseudomonas (56,25 %);

e od ukupno 48 bakterijskih izolata, njih 16 je pokazivalo inhibicijski potencijal - inhibitori
(33,33 %), a 32 izolata nije pokazivalo inhibicijski potencijal - ne-inhibitori (66,67 %);

e neki od najjacih inhibitora, odnosno onih ¢ija je udaljenost bakterijske kolonije od ruba
micelija A. astaci bila najveéa, bili su Pseudomonas chlororaphis POL 4.5.,
Curtobacterium flaccumfaciens PAL 3.3. i Aeromonas sobria POL 2.2.

Rezultati ovog istrazivanja prvi su korak prema boljem razumijevanju interakcija izmedu patogena
A. astaci i epibiotskih bakterija na kutikuli rakova. Osim toga, dobiveni rezultati mogu biti korisni
za razvijanje novih pristupa biokontrole oomicetnih patogena u ra¢joj akvakulturi poput probiotika
ili bakterijskih kupki koji bi zdrave zivotinje obranili od potencijalne infekcije ili kao lijek za

zivotinje ve¢ zarazene patogenom A. astaci.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Bakterijski izolati prikupljeni s kutikule rakova Pontastacus leptodactylus (POL) i
Pacifastacus leniusculus (PAL), njihova taksonomska klasifikacija i parametri vezani uz potencijal
inhibicije patogena Aphanomyces astaci (inhibitori ili ne-inhibitori). *vrijednost medijana na
temelju najmanje 3 mjerenja. Legenda za MALDI-TOF MS se nalazi u Tablici 3.

Prilog 2. Rezultati metode osnovnih komponenti (PC1 i PC2 ) za varijable rasta. Tablica pokazuje

standardnu devijaciju i udio varijance za prve dvije glavne komponente.

Prilog 3. Generalizirani linearni model s aov() funkcijom na varijablama povezanim s rastom
micelija A. astaci i bakterijskih izolata. Df = stupnjevi slobode, Sum Sq = suma kvadrata, Mean Sq
= srednji kvadrat. Vrijednosti za usporedivanje grupa (inhibitor/ne-inhibitor) su znacajne ako p <

0,05 1 oznacene su s *.
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Prilog 1. Bakterijski izolati prikupljeni s kutikule rakova Pontastacus leptodactylus (POL) i

Pacifastacus leniusculus (PAL), njihova taksonomska klasifikacija i parametri vezani uz potencijal

inhibicije patogena Aphanomyces astaci (inhibitori ili ne-inhibitori). *vrijednost medijana na

temelju najmanje 3 mjerenja. Legenda za MALDI-TOF MS se nalazi u Tablici 3.

Identifikacija bakterijskog izolata PARAMETRI VEZANI UZ INHIBICIJSKI EOTENCIJAL PREMA|
PATOGENU A astaci
Udaljenost
Ime izolata GenBank Radijus Radijus balizi:??s“kog
MALDI-TOF MS Sekvenciranje 16S rRNA gena (najbol je podudaranje u programu blastn) brajevi Model A..as‘tjutci bakterijskog izolatai ruba Tipinhibicije
mielija* izolata* A astaci
micelija*

PAL1.1. Acinetobacter celticus soj ANC 3831 1331/1348 (99 %) MN823086 | MODEL 1 39,5 725 0,00 ne-inhibitor
PAL1.2. Chryseobacterium aquaticum soj 10-46 1394/1402 (99 %) MN823087MODEL 1| 37,00 6,75 0,00 ne-inhibitor
PAL1.3. Pseudomonas chlororaphis (++) Pseudomonas chlororaphis soj NBRC 3904 1114/1117 (99 %) MN823088(MODEL 1| 11,00 8,25 18,25 inhibitor

PAL 1.4. Sphingobacterium kitahiroshimense soj 10C 1126/1131 (99 %) MN823089| MODEL 1| 25,00 7,50 1,50 ne-inhibitor
PAL15. Acinetobacter celticus soj ANC 3831 1341/1362 (98 %) MN823090| MODEL 1| 30,00 6,00 1,00 ne-inhibitor
PAL 2.1. Duganella zoogloeoides soj 1AM 12670 1100/1110 (99 %) MN823091[MODEL 1| 33,00 5,00 0,00 ne-inhibitor
PAL2.2. Pseudomonas frederiksbergensis (+) Pseudomonas silesiensis soj A3 1539/1539 (100 %) MN823092| MODEL 1| 28,50 6,00 0,00 ne-inhibitor
PAL 2.3. Sphingobacterium faecium soj NBRC 15299 1084/1103 (98 %) MN823093[MODEL 2| 49,00 12,00 1,00 ne-inhibitor
PAL 2.4. Streptomyces olivoviridis soj NBRC 12897 1475/1475 (100 %) MN823094[MODEL 1| 29,00 5,00 2,00 ne-inhibitor
PAL 25. Acinetobacter johnsonii soj ATCC 17909 1530/1530 (100 %) MN823095[MODEL 2| 31,00 6,00 0,00 ne-inhibitor
PAL3.1. Sphingobacterium faecium soj NBRC 15299 766/807 (95 %) MN823096 [ MODEL 2| 37,50 20,00 1,00 ne-inhibitor
PAL3.2. Agrobacterium larrymoorei soj AF3.10 1437/1437 (100 %) MN823097[MODEL 1| 30,50 4,50 0,00 ne-inhibitor
PAL3.3. Curtobacterium flaccumfaciens (+) Curtobacterium flaccumfaciens soj BCCM/LMG 3645 1477/1477 (100 %) MN823098| MODEL 2| 37,00 9,00 15,00 inhibitor

paL4q, | Pseudomonas Ch'°'°'(i‘;his RGOS Pseudomonas helmanticensis soj OHALL 1302/1308 (99 %) MN823099 | MODEL 1| 32,00 7,00 0,00 ne-inhibitor
PAL 4.2. Flavobacterium chungangense soj CJ7 1065/1081 (99 %) MN823100(MODEL 1| 29,00 11,00 0,00 ne-inhibitor
PAL 4.3. Staphylococcus succinus  subsp. casei soj SB72 1113/1114 (99 %) MN823101[MODEL 1| 32,00 6,00 2,00 ne-inhibitor
PAL5.1. Sphingomonas aquatilis soj NBRC 16722 1335/1360 (98 %) MN823102|MODEL 1| 31,00 5,00 1,00 ne-inhibitor
PAL5.2. Agrooccus jenensis (+) Agrococcus jenensis soj DSM 9580 1084/1084 (100 %) MN823103[MODEL 1| 28,00 6,00 0,75 ne-inhibitor




Identifikacija bakterijskog izolata

PARAMETRI VEZANI UZ INHIBICIJSKI POTENCIJAL PREMA|
PATOGENU A. astaci

Udal jenost
1me izolata ConBank Radijus | Radijus bal:::?]f‘s'f(og
MALDI-TOF MS Sekvenciranje 16S rRNA gena (najbol je podudaranje u programu blastn) brojevi Model A..as-tfxci bakterijskug izolatai ruba Tipinhibicije
mielija* izolata* A astaci
micelija*
POL1.1. Acinetobacter guillouiae soj ATCC 11171 1034/1047 (99 %) MN823104(MODEL 1| 18,50 12,00 10,25 inhibitor
POL1.2. Duganella sacchari soj Sac-22 1025/1033 (99 %) MN823105[MODEL 1| 32,00 7,00 1,00 ne-inhibitor
POL13. Bacillus thuringiensis soj NBRC 101235 1477/1477 (100 %) MN823106 MODEL 1| 28,00 12,00 0,50 ne-inhibitor
POL 1.4. Sphingomonas faeni soj MA-olki 1315/1349 (97 %) MN823107|MODEL 1| 32,00 5,00 0,00 ne-inhibitor
POL 2.1. Pseudomonas koreensis (+) Pseudomonas helmanticensis soj OHA11 1376/1379 (99 %) MN823108 [ MODEL 2| 36,00 10,00 14,00 inhibitor
pPOL2.2. Aeromonas sobria (++) Aeromonas sobria soj JCM 2139 1336/1338 (99 %) MN823109(MODEL 1| 17,00 7,50 14,00 inhibitor
POL23. Pseudomonas koreensis (+) Stenotrophomonas rhizophila soj e-p10 1336/1339 (99 %) MN823110|MODEL 2| 25,00 9,00 25,00 inhibitor
POL 2.4. Pseudomonas helmanticensis soj OHA11 1027/1031 (99 %) MN823111[MODEL 2| 41,50 10,50 13,50 inhibitor
POL 25. Aeromonas encheleia soj CECT4342 1269/1272 (99 %) MN823112(MODEL 1| 18,00 10,00 10,00 inhibitor
POL 2.6. Pseudomonas syringae soj DC3000 1392/1399 (99 %) MN823113|MODEL 1| 25,00 9,00 2,00 ne-inhibitor
POL 2.7. Pantoea ananatis soj 1846 1158/1164 (99 %) MNB823114|MODEL 2| 37,50 9,75 12,50 inhibitor
POL 3.1. Brevundimonas vesicularis soj 12165 1314/1324 (99 %) MN823115[MODEL 1| 33,00 6,00 0,00 ne-inhibitor
POL3.2. Pseudomonas extremorientalis (+) Pseudomonas lurida soj P 513/18 1271/1272 (99 %) MN823116 | MODEL 2| 48,50 12,00 5,00 ne-inhibitor
POL 3.3. Pseudomonas chlororaphis (++) Pseudomonas chlororaphis subsp. ?ggre;“;adens S0j ATCC 13985 11241122 |\ 1\ g23117|MoDEL 1| 17,00 7,00 16,00 inhibitor
POL 3.4. Bacillus mycoides soj NBRC 101228 1114/1115 (99 %) MN823118 MODEL 1| 19,50 9,00 7,00 inhibitor
POL 3.5. Pseudomonas koreensis (+) Pseudomonas helmanticensis soj OHA11 1099/1104 (99 %) MN823119|MODEL 2| 22,00 15,00 22,00 inhibitor
POL4.1. Pseudomonas extremorientalis (+) Pseudomonas lurida soj P 513/18 1407/1410 (99 %) MN823120[ MODEL 2| 39,50 9,00 14,00 inhibitor
POL4.2. Pseudomonas extremorientalis (+) Pseudomonas lurida soj P 513/18 1377/1382 (99 %) MN823121MODEL 1| 16,00 8,00 11,00 inhibitor
POL4.3. Chryseobacterium gambrini soj 5-1Stla 1403/1403 (100 %) MN823122|MODEL 1| 26,50 5,00 1,50 ne-inhibitor
POL 4.4. Stenotrophomonas rhizophila soj e-p10 1407/1416 (99 %) MNB823123|MODEL 1| 26,00 7,00 0,00 ne-inhibitor
POL 4.5. Pseudomonas chlororaphis soj NBRC 3904 1348/1362 (99 %) MN823124[MODEL 2| 17,75 17,25 25,25 inhibitor
POL 4.6. Pseudomonas chlororaphis (+) Pseudomonas helmanticensis soj OHA11 1379/1394 (99 %) MN823125| MODEL 2 7,00 36,00 19,00 inhibitor
POL4.7. Flavobacterium pectinovorum (+) Flavobacterium plurextorum soj 1126-1H-08 1097/1101 (99 %) MN823126MODEL 1| 25,00 7,00 2,00 ne-inhibitor
POL5.1. Stenotrophomonas rhizophila soj e-p10 1546/1546 (100 %) MN823127| MODEL 1| 30,50 6,75 0,25 ne-inhibitor
POL5.2. Acinetobacter johnsonii soj ATCC 17909 1369/1378 (99 %) MN823128| MODEL 1| 30,00 7,00 0,00 ne-inhibitor
POL5.3. Flavobacterium ginsengiterrae soj DCY55 1352/1382 (98 %) MN823129MODEL 1| 25,00 10,00 4,00 ne-inhibitor
POL 5.4. Acinetobacter rudis soj G30 1299/1305 (99 %) MN823130(MODEL 1| 25,00 8,00 4,00 ne-inhibitor
POL55. Exiguobacterium sibiricum soj 255-15 1555/1555 (100 %) MN823131(MODEL 1| 31,00 6,00 1,00 ne-inhibitor
POL 5.6. Flavobacterium oncorhynchi soj 631-08 1363/1369 (99 %) MN823132[MODEL 1| 26,00 9,50 2,00 ne-inhibitor
POLS5.7. Pseudomonas chlororaphis (+) Pseudomonas jessenii soj CIP 105274 1390/1400 (99 %) MN823133[MODEL 1| 30,00 6,00 2,00 ne-inhibitor




Prilog 2. Rezultati metode osnovnih komponenti (PC1 i PC2) za varijable rasta. Tablica pokazuje

standardnu devijaciju i udio varijance za prve dvije glavne komponente.

MODEL 1 PC1 | PC2 MODEL 2 PC1| PC2
Standardna devijacija 1,451 0,89 Standardna devijacija 1,42] 0,98
Udio varijance 0,701 0,26 Udio varijance 0,68] 0,32
Ukupni udio 0,70 0,96 Ukupni udio 0,68] 0,99

VELICINAMICELUA | 0,66 | 0,15| VELICINA MICELIJA |0,70| 0,00
VELICINA BAKTERUE |-0,42| 0,88| VELICINA BAKTERDE |0,50] 0,72
UDALJENOST -0,62|-0,45 UDALJENOST 0,51]-0,69

Prilog 3. Generalizirani linearni model s aov() funkcijom na varijablama povezanim s rastom
micelija A. astaci i bakterijskih izolata. Df = stupnjevi slobode, Sum Sq = suma kvadrata, Mean Sq
= srednji kvadrat. Vrijednosti za usporedivanje grupa (inhibitor/ne-inhibitor) su znac¢ajne ako p <

0,05 i oznadene su s *.

MODEL 1 Df | Sum Sq| Mean Sq| F wrijednost | p vrijednost MODEL 2 Df [ Sum Sq| Mean Sq|F vrijednost | p wrijednost
UDALJENOST 17702 | 770,2 286,2 <2e-16 *** UDALJENOST 1] 4614 | 4614 26,27 0,000624 ***
VELICINAMICELIJA | 1| 946,8 | 946,8 88,74 |5.26e-11*** VELICINAMICELIJA | 1| 4469 | 4469 3,78 0,05 *
VELICINA BAKTERIE | 1] 19,68 | 19,68 4,67 0,04* VELICINA BAKTERIJE | 1 2,8 2,8 0,018 0,85




8. ZIVOTOPIS

Nakon zavrietka Osnovne skole Pure DeZelica i Opé¢e gimnazije Ivana Sveara u Ivanié-Gradu,
2014. godine upisala sam preddiplomski studij Znanosti o okoliSu na Prirodoslovno—
matematickom fakultetu u Zagrebu kojeg sam zavrsila radom ,,Komenzalne bakterije s kutikule
rakova i njihov potencijalni znacaj u biokontroli uzro¢nika racje kuge“ pod mentorstvom doc. dr.
sc. Sandre Hudine. Diplomski studij smjer Znanosti o okolisu upisala sam 2018. godine. 2015.,
2017., 2018. i 2019. godine sudjelovala sam na manifestaciji No¢ biologije na Zoologijskom
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sudjelovala sam pasivno i aktivno s tri postera te pet usmenih izlaganja uz dobivene dvije
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rakova® (voditeljica projekta doc. dr. sc. Sandra Hudina) te sam napisala i vodila projekt
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