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1. Uvod

Zivotinjski patogeni Saprolegnia parasitica i Aphanomyces astaci iz skupine vodenih
plijesni (Oomycota) uzrocnici su velikih Steta u slatkovodnoj akvakulturi. Vrsta S. parasitica
odgovorna je za velike ekonomske gubitke u akvakulturi salmonida jer uzrokuje saprolegniozu
na odraslim ribama i njihovim jajascima, osobito kod lososa i pastrve (Shin i sur., 2017).
Patogeni mikroorganizam A. astaciobligatni je parazit i uzro¢nik racje kuge, vrlo ozbiljne bolesti
u akvakulturi rakova, osobito kod uzgoja zavicajnih europskih vrsta (Makkonen i sur., 2012).
Metode koje se koriste za kontrolu patogenih oomiceta, poput primjene formalina, Stetne su
za Covjeka, Zivotinje i okolis. Malahitno zelenilo bilo je najucinkovitije sredstvo za suzbijanje
oomicetnih patogena, ali je zbog kancerogenih i toksi¢nih ucinaka njegova uporaba danas
zabranjena u mnogim zemljama, ukljucujuci Europsku uniju, zbog ¢ega je doslo do porasta
incidencije oomicetnih bolesti (Torto-Alalibo i sur., 2005). To je dovelo do potrebe za razvojem
novih metoda temeljenih na prirodnim tvarima koje bi ucinkovito inhibirale patogena te
istovremeno pozitivno utjecale na domacina. Nedavna su istrazivanja pokazala da propolis,
tvar biljnog porijekla s poznatim antimikrobnim djelovanjem, ima potencijala u suzbijanju
oomicetnih patogena. Propolis je pokazao i pozitivan ucinak na zdravlje riba domadéina
pospjesujuci njihov rast ¢ime je istaknut njegov veliki potencijal za primjenu u akvakulturnoj
industriji (De la Cruz-Cervantes i sur., 2018). Do sada je pokazano inhibicijsko djelovanje
propolisa na rast micelija Zivotinjskih patogena A. astaci, S. parasitica i vrsta iz roda Pythium
te biljnih patogena Phytophthora cactorum i P. plurivora (Ivelji¢, 2019; Pazin i sur., 2019;
Jurcevi¢, 2018; Araujo i sur., 2016), dok djelovanje propolisa na klijavost zoospora, kao
infektivnog stadija patogenih oomiceta, do sada nije istrazeno. Cilj ovog rada bio je po prvi
puta /in vitro ispitati inhibicijski ucinak propolisa na klijavost zoospora dvaju oomicetnih

patogena S. parasiticai A. astaci.



2. Teorijski dio
2.1, Vodene plijesni (Oomycota)

Vodene plijesni (Oomycota) su eukariotski mikroorganizmi patogenog ili saprofitskog
nacina Zivota. Tradicionalno su zbog nekih znacajki poput hranjenja apsorpcijom i tvorbe
micelija, klasificirani u carstvo gljiva. Medutim, suvremene molekularne i biokemijske analize
ukazuju na to da su srodnije smedim algama (heterokontima) iz skupine Stramenopila (Torto-
Alalibo i sur., 2005; Kamoun, 2003) te se danas svrstavaju u tu skupinu unutar carstva

Chromista, zajedno s dijatomejama i algama (Songe, 2015).

Patogene vodene plijesni imaju sposobnost inficiranja mnogih biljnih i Zivotinjskih
domacina te uzrokuju brojne gospodarski vazne bolesti (Earle i Hintz, 2014). Nekoliko
patogenih vodenih plijesni odgovorno je za masovno uniStavanje populacija domacina u
prirodi, kao i velike gubitke u poljoprivredi i akvakulturi (Phillips i sur., 2008). Oomicetni
patogeni Zivotinja pripadaju redu Saprolegniales te uzrokuju infekcije riba, ribljih jaja,
vodozemaca i rakova te imaju veliki negativan utjecaj na slatkovodne ekosustave (Lone i
Manohar, 2018). Unutar reda Saprolegniales nalaze se tri glavna roda: Saprolegnia, Achlya i

Aphanomyces.

Pripadnici roda Saprolegnia uzrokuju saprolegniozu, bolest koju karakteriziraju vidljive
bijele ili sive mrlje vlaknastog micelija na tijelu ili perajama slatkovodnih riba (slika 1). Medu
njima, vrsta Saprolegnia parasitica je ekonomski jedan od vaznijih patogena salmonidnih riba,
poput lososa i pastrva te uzrokuje desetke milijuna dolara gubitka u akvakulturi u cijelom
svijetu, osobito u ékotskoj, Skandinaviji, éileu, Japanu, Kanadi i SAD-u (Songe, 2015; Torto-
Alalibo i sur., 2005). Ovaj patogeni mikroorganizam uzrokuje primarne infekcije na jajima i na
odraslim ribama, osobito na mjestima gdje je koZa vec¢ ozlijedena (Shin i sur., 2017).
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Slika 1. Juvenilni losos (a) (preuzeto iz Earle i Hintz, 2014) i kalifornijska pastrva
(Oncorhynchus mykiss) (b) (preuzeto iz Shin i sur., 2017) inficirana vrstom Saprolegnia

parasitica. Mjesta infekcije i krvarenja su oznacena

Rodu Aphanomyces pripadaju paraziti zivotinja, poput vrsta Aphanomyces astaci,
Aphanomyces invadans te Aphanomyces piscicida (Diéguez-Uribeondo i sur., 2009), ali i nekih
biljaka, poput A. euteiches (Parikh i sur., 2021). Patogeni mikroorganizam A. astac/ obligatni
je parazit rakova i uzrocnik racje kuge, smrtonosne bolesti europskih vrsta slatkovodnih rakova.
Jedan od simptoma bolesti je pojava melaniziranih mrlja na kutikuli (slika 2). Glavni prijenosnici
patogena su invazivne sjeverno-americke vrste rakova koje su ko-evoluirale s patogenom te
je njihovom introdukcijom patogen A. astac/dospio u Europu (Maguire i sur., 2016; Makkonen
i sur., 2012; Phillips i sur., 2008). Novijim istrazivanjima rasprostranjenosti ovog patogena u
populaciji slatkovodnih rakova u Hrvatskoj dokazano je da je A. astac/ prisutan kod svih
testiranih zavicajnih vrsta (Astacus astacus, Pontastacus leptodactylus, Austropotamobius
pallipes, A. torrentium) i neautohtonih americkih vrsta (Pacifastacus leniusculus) koje
nastanjuju hrvatske slatke vode (Pavi¢ i sur., 2021; Pavi¢ i sur., 2020; Maguire i sur., 2016).



Slika 2. Melanizirane mrlje na karapaksu (a) i na trbusnoj kutikuli (b) raka kao posljedica
imunog odgovora jedinke na infekciju patogenom A. astaci (Vralstad i sur., 2011)

Vodene plijesni imaju specifi¢an zivotni ciklus u kojem zoospore predstavljaju infektivni
stadij. Zivotni ciklus vrste S. parasitica prikazan je na slici 3, a ukljuuje nespolno i spolno
razmnozavanje, dok je Zivotni ciklus vrste A. astac za koju je poznato samo nespolno
razmnozavanje (Diéguez-Uribeondo i sur., 2009), prikazan na slici 4. Vrsta S. parasitica je
homotali¢na, Sto znaci da ista jedinka sadrzi i muske i Zenske spolne organe (Songe, 2015).
Faza spolnog razmnoZavanja zapocinje nastankom muskog (anteridij) i Zenskog (oogonij)
haploidnog gametangija. Spajanjem anteridija i oogonija dolazi do oplodnje te nastaje zigota
koja se naziva oospora. Morfoloski razli¢ita od zoospore, oospora je okruzena debljom
stijenkom koja ju stiti od nepogodnih vanjskih uvjeta, poput suse ili ekstremnih temperatura.
Nespolna faza Zivotnog ciklusa patogena A. astacii S. parasitica, ukljucujuci tvorbu sporangija
i zoospora, odgovorna je za razvoj bolesti kod podloznog domacina (Lone i Manohar, 2018;
Torto-Alalibo i sur., 2005). Zoospore se oslobadaju iz strukture sporangija koja nastaje u
specijaliziranoj hifi, sporangioforu. Sporulaciju mogu potaknuti nedostatak hranjivih tvari ili
nagli pad temperature (Van den Berg i sur., 2013). Zoospore se pokre¢u pomocu dva bica
(biflagelatne zoospore) i to im omogucuje pronalazenje odgovarajuéeg domacina. Primarne
zoospore su kratko aktivne te se ubrzo pretvore u primarnu cistu. Klijanjem primarne ciste
nastaju sekundarne zoospore koje mogu ostati pokretne i do nekoliko dana te se smatraju
glavnim infektivnim stadijem vrsta S. parasitica i A. astaci. Ako sekundarna zoospora
kemotaksijom nade odgovaraju¢eg domacina pretvara se u sekundarnu cistu koja proklije i
prodire u tkivo. Do takvih prodora hifa (slike 4-8), primjerice kod vrste A. astaci dolazi na

ostecenim dijelovima kutikule raka ili na mekim podrucjima, poput zglobova i abdominalnog



dijela kutikule (Phillips i sur., 2008; Unestam i Weiss, 1970). Kod vrste S. parasitica najcesce
se inficiraju kozne lezije (Shin i sur., 2017). Sekundarne ciste vrste A. astac/i nekih vrsta roda
Saprolegnia (ukljucujuci S. parasitica) mogu osloboditi nove sekundarne zoospore (Diéguez-
Uribeondo i sur., 1994; Cerenius i Soderhall, 1984). Takvo ponavljanje tvorbe cista i
oslobadanja zoospora naziva se poliplanetizam, a kod vrste A. astacimoze se ponoviti tri puta.
Poliplanetizam povecava vjerojatnost pronalaska odgovaraju¢eg domacina i na taj nacin
doprinosi patogenosti vodenih plijesni (Songe, 2015; Philips i sur., 2008; van West, 2006).

Sekundarna
zoospora
Primarna Sekundarna cista s
cista - tzv. kukicama
O e é e \
/ Poliplanetizam =

Primarna
zoospora e /

/ Otpustanje zoospora

g . Klijajuca cista
t Sporangij sa zoosporama
it 3020 w— Infekcija -
\ Micelij ribe Faza nespolnog razmnoZzavanja
/ L
Klijanje Faza spolnog razmnozavanja
0ospore  Qospora
Anterldl]

Oogonij

Slika 3. Zivotni ciklus vrste Saprolegnia parasitica (Lone i Manohar, 2018)
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Slika 4. Zivotni ciklus vrste Aphanomyces astaci. Sporangij (1) proizvodi plivajuce biflagelatne
zoospore (2, 3) koje se nakon nekoliko dana pretvore u ciste (4), a one ponovo u zoospore
(pojava poliplanetizma). Ako zoospore kemotaksijom pronadu pogodnog domacina (5) prelaze
u oblik ciste (6), klijaju (7) te hife prodiru kroz kutikulu raka (8). Micelij se Siri u organizmu
domacina (9) dok konacno ne dode do smrti raka, te se ponovo formiraju sporangiji (10)
(Vrélstad i sur., 2011)

2.2. Metode kontrole oomicetnih bolesti u akvakulturi

2.2.1. Tradicionalne metode kontrole

Metode koje se danas koriste za kontrolu oomicetnih bolesti u slatkovodnoj akvakulturi
temelje se na uporabi kemikalija Stetnih za Covjeka, zivotinje i okoliS. U proslosti je
najucinkovitije sredstvo bilo malahitno zelenilo (Shin i sur., 2017). Medutim, zbog
kancerogenih i toksicnih ucinaka, njegova je uporaba danas zabranjena u mnogim zemljama,
ukljucujudi EU i SAD, Sto je rezultiralo povecanjem incidencije oomicetnih bolesti (Torto-Alalibo
i sur., 2005). Umjesto malahitnog zelenila, ostale raspolozive opcije su formalin, hitozan,
bronopol, kalijev permanganat, bakrov sulfat, peroctena kiselina, UV zracenje te ozon (Lone i
Manohar, 2018; Jussila i sur., 2014; Cui i sur., 2011). Primjerice, pokazano je da formalin
smanjuje smrtnost kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiss) uzrokovanu patogenom S.
parasitica (Gieseker i sur., 2006). No, s druge strane, on negativno utjeCe na zdravlje radnika
koji njime rukuju u uzgajalistima riba kao i na zdravlje potroSaca jer se ostaci formalina mogu
detektirati u ribi (Wooster i sur., 2005). Nadalje, i druge kemikalije koje se trenutno koriste,

poput bronopola, bakrova sulfata i peroctene kiseline, takoder nisu odrziva rjeSenja i
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predstavljaju ozbiljnu prijetnju vodenoj bioti (Jacob i sur., 2016; Cui i sur., 2011; Norliana i
sur., 2009). Primjerice, koncentracije peroctene kiseline koje su ucinkovite protiv patogena A.
astaci mogu biti otrovne za vodene organizme (Jussila i sur., 2014).

2.2.2. Razvoj ekoloski prihvatljivih metoda kontrole

S obzirom na gore navedeno sve viSe se istrazuje mogucnost primjene prirodnih,
netoksic¢nih sredstava, poput eteri¢nih ulja i biljnih ekstrakata, u kontroli oomicetnih patogena.
Takva ekoloski prihvatljiva sredstva bi trebala biti ucinkovita protiv patogena, ali i sigurna za
ljude, odnosno potrosace, Zivotinje i okoliS. Mnoga istrazivanja pokazala su da alkoholni
ekstrakti (Tandel i sur., 2021; Pagliarulo i sur., 2018; Afzali i Wong, 2017; Borisutpeth i sur.,
2014; Borisutpeth i sur., 2009; Campbell i sur., 2001) i etericna ulja (Miljanovi¢ i sur., 2021;
Nardoni i sur., 2019; Hoskonen i sur., 2015; Madrid i sur., 2015; Metin i sur., 2015; Saleh i
sur., 2015; Gormez i Diler, 2014; Caruana i sur., 2012; Khosravi i sur., 2012; Pirbalouti i sur.,
2009) odabranih biljaka mogu /n vitro inhibirati oomicetne patogene, pri ¢emu su eteri¢na ulja
pokazala snazniji ucinak od alkoholnih ekstrakata (Pirbalouti i sur., 2009). Primjerice, za biljke
iz obitelji Lauraceae i Lamiaceae, poput vrsta Salvia officinalis, Thymbra spicatai Cinnamomum
zeylanicum, dokazana je inhibicija oomicetnih patogena slatkovodnih Zivotinja, ukljucujuci
vrste iz roda Saprolegniai Aphanomyces (Miljanovic i sur., 2021., Parikh i sur., 2021; Nardoni
i sur., 2019; Metin i sur., 2015; Gormez i Diler, 2014; Khosravi i sur., 2012; Pirbalouti i sur.,
2009; Campbell i sur., 2001). Shin i suradnici (2017) pokazali su da lawsone (2-hidroksi-1,4-
naftokinon), glavna komponenta u ekstraktu kane (Lawsonia inermis), moze promijeniti
propusnost membrane micelija te uzrokovati raspad stanicne membrane vrste S. parasitica,
Sto je ukazalo na njegov potencijal u suzbijanju saprolegnioze. Osim eteri¢nih ulja i biljnih
ekstrakata, propolis je takoder ekoloski prihvatljiv pripravak koji bi mogao postati i prikladno

antioomicetno sredstvo s obzirom na ranije pokazana antimikrobna i antifungalna svojstva.



2.3. Propolis

Propolis je viskozna i smolasta mjesavina tvari intenzivnog mirisa, a moze biti Zute,
smede ili gotovo crne boje, ovisno o biljnom podrijetlu (Sawicka i sur., 2012). PCele proizvode
propolis na nacin da sakupljaju biljne izluevine, ukljucujudi sluzi, gume, smole i tekucine, koje
zatim Zvacuci, mijeSaju s enzimima iz sline te na kraju s pcelinjim voskom. Propolis je poznat
i kao pcelinje ljepilo s obzirom da ga pcele koriste za popunjavanje Supljina i pukotina u
zidovima kosnica te kao toplinski izolator. Propolis pelama koristi i u obrani od kukaca i
patogenih mikroorganizama poput bakterija i gljivica (Przybytek i Karpinski, 2019; De la Cruz-

Cervantes i sur., 2018).

Kemijski sastav propolisa nije konstantan, nego se mijenja ovisno o vegetaciji,
zemljopisnom i ekoloskom podrucju te vremenu i nacinu sakupljanja (Bankova i sur., 2014).
Najcesée se sastoji od 45 — 55 % biljnih balzama i smole (flavonoidi, ukljucujuci flavonole,
flavone i flavanone, te fenolne kiseline i esteri), 8 — 35 % voska (uglavnom pcelinji vosak), 5
— 10 % etericnih ulja i aromaticnih tvari (primjerice pinen, eudesmol, viridiflorol, trikozan), 5
% masnih kiselina (uglavnom iz voska), 5 % peludi i 5 % drugih organskih spojeva (ketoni,
laktoni, kinoni, steroidi, Seceri) i minerala, od kojih su najzastupljeniji zeljezo i cink (De la Cruz-

Cervantes i sur., 2018).

Mnoga istrazivanja pokazala su da propolis ima antibakterijska, antifungalna,
antivirusna, antioksidativna, antikancerogena, protuupalna te imuno-stimulativha svojstva
(Soltani i sur., 2020; Przybytek i Karpinski, 2019; Simoni i sur., 2018; Sawicka i sur., 2012;
Schnitzler i sur., 2009; Kumazawa i sur., 2004; Bankova i sur., 1983). Primjerice, istrazivanja
su pokazala bakteriostatski i baktericidni utjecaj propolisa na Gram-pozitivhe i Gram-negativne
bakterijske patogene riba, poput vrsta Bacillus subtilis, Vibrio anguillarum i Vibrio harveyi, s
tim da je inhibicijski ucinak propolisa bio snazniji prema Gram-pozitivhim nego prema Gram-
negativnim bakterijama (Soltani i sur., 2020; Przybytek i Karpinski, 2019). Antimikrobno
djelovanje propolisa temelji se na njegovom kemijskom sastavu te je za neke komponente
propolisa, poput kafeinske kiseline, kvercetina i naringenina, pokazano da utjeCu na
propusnost membrane te inhibiraju pokretljivost bakterija. Medutim, smatra se da niti jedna
komponenta propolisa nema snaznije antimikrobno djelovanje od ukupnog ekstrakta, Sto
upucuje na sinergijsko djelovanje niza komponenti prisutnih u propolisu (De la Cruz-Cervantes
i sur., 2018).



2.4. Antioomicetno djelovanje propolisa

Unato¢ poznatim antimikrobnim svojstvima propolisa opisanima u prethodnom
poglavlju, istrazivanja koja pokazuju njegovo inhibicijsko djelovanje prema patogenima iz
skupine vodenih plijesni su malobrojna, a djelovanje propolisa na oomicetne uzrocnike bolesti
slatkovodnih Zivotinja je slabo istrazeno. Veéina postojecih istrazivanja je fokusirana na biljne
patogene oomicete, te je tako demonstrirano njegovo inhibicijsko djelovanje na vrstama iz
roda Phytophthora (P. infestans, P. parasitica, P. capsici, P. alni, P. plurivorai P. cactorum) te
na nekoliko vrsta iz roda Pythium (P. aphanidermatum i P. insidiosum) (Pazin i sur., 2019;
Jurcevi¢, 2018; Silva-Castro i sur., 2018; Yusuf i sur., 2005). Jedno istrazivanje je pokazalo da
propolis u smjesi s drugim komponentama, poput oligomera hitozana, moze ucinkovito
inhibirati rast biljnih patogena P. a/nii P. plurivora (Silva-Castro i sur., 2018). Nadalje, vecina
istrazivanja je demonstrirala inhibicijsku aktivnost propolisa prema rastu micelija patogenih
vodenih plijesni (Ivelji¢, 2019; Pazin i sur., 2019; Jurcevi¢, 2018; Aradjo i sur., 2016), dok je
njegov ucinak na zoospore, kao glavni infektivni stadij Zivotnog ciklusa, gotovo u potpunosti
neistrazen (Masek i sur., 2018; Araujo i sur., 2016; Campbell i sur., 2001). Antioomicetno
djelovanje propolisa prema vodenim plijesnima iz rodova Saprolegnia i Aphanomyces izrazito
je slabo istrazeno. Jurcevi¢ (2018) je demonstrirala inhibicijsko djelovanje etanolnih ekstrakata
propolisa prema Zivotinjskim i biljnim oomicetnim patogenima (A. astaci P. cactorum, P.
plurivora) te je najjaci inhibicijski ucinak propolisa postignut kod patogena rakova A. astaci.
Slicno istrazivanje provedeno je na patogenoj vodenoj plijesni S. parasitica u kojem su oba
testirana pripravka propolisa inhibirala rast micelija patogena (Ivelji¢, 2019). Osim na rast
micelija patogenih vodenih plijesni, Campbell i suradnici (2001) istrazili su inhibicijski ucinak
propolisa na zoospore. Pokazali su da propolis u koncentraciji 10 pg mL* moze u potpunosti

inhibirati pokretljivost zoospora patogena Aphanomyces invadans.



3. Materijali i metode

3.1. Pripravci propolisa
U radu su koristena dva tekuca pripravka propolisa (PIP d.o.0.): pripravak 1, P1 (200
mg suhe tvari propolisa mL?) i pripravak 2, P2 (250 mg suhe tvari propolisa mL*, 250 mg mL"
! ekstrakta kadulje, Salvia officinalis, te 190 mg mL'ekstrakta paprene metvice, Mentha

piperita). Pripravci propolisa otopljeni su u mjesavini etanola i deionizirane vode (1:1).

Fenolni sastav tekucih pripravaka propolisa odreden je vezanim sustavom tekucinske
kromatografije ultravisoke ucinkovitosti i dvojne masene spektrometrije (eng. u/tra
performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry, UPLC/MS-MS) u
Laboratoriju za procese susenja i pracenje stabilnosti bioloski aktivnih spojeva Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta (tablica 1). Dominantan spoj koji je prisutan u najvecoj koncentraciji
kod oba pripravka je flavon krizin (734 pg mL* u P1, 838 yg mL™! u P2), zatim flavon apigenin
(183 pg mL* u P1, 120 yg mL* u P2) i flavanon pinocembrin (35 ug mL* u P1, 16 ug mL* u
P2). Stoga je u ovom radu, osim testiranja djelovanja pripravaka propolisa na Kklijavost
zoospora patogenih oomiceta, testirano i djelovanje krizina (kao dominantnog predstavnika
flavona u testiranim uzorcima propolisa) i pinocembrina (kao dominantnog predstavnika

flavanona).
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Tablica 1. Sastav pripravaka propolisa P1 i P2 odreden vezanim sustavom tekucinske
kromatografije ultravisoke ucinkovitosti i dvojne masene spektrometrije

masena
koncentra_clija Y (Hg P1 P2
mL™)
Rutin 2,19 1,84
Kaempferol-3-rutinozid 0,00 2,96
Kvercetin-3-glukozid 0,00 0,45
Kaempferol-3-glukozid 0,00 11,44
Flavonoli Kvercetin-dimetileter 0,19 0,34
Izorhamnetin 0,24 0,40
Ramnetin 1,22 0,77
Galangin 6,96 7,00
Ukupno 10,80 25,20
Apigenin 182,593 119,528
Krizin 734,27 838,38
Rlavon Luteolin 30,10 19,11
Ukupno 946,97 977,01
Sakuranetin 0,48 0,00
Naringenin 1,77 1,09
Flavanoni Pinocembrin 34,74 15,78
Pinobanksin 0,26 0,11
Ukupno 37,25 16, 98
Flavonoidi Ukupno 995, 02 1019,20
Ferulinska kiselina 23,08 39,89
Izoferulinska kiselina 24,82 49,90
Kafeinska kiselina 5,41 4,75
p-kumarna kiselina 27,31 43,20
Fe"°'d“eeri"‘,i:§"“e ' Cimetna Kiselina 30,44 58,20
Fenetil ester kafeinske 2,30 2,95
kiseline (CAPE)
p-hidroksibenzojeva 2,32 2,49
kiselina (p-HBA)
Ukupno 115,69 201,39
Drugi spojevi Vanilin 39,15 22,44
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3.2. Uzgoj mikroorganizama
U istraZzivanju su koristena dva patogena mikroorganizma iz skupine Oomycetes:
Aphanomyces astaci (Schikora, 1906) soj B, Psl — genotip (izolat PEC 8) (osigurao F. Grandjean
iz Sveucilista u Poitiersu, Francuska) i Saprolegnia parasitica CBS 223,65 (osigurala R. Galuppi,
SveucdiliSte u Bologni, Italija). Mikroorganizmi su uzgajani u laboratoriju pri 18 °C na krutoj

hranjivoj podlozi PG1 (Unestam, 1965).

Priprema krute hranjive podloge PG1

Priprema hranjive podloge PG1 (Unestam, 1965) sastoji se od zasebne pripreme pet
razliitih otopina, njihove sterilizacije te potom mijeSanja u to¢no odredenim volumenima

prema zadanom redoslijedu.

Otopina 1 sadrzi 3 g Bacto-peptona (Biolife, Italia) otopljenog u 100 mL destilirane
vode.
Otopina 2 sadrzi 6 g D (+) glukoza-monohidrata (Kemika, Hrvatska) otopljenog u 100
mL destilirane vode.
Otopina 3 sadrzi:

e 1,70 g MgCl,-6H,0 (Gram-mol, Hrvatska)

e 1,45 g CaCly-2H,0 (Gram-mol, Hrvatska)

e 0,20 g FeCl3-6H,0 (Sigma Aldrich, Njemacka)

e 3,70 g KCI (Kemika, Hrvatska)

e 0,55 g dinatrijeve soli etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) (Sigma Aldrich,

Njemacka)
otopljenih u 1000 mL destilirane vode.

Otopina 4 je fosfatni pufer Ciji je pH = 7,0, a dobije se mijeSanjem:
e 611 mL sterilne otopine A: 0,067 M (9,5 g L) Na;HPO4 (Kemika, Hrvatska)
e 389 mL sterilne otopine B: 0,067 M (9,2 g L) NaH,PO4-H,O (Gram-mol,
Hrvatska)
Otopina 5 sadrzi 12 g agara (Liofilchem, Italy ) otopljenog u 600 mL vode.

Takoder se pripreme otopine antibiotika ampicilina i oksolinicne kiseline, i to na nacin
da se otopi 500 mg ampicilin-natrijeve soli (Sigma Aldrich, Njemacka) u 25 mL deionizirane
vode te 500 mg oksolini¢ne kiseline (Sigma Aldrich, Njemacka) u 2,5 mL 1 M NaOH i razrijedi

s 25 mL deionizirane vode.
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Svih pet otopina potrebno je zasebno autoklavirati pri temperaturi 121 °C kroz 15
minuta te ih potom ohladiti na temperaturu priblizno 45 °C. Nakon toga se otopine pomijesaju,
pri cemu treba paziti na redoslijed dodavanja otopina kako ne bi doslo do pojave taloga: u 600
mL otopine 5 polako se dodaje 100 mL otopine 4, zatim jednaki volumen otopine 3, pa otopine
1 i otopine 2 te se na kraju doda po 500 uL pripremljenih antibiotika. Dobivena otopina se
sterilno ulije u Petrijeve zdjelice. U postupku pripreme tekuce hranjive podloge PG1 umjesto

600 mL otopine 5 dodaje se 600 mL sterilne deionizirane vode.

3.3. Indukcija sporulacije u laboratorijskim uvjetima
Kod obje vrste vodenih plijesni, sporulacija je inducirana ispiranjem micelija sterilnom

poto¢nom vodom (Makkonen i sur., 2012; Diéguez-Uribeondo i sur., 1994).

U postupku sporulacije patogena S. parasitica se kruzi¢ agara (d = 5 mm), uzet s ruba
hranjive podloge koja je obrasla micelijem, stavi u 25 mL tekuceg PG1 medija u Petrijevu
zdjelicu (d = 90 mm). Nakon inkubacije pri 18 °C kroz 36 h u inkubatoru (EppendorfTM
InnovaTM 42, Njemacka), micelij se odvoji iz PG1 medija sterilnom pincetom te se tri puta
ispere sa po 2 mL autoklavirane potocne vode (Vrapcanski potok i slap Sopot, Medvednica)
pomocu sterilne Pasteurove pipete te ostavi 24 h u 20 mL autoklavirane vode za ispiranje pri

18 °C (dok se ne oslobode zoospore).

U postupku sporulacije vrste A. astaci po jedan kruzi¢ agara (d = 5mm), uzet s ruba
hranjive podloge s aktivno rastuéim micelijem patogena, stavi se u 12 sterilnih Erlenmeyerovih
tikvica (volumena 300 mL) s po 45 mL teku¢eg PG1 medija te inkubira Cetiri dana pri 18 °C u
inkubatoru (EppendorfTM InnovaTM 42, Njemacka). Potom se porasli micelij prebaci u 200 mL
autoklavirane potoc¢ne vode (Vrapcéanski potok i slap Sopot, Medvednica) u Erlenmeyerovoj
tikvici (300 mL) te ispire uz potresanje na linearnoj tresilici (Phoenix Instrument, RS — LS 5,
Njemacka) pri 18 °C kroz 45 min. Ovaj postupak ispiranja autoklaviranom poto¢nom vodom
se ponavlja joS dva puta, da bi se u Cetvrtoj vodi za ispiranje micelij ostavio 20 h, do

oslobadanja zoospora.

Nakon zavrSetka protokola sporulacije oba patogena, micelij se ukloni procjedivanjem
kroz sterilni lijevak s gazom, a u vodi se odreduje prosjecan broj oslobodenih zoospora
brojanjem u Thoma-inoj komorici na svjetlosnom mikroskopu (Zeiss Primo Star, Kina) pri
povecanju 100 x. Procijenjena konacna koncentracija zoospora za vrstu A. astaci bila je oko

100 000 zoospora mL?, a za vrstu S. parasitica oko 80 000 zoospora mL™.
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3.4. In vitro testiranje inhibicijskog ucinka propolisa na klijavost
zoospora patogenih oomiceta Aphanomyces astacii Saprolegnia
parasitica

Inhibicijski ucinak uzoraka propolisa i odabranih Cistih spojeva na klijavost i pokretljivost
zoospora vodenih plijesni A. astacii S. parasitica testiran je u mikroplo¢ama s 12 jazica (engl.
12-well plates). Za svaki uzorak testirano je do Sest dvostrukih razrjedenja, s pocetnim
koncentracijama od 124,0 yg mL™* za uzorak P1, 155,5 ug mL* za uzorak P2, 10,2 uyg mL* za
krizin, 2,5 pg mL! za pinocembrin i 0,3 pg mL*! za malahitno zelenilo (eng. malachite green,
MG). Za uzorke P1 i P2 te za pinocembrin kao negativna kontrola koriSten je etanol, za krizin

otopina 0,1 M NaOH, a za malahitno zelenilo dH,O.

Za indukciju klijanja zoospora A. astaci, u svaku jazicu dodano je 2 mL potocne vode s
dodatkom CaCl, (11,1 g L!), 20 pL testiranog uzorka (P1, P2, krizin, pinocembrin, malahitno
zelenilo) ili negativne kontrole (dH;O, 0,1 M NaOH, EtOH) te 2 mL vode sa zoosporama. Nakon
toga je slijedila inkubacija u trajanju od 16 h pri sobnoj temperaturi te
mikroskopiranje/fotografiranje klijajucih cista na inverznom mikroskopu (Carl Zeiss, Njemacka)

pri povecanju 200 x.

Voda sa zoosporama vrste S. parasitica vorteksirana je 45 s kako bi se sve zoospore
pretvorile u nepokretne ciste. Zatim, je u svaku jaZicu dodano 2 mL svjezeg PG1 medija, 20
ML testiranog uzorka (P1, P2, krizin, pinocembrin, malahitno zelenilo), odnosno negativne
kontrole, te 2 mL vode s cistama. Nakon inkubacije u trajanju od 1h pri 18 °C klijajuée ciste

fotografirane su na inverznom mikroskopu.

Za svaku vrstu i svako razrjedenje testiranog spoja napravljene su tri replike. Postotak
neproklijalih cista (odnosno postotak inhibicije klijavosti) odreden je brojeci sve ciste i klice u
tri nasumicno odabrana vidna polja. Proklijalom je smatrana ona cista Cija je klica bila duza od
promjera ciste. Zatim je u programu GraphPad Prism 9.1.1 odredena vrijednost ECsp, odnosno
minimalna koncentracija testiranog spoja pri kojoj se postize 50 %-tna inhibicija klijavosti
zoospora i to tako da su koncentracije uzoraka logaritmirane te je provedena nelinearna
regresija s uklapanjem krivulje. Postotci klijavosti u jazicama negativnih kontrola u koje su
dodana otapala umjesto uzoraka bili su u skladu s prethodno objavljenim podacima (Diéguez-
Uribeondo i sur., 1994; Hall i Unestam, 1980; Svensson i Unestam, 1975).
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4. Rezultati

U ovom je radu prvi put testiran inhibicijski ucinak propolisa te pinocembrina i krizina
na klijavost zoospora patogenih vodenih plijesni A. astacii S. parasitica. Rezultati prikazani u
tablicama 2-4 te na slici 5 pokazali su da oba pripravka propolisa imaju inhibicijski ucinak na

klijavost zoospora obje vrste patogena.

ECso vrijednosti odredene su za uzorke propolisa P1 i P2 te za malahitno zelenilo kod
obje vrste vodenih plijesni i za krizin kod vrste S. parasitica. Za pinocembrin nije bilo moguée
izraunati ECso ni kod patogena A. astaci ni kod patogena S. parasitica jer ni kod najvise
testirane koncentracije (2,5 ug mL?) nije postignuta 100 %-tna inhibicija klijavosti zoospora,
vec je postotak klijavosti iznosio 38,8 % kod A. astaci odnosno 65,3 % kod S. parasitica u
odnosu na ukupan broj cista (tablice 3 i 4). Isto tako, najviSa testirana koncentracija krizina
(10,2 pg mL?) nije uzrokovala 100 %-tnu inhibiciju klijavosti zoospora kod vrste A. astaci, ve¢

je postotak klijavost iznosio 47,1 % (tablica 4).

Inhibicija klijavosti obje vrste patogena uzorcima propolisa (P1 i P2) bila je usporediva.
ECso vrijednosti uzoraka P1 i P2 iznosile su 24 ug mLi 19 uyg mL* za vrstu S. parasitica te 15
Mg mLti 20 ug mL? za vrstu A. astaci. Za razliku od uzoraka propolisa, malahitno zelenilo, kao
poznati inhibitor oomiceta (Shin i sur., 2017) pokazao je tri redova veli¢ine snazniji ucinak:
ECso vrijednosti su iznosile 0,02 za vrstu A. astacii 0,03 za vrstu S. parasitica. Od testiranih
komponenti propolisa, krizin je imao jaci ucinak od pinocembrina koji nije pokazao gotovo
nikakav inhibicijski ucinak. Takoder, krizin je nesto jace inhibirao klijavost zoospora patogena
S. parasitica u odnosu na patogen A. astaci. ECso vrijednost krizina za klijavost zoospora vrste
S. parasitica iznosila je 3,1 pg mL?.
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Tablica 2. Klijavost zoospora patogena S. parasiticai A. astaciu prisutnosti pripravka propolisa

P1. Zelenom strelicom su oznacene neproklijale, a crvenom proklijale ciste

Mikroorganizam

S. parasitica A. astaci

uzorak

icija

P1 - kompletna inhi

ibicija

i¢na inh

P1 - djelom

etanol (negativna kontrola)
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Tablica 3. Postotak inhibicije klijavosti zoospora S. parasitica pri razliitim koncentracijama
pripravaka propolisa P1 i P2, malahitnog zelenila, krizina i pinocembrina

Inhibicija (%)

vy (ug mL?) | logy Replika 1 | Replika 2 | Replika 3

124 2,09342 100 100 100

62 1,79239 100 100 100

P1 31 1,49136 83,3 66,7 61,7

15,5 1,19033 50,3 40,7 50,3

7,8 0,89209 27,3 23 21,7

155,5 2,19173 100 100 100

77,7 1,89042 100 100 100

P2 38,9 1,58995 100 100 100

19,4 1,28780 83 69,5 73

9,7 0,98677 19,7 35,3 22,3

0,3125 -0,50515 100 100 100

0,156 -0,806875 100 100 100

MG 0,079 -1,102373 100 100 100

0,039 -1,408935 75 77,5 74

0,019 -1,721246 21 16,5 18

0,009 -2,045757 11,2 7,5 5,5

10,20 1,00860 99,7 96,3 95,3

5,10 0,70714 95 88,3 91,5

Krizin 2,55 0,40603 29,7 21 23,2

1,27 0,10380 6,3 9,7 3,5

0,64 -0,19382 2 2 4,5

0,16 -0,79588 3,2 2,5 2,5

2,5 0,39794 38,3 36,7 29,2

_ _ 1,3 0,11394 17 14,3 15,7
Pinocembrin 0,6 -0,22185 12 9,3 -
0,3 -0,52288 4,7 6,3 -
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Tablica 4. Postotak inhibicije klijavosti zoospora vrste A. astaci pri razli¢itim koncentracijama
pripravaka propolisa P1 i P2, malahitnog zelenila, krizina i pinocembrina

Inhibicija %

v (g mL?) | logy Replika 1 | Replika 2 | Replika 3
62 1,79239 100 100 100
p1 31 1,49136 100 100 100
15,5 1,19033 95,4 95,5 97,5
7,8 0,89209 86,4 85,1 86,2
155,5 2,19173 100 100 100
77,7 1,89042 100 100 100
P2 38,9 1,58995 100 100 100
19,4 1,28780 72,3 79,3 62,4
9,7 0,98677 45 44,7 50,9
0,3125 -0,50515 100 100 100
0,156 -0,80688 100 100 100
MG 0,079 -1,10237 100 100 100
0,039 -1,40894 100 100 100
0,019 -1,72125 79,9 65,4 57,2
0,01 -2 42,1 40 38
10,2 1,00860 57,4 53,2 48,1
Krizin 5,095 0,70714 35,8 37 37,1
0,6 -0,22185 24 27,6 18,3
2,5 0,39794 65,5 69,6 48,6
Pinocembrin 1,3 0,11394 56,7 73,7 72,7
0,6 -0,22185 65,7 69,2 71
0,3 -0,52288 61,8 67,2 74,7
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5. Rasprava

U ovom je istrazivanju prvi put testiran inhibicijski ucinak propolisa na klijavost
zoospora, kao infektivnog stadija patogena A. astaci uzroCnika racje kuge, i S. parasitica,

vaznog patogena u salmonidnoj akvakulturi.

Oba pripravka propolisa su podjednako inhibirala klijanje zoospora obje vrste patogena,
s ECso vrijednostima od oko 20 pg mL*. S obzirom da je ovo prvo istrazivanje inhibicijskog
ucinka propolisa na klijavost zoospora patogena A. astacii S. parasitica, dobivene inhibicijske
koncentracije mogu se usporediti s rezultatima ranijih istrazivanja koja su pokazala inhibicijski
utjecaj propolisa na rast micelija (Jurcevi¢, 2018; Ivelji¢, 2019) i pokretljivost zoospora vodenih
plijesni (Campbell i sur., 2001). Primjerice, koncentracije propolisa koje su uzrokovale inhibiciju
rasta micelija patogena A. astaci (Jurcevi¢, 2018) i S. parasitica (Ivelji¢, 2019) bile su i do Cetiri
reda velicine vise (200000 pug mL*) od ECsp vrijednosti utvrdenih u ovom radu. U skladu s tim,
u istrazivanju Campbell i suradnika (2001) utvrdeno je da je za potpunu inhibiciju pokretljivosti
zoospora potrebna do dva reda veli¢ine niza koncentracija propolisa (10 pg mL?) nego za
inhibiciju rasta micelija (2500 pg mL?) vrste A. invadans. Slicni rezultati dobiveni su i kada je
testirana osjetljivost zoospora i micelija oomiceta S. parasiticai A. astacina djelovanije etericnih
ulja kadulje, lovora i ruzmarina: zoospore su bile 1,2 do 6,5 puta osjetljivije od micelija
(Miljanovic i sur., 2021). Sve ovo upucuje na to da su zoospore osjetljivije od micelija na
djelovanje propolisa i drugih bioaktivnih komponenti porijeklom iz biljaka, Sto bi se moglo
pripisati razli¢itim mehanizmima djelovanja razliitih spojeva na zoospore i na micelij, kao i
razli¢itim detoksifikacijskim mehanizmima u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa oomiceta.
Medutim, da bi se razjasnilo ova pitanja potrebna su daljnja istrazivanja, ukljucujuci

transkriptomske i proteomske analize.

Nadalje, koncentracije propolisa koje su potpuno inhibirale klijavost zoospora patogena
A. astaci (31 yg mLtza P1i 39 yg mL*! za P2) bile su tri puta su veée od vrijednosti koje su
dobivene za pokretljivost zoospora vrste A. /invadans u istrazivanju Campbell i suradnika
(2001). Ovo bi se moglo objasniti time da je vrsta A. invadans nesto osjetljivija od vrste A.
astaci na djelovanje propolisa, medutim moguce je i da su razlike u rezultatima posljedica i
razliCitih koristenih pripravaka propolisa (koji se razlikuju u sastavu, Campbell i sur., 2001).
Osim toga, Campbell i suradnici su testirali inhibicijski utjecaj propolisa na pokretljivost, dok je
u ovom radu isto demonstrirano na klijavosti zoospora. U buducim bi se istrazivanjima trebala
sustavno usporediti osjetljivost razlicitin vrsta i sojeva iz rodova Aphanomyces i Saprolegnia

na razlicite pripravke propolisa.
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Uocena inhibicijska aktivnost propolisa moZe se pripisati njegovom bogatom sadrzaju
polifenola i sinergijskoj aktivnosti brojnih bioaktivnih komponenata. U ovom je radu, osim
inhibicijskog utjecaja propolisa na klijavost zoospora vodenih plijesni, testiran i utjecaj njegovih
dvaju glavnih komponenata, flavona krizina (0,3 % suhe tvari propolisa) i flavanona
pinocembrina (0,01 % suhe tvari propolisa). U slu¢aju pinocembrina maksimalna testirana
koncentracija od 2,5 pyg mL? nije uzrokovala gotovo nikakvu inhibiciju klijavosti zoospora
patogenih vodenih plijesni A. astacii S. parasitica. U usporedbi s tim, Montenegro i suradnici
(2019) su pokazali antioomicetnu aktivhost pinocembrina, izoliranog iz smolastog ekstrakta
bilike Escallonia illinita, kod koncentracija 125 pg mL* (minimalna inhibitorna koncentracija,
MIC) prema rastu micelija i kod 150 yg mL* (minimalna oomicidna koncentracija, MOC) prema
klijanju spora vrsta S. parasiticai S. australis. Moguce da bi se i u ovom radu postigla bolja
inhibicija klijavosti zoospora pinocembrinom da su testirane vise koncentracije pinocembrina,
medutim one nisu testirane jer se one odnose na koncentraciju pinocembrina u nerazrijedenom
propolisu (15-30 pg mL?), cija primjena u akvakulturi nije realno izvediva. Za razliku od
pinocembrina, krizin je pokazao nesto snazniji inhibicijski ucinak. Koncentracija krizina kod koje
je u ovom radu u potpunosti inhibirana klijavost zoospora vrste S. parasitica (10,2 yg mL?)
bila je za red veli¢ine niza od literaturnih vrijednosti, vjerojatno zbog toga Sto su zoospore
osjetljivije od micelija testiranog u ranijim istrazivanjima. Primjerice, u istrazivanju Aglero i
suradnika (2014) koncentracija krizina kod koje je postignuta 100%-tna inhibicija kvasaca
iznosila je 250 ug mL1. Nadalje, dobivena ECs vrijednost krizina od 3,1 ug mL* preniska je da
bi objasnila inhibiciju pripravaka propolisa te se moze zakljuciti da je sinergijski uc¢inak mnogih
spojeva prisutnih u propolisu jaci od ucinka bilo kojeg pojedinacnog spoja (De la Cruz-
Cervantes i sur., 2018; Masek i sur., 2018).

Ovim /n vitro istrazivanjem dokazano je ucinkovito djelovanje propolisa na zoospore
dvije patogene vrste vodenih plijesni A. astacii S. parasitica koje su uzroCnici bolesti racje
kuge i saprolegnioze te velikih Steta u akvakulturi. Time je ukazano na mogucnost primjene
propolisa u akvakulturi u svrhu zastite rakova i salmonidnih riba od ovih patogena. Ranija
istrazivanja ukazuju na veliki potencijal propolisa za primjenu u akvakulturnoj industriji s
obzirom da kao dodatak prehrani moze poboljsati rast, imunosni odgovor te otpornost na
bolesti razliCitih vrsta uzgojenih riba, poput kalifornijske pastrve (Kelestemur i sur., 2012; De
la Cruz-Cervantes i sur., 2018). Stoga bi se u nastavku istrazivanja trebali provesti in vivo
pokusi primjene propolisa kao suplementa u prehrani rakova i salmonida te testiranje njegovog
u€inka na parametre fitnesa Zivotinja, kao i smanjenje smrtnosti od bolesti racje kuge i

saprolegnioze.
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6. Zakljucak

Istrazivanja kojima je dokazano antioomicetno djelovanje propolisa su malobrojna te
je ovim radom prvi puta demonstriran inhibicijski u¢inak propolisa na klijavost zoospora vrsta

S. parasiticai A. astaci. Istrazivanjem je utvrdeno sljedece:

e Propolis je pokazao snazan inhibicijski ucinak na klijavost zoospora vrste A. astac/i

S. parasitica s dobivenim ECs vrijednostima u rasponu od 15 do 24 pug mL™.

e Malahitno zelenilo, kao poznati spoj koji inhibira comicetne patogene, pokazalo je
tri reda veli¢ine snazniji inhibicijski ucinak, i podjednako je inhibiralo klijanje
zoospora obje vrste (ECsp 0,02 pg mL? za vrstu A. astac/ i 0,03 ug mLtza S.

parasitica).

e Od testiranih komponenti propolisa, krizin je imao jaci uc¢inak (ECso 3,1 ug mL? za
S. parasitica) od pinocembrina koji nije pokazao gotovo nikakav inhibicijski ucinak

te ECso vrijednosti nisu mogle biti utvrdene.
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