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1. UVOD

Posljednih desetljeca uocen je porast incidencije bolesti uzrokovanih gljiviénim i gljivama
slicnim patogenima S§to je dovelo do smanjenja populacija divljih zivotinja domacina te
ekonomskih gubitaka u proizvodnji hrane, ukljucujuc¢i akvakulturni sektor. Posebno negativan
utjecaj primijeéen je u slatkovodnim ekosustavima gdje je, u odnosu na kopnene ekosustave,
doslo do znatno veéeg pada bioraznolikosti (Martin-Torrijos i sur., 2021). Unutar slatkovodnih
ekosustava, deseteronozni rakovi iz porodice Astacidae smatraju se klju¢nim vrstama zbog
svojeg utjecaja na bioraznolikost i stabilnost ekosustava, ali su u posljednjih nekoliko deseljeca
sve viSe ugrozeni (Maguire i sur., 2016). Smatra se da je bolest ra¢ja kuga, uz unistavanje
prirodnih stanista, pada kvalitete vode i unosenja Stranih invazivnih vrsta rakova, jedan od
glavnih uzroka smanjenja populacija zavic¢ajnih europskih vrsta rakova u zadnjih 150 godina
(Jussila i sur., 2021; Maguire i sur., 2016). Racja kuga je visokozarazna smrtonosna bolest
uzrokovana patogenom Aphanomyces astaci Schikora 1906 (Oomycota, vodene plijesni) koji
se nalazi na popisu 100 najopasnijih invazivnih vrsta u svijetu i to upravo zbog znacajnog
negativnog utjecaja na zavicajne europske vrste rakova (Lowe i sur., 2000). Osim $to ugrozava
prirodne populacije slatkovodnih rakova, rac¢ja kuga uzrokuje i velike ekonomske gubitke u
akvakulturi rakova (Harlioglu, 2007). Pojava ove bolesti dovela je do zna¢ajnih gospodarskih
Steta u Skandinaviji, Njemackoj, Spanjolskoj i Turskoj, gdje su gubitci u proizvodnji rije¢nog
raka Astacus astacus i uskoskarog raka Pontastacus leptodactylus ponekad vec¢i i od 90 % (Resh
i Rosenberg, 2015).

Unato¢ svim naporima Koji se ulazu u istrazivanja, do danas nisu pronadene ucinkovite, a
istovremeno ekoloski prihvatljive metode za kontrolu i suzbijanje ove bolesti (Martin-Torrijos
i sur., 2017). Najucinkovitiji se pokazao tretman malahitnim zelenilom, medutim njegova
upotreba je ve¢ 20 godina zabranjena zbog dokazanog kancerogenog i teratogenog uéinka
(EFSA, 2018; Caruana i sur., 2012; Carral i sur., 2009). Trenutno dostupni tretmani temelje se
na primjeni kemikalija kao $to su formalin, bronopol, bakrov sulfat i peroctena kiselina, koji,
(Pedersen i sur., 2010; Wooster i sur., 2005). Zbog svega navedenog nuzno je razviti nove,
ekoloski prihvatljive metode za kontrolu uzro¢nika racje kuge koje bi zamijenile postojece

kemijske metode.

Jedna od moguénosti, koja je trenutno vrlo slabo istrazena, je biokontrola prirodno prisutnim
bakterijama koje zive u simbiozi s rakovima. Selekcionirane bakterije trebale bi imati

antagonisticki u¢inak na patogena, bez stetnog u¢inka na domacina. Do sada jedino istrazivanje
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u tom smjeru pokazalo je da su na kutikuli rakova prisutne bakterije koje imaju moguénost
inhibicije rasta micelija patogena A. astaci te je vise od polovice identificiranih inhibitora (56
%) pripadalo rodu Pseudomonas (Orli¢ i sur., 2021). Medutim, u 0vom je istrazivanju obraden
relativno mali broj izolata (48), i to samo s dvije vrste rakova — invazivnog sjevernoamerickog
signalnog raka Pacifastacus leniusculus i =zavicajnog uskoskarog raka Pontastacus
leptodactylus. Stoga je cilj ovog rada bio analizirati veéi broj bakterijskih izolata prirodno
prisutnih u biofilmu kutikule vise vrsta slatkovodnih rakova, invazivnog signalnog raka
Pacifastacus leniusculus i sve Cetiri vrste zavicajnih rakova koji dolaze na podrucju Hrvatske,
uskoskarog raka Pontastacus leptodactylus, rije¢nog raka Astacus astacus, poto¢nog raka
Austropotamobius torrentium i bjelonogog raka Austropotamobius pallipes, te istraziti njihovu

sposobnost da inhibiraju rast micelija patogena A. astaci.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. Deseteronozni rakovi

Deseteronozni rakovi iz porodice Astacidae smatraju se kljuénim vrstama u slatkovodnim
ckosustavima gdje svojom veli¢inom i ulogom u hranidbenim mrezama doprinose stabilnosti
Citave zajednice (Maguire i sur., 2016). Imaju dug Zivotni vijek, omnivorni nacin prehrane te

su veéi od ostalih beskraljeznjaka s kojima dijele staniSte (Reynolds i sur., 2013).

U proslosti i danas mnogi ¢imbenici su negativno utjecali na rasprostranjenost i veli¢ine
populacija rakova u Europi, poput unoSenja i Sirenja invazivnih vrsta rakova (veé¢inom
porijeklom iz Sjeverne Amerike) i one¢is¢enja vode. Jedan od najznacajnijih Stetnih ¢imbenika
koji i danas ostavlja velike negativne posljedice na europske populacije rakova je slu¢ajno
unosenje racje kuge, bolesti uzrokovane patogenom A. astaci (Oomycota, vodene plijesni), u
19. stolje¢u u Europu. Patogen je unesen s invazivnim vrstama rakova iz Sjeverne Amerike te
ostavio nepovratne posljedice na distribuciju rakova na europskom kontinentu (Kouba i sur.,
2014).

Danas u Europi dolaze tri roda zavicajnih rakova, Astacus, Pontastacus i Austropotamobius te
pet vrsta: Astacus astacus (Linnaeus, 1758) — rije¢ni rak, Astacus pachypus (Rathke, 1837),
Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) — bjelonogi rak, Austropotamobius torrentium
(Schrank, 1803) — poto¢ni rak i Pontastacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) — uskoskari rak.

Osim navedenih zavicajnih vrsta rakova, na podrucju Europe danas dolazi i ve¢i broj invazivnih



stranih vrsta rakova, koji se mogu podijeliti u dvije skupine: ,,stare invazivne vrste“ i ,,nove
invazivne vrste®. U stare invazivne vrste ubrajaju se tri vrste sjevernoamerickih rakova koje su
unesene prije 1970-ih godina: Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) — bodljobradi rak,
Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) — signalni rak i Procambarus clarkii (Girard, 1852).
Bodljobradi rak je unsen u Njemacku krajem 19. stoljeca i do danas se smatra kroni¢nim
izvorom patogena A. astaci genotipa d, koji se osim na podru¢ju Njemacke, danas moze pronaci
i u Spanjolskoj te Ceskoj (Martin-Torrijos i sur., 2021; Harlioglu, 2007). Nadalje, 1960-ih
godina je u Europu unesen signalni rak Pacifastacus leniusculus za kojeg se smatralo da ¢e biti
jedna od akvakulturno najproduktivnijih vrsta (Guan, 2000). Medutim, u Engleskoj je nakon
uvodenja signalnog raka doslo do drasticnog pada populacija zavicajne vrste A. pallipes, a u
nekim podrucjima je gubitak bio veci i od 95 % (Chadwick, 2019). Osim velikih gubitaka u
Engleskoj, uvodenje signalnog raka je progirilo ra¢ju kugu po Svedskoj, Njemackoj i Finskoj
(Harlioglu, 2007). Signalni rak je prenositelj A. astaci genotipa b koji je danas Siroko
rasprostranjen i moze se pronaéi na podruéju Spanjolske, Austrije, Svedske, Finske, Ukrajine,
Moldavije, Turske i Hrvatske (Martin-Torrijos i sur., 2021; Pavi¢ i sur., 2020; Maguire i sur.,
2016). Krajem 20. stolje¢a u Spanjolskoj se pojavio crveni moévarni rak Procambarus clarkii,
takoder nositelj A. astaci genotipa d te se od tamo Siri u druge europske zemlje, poput
Francuske, Italije i Njemacke (Martin-Torrijos i sur., 2021; Loureiro i sur., 2018; Souty-Grosset
i sur., 2016). Osim genotipa b i d, u Europi je rasprostranjen i genotip a koji je detektiran na
podru¢ju Slovenije, Austrije, Ceske, Danske, Svedske, Finske, Srbije, Turske i Hrvatske
(Martin-Torrijos i sur., 2021; Pavi¢ i sur., 2021, 2020; Maguire i sur., 2016). Od 1980. godine
do danas uneseno je jo§ osam vrsta invazivnih rakova $§to danas ¢ini ukupno jedanaest
invazivnih vrsta na podru¢ju Europe. U grupu ,,novih invazivnih vrsta“ pripadaju dvije
australske vrste: Cherax destructor Clark (1936) i Cherax quadricarinatus (von Martens, 1868)
i Sest vrsta sjevernoamerickih rakova: Orconectes immunis (Hagen, 1870), Faxonius juvenilis
(Hagen, 1870), Faxonius virilis (Hagen, 1870), Procambarus acutus (Girard, 1852),
Procambarus virginalis (Lyko, 2017) i Procambarus alleni (Faxon, 1884). Pretpostavlja se da
¢e se zbog uvoza novih vrsta rakova za akvakulturu trend porasta invazivnih vrsta nastaviti i
dalje (Kouba i sur., 2014). Osim $to su prenosioci bolesti, invazivne vrste su i snazni
kompetitori zavi¢ajnim vrstama rakova jer su agresivnije, otpornije na bolesti, brzo rastu kao
jedinke, ali i kao populacija pa mogu lako kolonizirati nova podrugja i istisnuti zavicajne vrste
rakova (Holdich i sur., 2009).



U Hrvatskoj dolaze ¢etiri vrste zavic¢ajnih rakova: Astacus astacus, Pontastacus leptodactylus,
Austropotamobius pallipes i Austropotamobius torrentium (Maguire i Gottstein-Matocec,
2004) i tri vrste stranih invazivnih vrsta rakova: Faxonius limosus, Pacifastacus leniusculus i
Procambarus virginalis (Samardzi¢ i sur., 2014; Maguire i sur., 2008; Maguire i Klobuc¢ar,
2003). Istrazivanja su pokazala da je patogen A. astaci prisutan i na zavi¢ajnim i na invazivnim

vrstama rakova u Hrvatskoj (Pavic¢ i sur., 2021; Pavi¢ i sur., 2020; Maguire i sur., 2016).

2.1.1. Akvakulturni uzgoj rakova (astacikultura)

Akvakultura se definira kao kontrolirani proces uzgoja vodenih organizama (GSA, 2019). lako
ljudi uzgajaju vodene organizme za hranu ve¢ tisu¢ama godina, akvakultura je tek nedavno
dozivjela procvat u cijelom svijetu (Rocha i sur., 2022). Zbog stalnog rasta ljudske populacije
i prekomjernog izlova iz oceana i slatkih voda, neophodan je alternativan izvor vodenih
organizama za ljudsku prehranu. Procjenjuje se da ¢e do 2050. godine na Zemlji Zivjeti 10
milijardi ljudi i da ¢e se potraznja za Zivotinjskim proteinima povecati za ¢ak 52 % (GSA,
2019). Zbog toga je danas akvakultura najbrze rastuéi sektor proizvodnje hrane i igrat ¢e veliku
ulogu u prehranjivanju budué¢ih generacija. Svjetskom akvakulturom dominira Azija (88,7 %
ukupne proizvodnje), a nakon nje Sjeverna i Juzna Amerika (4,6 %), Europa (3,8 %), Afrika
(2,7 %) i Oceanija (0,2 %). U Europi 83,5 % akvakulture ¢ini uzgoj morskih organizama, a
Norveska se istiCe kao glavni proizvoda¢ s vise od 50 % ukupne proizvodnje (Rocha i sur.,
2022).

Slatkovodni rakovi smatraju se idealnim organizmima za uzgoj u akvakulturi zato $to su
Europi se uzgajaju dvije vrste zavicajnih rakova: Astacus astacus (rijecni rak) i Pontastacus
leptodactylus (uskoskari rak), a najveci proizvodaci su Austrija, Velika Britanija, Danska,
Finska, Francuska, Njemacka, Irska, Italija, Litva, Norveska, Rusija, Spanjolska i Svedska
(FAO, 2020; Holdich, 1993). Osim navedenih zavicajnih vrsta, na podruc¢je Europe su unesene
itri vrste sjevernoamerickih rakova, Faxonius limosus, Pacifastacus leniusculus i Procambarus
clarkii, za koje se smatralo da imaju veliki potencijal u akvakulturi. Medutim, danas se ubrajaju
u invazivne vrste koje prenose uzro¢nika racje kuge, patogena A. astaci, europskim vodotocima
(Harlioglu, 2007). Prema EU Uredbi br. 1143/2014, u drzavama ¢lanicama Europske unije

zabranjeno je razmnoZzavanje, uzgoj, prijevoz, kupnja, prodaja, upotreba, razmjena, drzanje i



pustanje invazivnih stranih vrsta (The European Parliament and the Council of the European
Union, 2014).

Unato¢ svim dobrobitima akvakulture kao §to su proizvodnja kvalitetne hrane, izvor radnih
mjesta i veliki prihodi, ne mogu se zanemariti mnogi negativni u¢inci koje ova gospodarska
grana ostavlja na okolis (Martinez-Porchas i Martinez-Cordova, 2012). Akvakulturom se stvara
organski otpad iz ostataka hrane i izmeta organizama, mikrobnom razgradnjom organske tvari
trosi se kisik, te se u vodi moze povecati koncentracija amonijaka i sulfida (Tom i sur., 2021,
Zhang i sur., 2020; Effendi i sur., 2015). Osim organskih spojeva, otpadne vode iz
akvakulturnih postrojenja sadrze i razlic¢ite kemikalije koje se koriste za odrzavanje objekata za
uzgoj i lijekove koji se upotrebljavaju za suzbijanje bolesti Zivotinja (Kawsar i sur., 2022).

Stoga akvakultura ¢esto ima visestruke negativne ucinke na akvaticke zivotne zajednice.

2.2. Racja kuga

Racja kuga je visokozarazna smrtonosna bolest rakova uzrokovana patogenom Aphanomyces
astaci koji se nalazi na popisu 100 najopasnijih invazivnih vrsta u svijetu (Martin-Torrijos i
sur., 2017; Lowe, 2000). Jedna je od najopasnijih i najistrazenijih bolesti slatkovodnih
deseteronoznih rakova te ima znacajne negativne ucinke na prirodne populacije zavicajnih
rakova u Europi i $ire, a uzrokuje i velike ekonomske gubitke u akvakulturi slatkovodnih rakova
(Harlioglu, 2007). Patogen A. astaci spada u vodene plijesni, Oomycota. lako prvotno smatrana
gljivama, ova skupina mikroorganizama je danas svrstana zajedno s dijatomejama i smedim

algama u skupinu prazivotinja koja se naziva Chromista (OIE, 2009).

Racja kuga klasi¢an je primjer pojave bolesti kao posljedice unosenja stranih vrsta u novu
biogeografsku regiju. Bolest potjece iz Sjeverne Amerike gdje patogen koegzistira s prirodnim
domacéinima, odnosno slatkovodnim desetonoznim rakovima, ne uzrokujuéi znacajan mortalitet
jer su jedinke domacina uglavnom otporne na razvoj bolesti zahvaljuju¢i dugogotrajnoj
koevoluciji s patogenom (Martin-Torrijos i sur., 2017). Translokacijom sjevernoamerickih
rakova patogen se brzo proSirio diljem svijeta, pa tako 1 Europom, gdje je prvi puta unesen
krajem 19. stolje¢a. Kod zavicajnih europskih vrsta rakova imunosni sustav ne reagira tako
ucinkovito na prisutnost uzro¢nika racje kuge kao kod sjevernoamerickih invazivnih vrsta pa
su jedinke najc¢esce podlozne razvoju smrtonosne bolesti (Martin-Torrijos i sur., 2021; Martin-
Torrijos i sur., 2017). Otpornost sjevernoamerickih vrsta rakova objasnjava se time Sto oni

kontinuirano proizvode visoke razine profenoloksidaze (proPO), enzima koji je odgovoran za



melanizaciju hifa kataliziranjem reakcije oksidacije fenola u melanin, i vazna je komponenta
urodenog imunosnog sustava deseteronoznih rakova. Kod zavicajnih vrsta rakova aktivacija

(Cerenius i sur., 2003).

Osnovni stadij vegetativnog dijela Zivotnog ciklusa patogena A. astaci ¢ine hife odnosno micelij
(slika 1). Hife se difuzno granaju, nisu podijeljene septama (pregradama), ujednacene su Sirine
od 7,5 do 9,5 um i bezbojne. Zoospore ¢ine infektivni stadij zivotnog ciklusa i formiraju u
sporangijima koji su jednake Sirine kao hife, ali su od njih odvojeni pregradom. Izmedu deset i
Cetrdeset primarnih zoospora formira grozd koji strsi iz vrha sporangija. Zoospore su promjera
9 do 11 um i imaju dva bic¢a koji im omogucuju plivanje prema hranjivim tvarima. Ako nakon
nekoliko dana plivanja ne pronadu odgovarajuéeg domacina, prelaze u oblik ciste. Nakon
razdoblja mirovanja, ciste se mogu ponovno razviti u plivaju¢e zoospore. Kada pronadu
odgovarajuci supstrat, zoospore se vezu za njegovu povrsinu i odbacuju bi¢eve te tako stvaraju
sekundarnu cistu koja moze proklijati u nove hife. Vecina spora nastaje kada domacin ugine,
ali dokazano je i oslobadanje spora kod asimptomatskih jedinki prenosioca (Viljamaa-Dirks,
2016). Neki od simptoma bolesti su dnevna aktivnost, progresivna paraliza, otpadanje udova te
smede ili crne mrlje na kutikuli koje su posljedica reakcije melanizacije, odnosno imunosnog
odgovora domacina na prodor hifa patogena (slika 2). Smrt se dogada unutar nekoliko dana ili

tjedana od pocetka infekcije (DAWE, 2019).

Do sada je identificirano pet genotipova patogena: A (As), B (Psl), C (Psll), D (Pc) i E (Or)
(Huang i sur., 1994). Za sve genotipove, osim za A ¢iji je izvorni domacin nepoznat, utvrdeno
je da su njihovi izvorni domacini sjevernoamericke vrste rakova. Tako je izvorni domacin
genotipova B i C signalni rak Pacifastacus leniusculus, dok su domacini genotipova D i E vrste
Procambarus clarkii odnosno Faxonius limosus. Mikroorganizam Aphanomyces astaci
genotipa As odgovoran je za prvu epidemiju racje kuge u Europi u 19. stoljecu te se danas
uglavnom moze detektirati na zavi¢ajnim vrstama rakova u Europi (Martin-Torrijos i sur.,
2017). Takvi rakovi su kroni¢no zaraZeni, ali vitalni te naj¢e$¢e ne dolazi do masovnog
umiranja unutar populacije. Primjer takve kroni¢no zarazene vijabilne zavicajne populacije je
populacija rijeCnog raka A. astacus u rijeci Korani (Pavi€ i sur., 2021). Za razliku od genotipa
A, genotipovi B i E pokazuju izuzetno visoku virulentnost prema zaviCajnim vrstama.

Primjerice, genotip B je uzrokovao masovni pomor rije¢nog raka A. astacus u Finskoj i

uskoskarog raka P. leptodacylus u Turskoj, a genotip E rije¢nog raka A. astacus i potocnog raka



A. torrentium u Ceskoj (Mojziova i sur., 2020; Kokko i sur., 2018; Grandjean i sur., 2014;
Makkonen i sur., 2014; Viljamaa-Dirks i sur., 2013).

f Sjevernoamericke vrste rakova \
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Slika 1. Usporedba zivotnog ciklusa patogena A. astaci na sjevernoamerickim vrstama rakova
koje su prenosioci patogena i na europskim vrstama koje su podlozne zarazi. Sekundarna
zoospora ispustena iz primarne ciste (1), zoospora iz koje nastaje sekundarna cista na povrSini
kutikule raka (2a), zoospora na neodgovaraju¢oj povrsini ne moze proklijati (2b), epikutikula
raka (3), klijajuca cista (4), kutikula raka (5), melanizirane hife (6a), nemelanizirane ili slabo
melanizirane hife (6b), makroskopske tamne melanizirane pjege na ameri¢kim vrstama rakova
(6¢), ponekad prisutne makroskopske tamne melanizirane pjege na europskim vrstama rakova
(6d), sporangij s primarnim sporama (7), nakupina spora s primarnim cistama (8), sekundarna
cista koja formira novu sporu, u ciklusu koji se moze ponoviti do tri puta (9), nevijabilna mrtva

cista, ukoliko nije pronaden domacin (10) (Viljamaa-Dirks, 2016)



Slika 2. Znakovi ra¢je kuge kod poto¢nog raka, Austropotamobius torrentium. a) Tipi¢ne
smede mrlje na abdominalnoj kutikuli simptom su infekcije patogenom Aphanomyces astaci. S
obje strane zahvacenog segmenta prisutno je zdravo misi¢no tkivo. b) Melanizacija na bazi

noge za hodanje uzrokovana infekcijom patogenom A. astaci (DAWE, 2019)

2.3. Mogucénosti kontrole racje kuge u akvakulturi

Ucinkovita kontrola patogena A. astaci u akvakulturi temelji se na primjeni kemikalija koje
imaju dokazano $tetno djelovanje na zdravlje ljudi i Zivotinja te one¢is¢uju okolis. Primjerice,
malahitno zelenilo je vrlo u¢inkovito sredstvo u suzbijanju patogena, ali je zbog dokazanog
kancerogenog i teratogenog u¢inka njegova upotreba danas zabranjena u SAD-u i Europskoj
uniji (EFSA, 2018; van den Berg i sur., 2013; Caruana i sur., 2012; Kouba i sur., 2010; Carral
i sur., 2009). Nadalje, formalin je ve¢ dugi niz godina poznat kao uéinkovit terapeutski spoj u
akvakulturi, ali takoder ima $tetne uc¢inke. Zbog kancerogenog, nadrazujuceg i alergenog ucinka
predstavlja rizik za radnike koji njime rukuju, a nakon ispustanja u vodeni okoli§ moze biti
toksi¢an za organizme u vodi. Stoga se uskoro ocekuje ograni¢avanje upotrebe formalina u
akvakulturi, kao $to se ranije dogodilo s malahitnim zelenilom (Tedesco i sur., 2018; Kouba i
sur., 2010; Pedersen i sur., 2010; Carral i sur., 2009; Wooster i sur., 2005). Jos jedno sredstvo
koje se moze koristiti kao alternativa formaldehidu je bronopol, medutim dokazana je njegova
toksi¢nost za fitoplankton i zooplankton (Tedesco i sur., 2018; Gonzélez i sur., 2011). Zbog
toga se sredstva koja sadrze bronopol moraju jako razrijediti prije nego Sto se odbace, ¢ime se
znaCajno povecavaju troSkovi koriStenja (Tedesco i sur., 2018; Nakagawa i sur., 2012).
Bronopol se u prirodnim vodama brzo razgraduje hidrolizom ili fotolizom, ¢ime nastaju

stabilniji produkti 2-bromo-2-nitroetanol (BNE) i bromonitrometan (BNM) koji zbog



potencijalnog mutagenog i kancerogenog uc¢inka predstavljaju rizik za okolis (Cui i sur., 2011).
Nadalje, neka istrazivanja pokazuju da bi se bakrov sulfat mogao koristiti u kontroli oomicetnih
infekcija u akvakulturi jer inhibira rast micelija i otpustanje primarnih zoospora Vvrste
Saprolegnia parasitica, koja je srodna vrsti A. astaci (Sun i sur., 2014). Medutim, toksi¢an je
za beskraljeznjake i1 alge, a njegova upotreba u akvakulturi moze pridonijeti povecanju
akumulacije bakra u tlu, gdje ve¢ ima tendenciju povecanja zbog Siroko rasprostranjene
primjene u poljoprivredi (Tedesco i sur., 2020). Dezinfekcijska sredstva na bazi peroctene
kiseline (engl. peracetic acid, PAA) prikladna su za dezinfekciju opreme za lov rakova, ali su
koncentracije PAA potrebne za inaktivaciju zivotnih stadija patogena A. astaci prilicno visoke
i premasuju one koje se sSmatraju bezopasnima za vodene Zivotinje (Jussila i sur., 2014; Jussila
isur., 2011).

Zbog svega navedenog u posljednje se vrijeme intenzivno istrazuju ekoloski prihvatljive
metode kontrole patogena A. astaci (Orli¢ i sur., 2021; Martin-Torrijos i sur., 2017; Harlioglu,
2007). Primjerice, utvrdeno je da eteri¢na ulja lovora, kadulje i ruzmarina te propolis mogu
inhibirati rast micelija i zoospora patogena A. astaci in vitro (Miljanovi¢ i sur., 2022; Miljanovi¢
i sur., 2021). Osim toga, Orli¢ i sur. (2021) su istrazivali inhibicijski potencijal bakterija koje
su prirodno prisutne na kutikuli rakova i dokazali da odredeni izolati, 0sobito oni iz roda
Pseudomonas, inhibiraju rast micelija patogena te bi stoga mogli biti primijenjeni kao ekoloski

prihvatljiva metoda kontrole racje kuge.

2.3.1. Biokontrola kao moguénost ekoloski prihvatljive kontrole patogena

Bioloska kontrola ili biokontrola je strategija suzbijanja stetnih organizama (patogena, parazita,
invazivnih wvrsta, korova itd.) pomoc¢u zivih organizama. Primjerice, mogu se Koristiti
grabezljivei koji se hrane Stetnim organizmima i na taj nac¢in smanjuju njihovu populaciju i
negativne ucinke (Hutchinson, 2021; van Lenteren i sur., 2018). Poznata su Cetiri tipa

biokontrole:

1. Prirodna biokontrola odvija se u svim ekosustavima bez ljudske intervencije, odnosno
populacija $tetnih organizama u ekosustavu smanjuje se aktivno$¢u prirodno prisutnih
korisnih organizama (van Lenteren i sur., 2018).

2. Konzervacijska biokontrola podrazumijeva poduzimanje radnji od strane covjeka koje
stite 1 stimuliraju djelovanje prirodnih neprijatelja koji se pojavljuju u prirodi. Ovakva

biokontrola usmjerena je na ocuvanje prirodno prisutnih neprijatelja stvaranjem stanista



gdje oni mogu prezivjeti i napredovati, kao §to je primjerice stvaranje zastitnog pojasa od
zivice koji pruza staniste mnogim korisnim kukcima, a koristi se u poljoprivredi za zastitu
od patogena koji ugrozavaju usjeve (Bajer i sur., 2019; van Lenteren i sur., 2018).

3. Klasi¢na biokontrola odnosi se na prikupljanje i pustanje prirodnih neprijatelja u podrucje
gdje se nalazi Stetna vrsta, $to onda rezultira smanjenjem brojnosti Stetne vrste. Primjer
takve uspjeSne biokontrole je uvodenje virusa Oryctes u tropske krajeve Azije i Pacifika
kako bi se kontrolirala populacija kukaca kornjasa iz porodice nosorozaca koji parazitiraju
na palmama (van Lenteren i sur., 2018; Jackson i sur., 2005).

4. Kod augmentacijske biokontrole prirodni neprijatelji se masovno uzgajaju i pustaju u
velikom broju na podrucje gdje je potrebna kontrola (van Lenteren i sur., 2018).
Primjenjuje se u poljoprivredi tako $to se masovno uzgajaju korisni kukci koji se onda
ispustaju s ciljem uspostavljanja ravnoteze izmedu prirodnih neprijatelja 1 Stetnika.
Inokulativha augmentacija vrsi se jednom tijekom sezone, a kontrolu do kraja sezone
osiguravaju njihovi potomei, dok je kod inundativne kontrole potrebno unositi kukce vise
puta tijekom sezone jer nove generacije ne prezivljavaju. U Kaliforniji je inokulativnom
biokontrolom uspjes$no suzbijena populacija pjegave paukove grinje (Tetranychus urticae)

u usjevima jagoda oslobadanjem korisne grinje grabezljivice (Grandperrin, 2019).

U posljednje se vrijeme sve viSe istrazuje primjena bakterija neskodljivih za domacina kao
metoda biokontrole patogena (Blundell i sur., 2021; Oubaha i sur., 2021; Sullam i Musa, 2021,
Chen i sur., 2016). Istrazivanja su pokazala da simbiotske mikrobne zajednice domac¢ina mogu,
uz djelovanje imunosnog sustava domacina, pruziti dodatnu zastitu od patogena. Tako je u nizu
istrazivanja dokazano da bakterije prirodno prisutne na kozi vodozemaca i riba mogu zastiti
domacéina od gljivi¢nih i oomicetnih patogena (Liu i sur., 2015; Lowrey i sur., 2015; Carbajal-
Gonzélez i sur., 2011; Lauer i sur., 2007; Harris i sur., 2006; Bly i sur., 1997). Medutim,
postojeca istrazivanja o bakterijama koje imaju antagonistiCko djelovanje prema patogenim
vodenim plijesnima uglavnom su bila usmjerena na biljne patogene iz rodova Phytophthora,
Plasmopara i Pythium, dok se samo jedno istrazivanje bavilo u¢incima bakterija s kutikule
rakova na patogena A. astaci (Orli¢ i sur., 2021). U tom istrazivanju sakupljeno je 48
bakterijskih izolata s kutikule dvije vrste raka, signalnog raka Pacifastacus leniusculus i
uskoskarog raka Pontastacus leptodactylus te je testiran njihov potencijal da inhibiraju rast
patogena A. astaci. Taksonomska identifikacija sakupljenih izolata pokazala je da je 69 %
izolata pripadalo koljenu Proteobacteria, 17 % koljenu Bacteroidetes, 8 % koljenu Firmicutes i

6 % koljenu Actinobacteria. Na obje vrste rakova je pronadeno najvise izolata iz rodova
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Pseudomonas (29 %), Acinetobacter (13 %) i Flavobacterium (8 %). Na temelju testova
inhibicije izolati su svrstani u dvije skupine, inhibitori (33 %) i ne-inhibitori (67 %). Vecina
inhibitora pripadala je rodu Pseudomonas, sto je u skladu s prijasnjim istrazivanjima gdje je
dokazano da neki sojevi roda Pseudomonas inhibiraju rast hifa i klijanje cista vrsta iz roda
Saprolegnia, koje su srodne rodu Aphanomyces (Liu i sur., 2015; Carbajal-Gonzéalez i sur.,
2011; Bly i sur., 1997).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom je diplomskom radu koristena banka bakterijskih izolata s kutikule rakova sakupljena
u sklopu uspostavnog istrazivatkog projekta Hrvatske zaklade za znanost "Interakcije
slatkovodnih patogenih oomiceta i okolisa" (InteractOomyc, UIP-2017-05-6267) voditeljice
izv. prof. dr. sc. Ane Bielen. Takoder, ranije je svakom bakterijskom izolatu odredena sekvenca
16S rRNA gena (poglavlje 3.1.). U sklopu ovog diplomskog rada nacinjena je filogenetska

analiza (poglavlje 3.2.) te testovi inhibicijske aktivnosti banke izolata (poglavlje 3.3.).

3.1. Uzorkovanje, uzgoj i sekvenciranje 16S rRNA gena ¢istih bakterijskih kultura

Sakupljeni su, uzgojeni i pro¢isc¢eni izolati s kutikule pet vrsta rakova (slika 3, tablica 1): rije¢ni
rak (Astacus astacus), bjelonogi rak (Austropotamobius pallipes), poto¢ni rak
(Austropotamobius torrentium), signalni rak (Pacifastacus leniusculus) i uskoskari rak

(Pontastacus leptodactylus). Rakovi bez vanjskih znakova bolesti ulovljeni su Li-Ni vrsama

(slika 4a): deset jedinki A. astacus iz Plitvickih jezera (Novakovi¢a Brod, donja jezera,
N44°54'7" E 15°36'39"), deset jedinki A. torrentium iz Plitvickih jezera (Prijeboj, N44°49'50"
E15°39'49"), Sest jedinki A. pallipes iz Jugovskog potoka (N45°25'20" E13°47'3"), deset
jedinki P. leniusculus iz rijeke Korane (Ladvenjak, N45°24'44" E15°36'30") te deset jedinki P.
leptodactylus iz rijeke Korane (Usée, N45°27'54" E15°33'58").

Slika 3. Slatkovodni deseteronozni rakovi s ¢ije su kutikule uzorkovani bakterijski izolati
uzorkovani u ovom radu: rije¢ni rak Astacus astacus (a) (Pavi¢, 2018), bjelonogi rak
Austropotamobius pallipes (b) (Chucholl i sur., 2015), poto¢ni rak Austropotamobius
torrentium (c) (Pavi¢, 2018), signalni rak Pacifastacus leniusculus (d) (Holdich i sur., 2014) i

uskoraski rak Pontastacus leptodactylus (e) (Perdikaris i Georgiadis, 2017)
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Tablica 1. Bakterijski izolati analizirani u ovom radu, imenovani prema vrsti i jedinki raka s

koje su uzorkovani

VRSTA RAKA

BAKTERIJSKI IZOLATI

UKUPNO
IZOLATA

Astacus astacus
rijeéni rak

AA2-1, AA2-2, AA3-3, AAG-1, AAG-4,
AAT7-2, AA8-4, AA9-1, AA10-3,
AA10-5, AA10-7

11/145

Austropotamobius pallipes
bjelonogi rak

AP1-1, AP1-4, AP1-5, AP1-6, AP1-7,
AP2-1, AP2-3, AP2-4, AP2-5, AP3-1,
AP3-2, AP3-3, AP3-5, AP4-2, AP4-3,
AP4-4, AP4-5, AP5-1, AP5-2, AP5-3,
AP5-4, AP6-1, AP6-2, AP6-3

24/145

Austropotamobius torrentium
potocni rak

AT11-2, AT11-3, AT11-4, AT11-5,
AT11-6, AT11-7, AT13-1, AT13-2,
AT13-5, AT13-6, AT14-1, AT14-2,
AT14-5, AT15-1, AT15-3, AT16-2,
AT16-3, AT16-5, AT16-6, AT17-1,
AT17-2, AT17-3, AT17-4, AT17-5,
AT17-6, AT18-1, AT18-2, AT18-3,
AT18-4, AT18-5, AT19-3, AT19-4,
AT19-5, AT19-6, AT19-7, AT20-1,
AT20-2, AT20-4

38/145

Pacifastacus leniusculus
signalni rak

PL1-1, PL-1-2, PL1-3, PL1-4, PL1-5,
PL1-6, PL2-2, PL2-3, PL2-5. PL2-6,
PL3-3, PL3-4, PL3-6, PL4-1, PL4-3,
PL4-4, PL4-5, PL4-6, PL4-7, PL5-1,
PL5-2, PL5-3, PL5-4, PL5-5, PL5-6,
PL6-1, PL6-2, PL6-3, PL6-4, PL6-5,
PL7-1, PL7-2, PL8-1, PL8-4, PL10-1,
PL10-2, PL10-3

37/145

Pontastacus leptodacylus
uskoskari rak

POL1-1, POL1-2, POL1-3, POL1-4,
POL2-1, POL2-2, POL2-3, POL2-4,
POL2-5, POL3-2, POL3-3, POL3-5,
POL3-6, POL4-3, POL4-5, POL5-1,
POLS5-3, POL5-4, POL6-1, POL6-2,
POL6-3, POL6-4, POL6-5, POL7-2,
POL7-3, POL7-4, POLS8-1, POLS8-3,
POL9-1, POL9-2, POL9-3, POL9-5,
POL9-6, POL10-1, POL10-2

35/145
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Slika 4. Uzorkovanje rakova: a) hvatanje rakova Li-Ni vrsama. Autor fotografije: Andela

Miljanovi¢, b) uzimanje uzorka epibiotske bakterijske zajednice kutikule u laboratoriju (Pavi¢
i sur. 2020)

Uzorci epibiotskih bakterija uzeti su prema ranijem opisanom protokolu Pavi¢ i sur. (2020)
(slika 4b) te su serijska decimalna razrijedenja prikupljenih suspenzija nacijepljena na
peptonsko-glukoznu (engl. peptone glucose medium, PG1) krutu hranjivu podlogu (Unestam,
1965) i inkubirani pri 18 °C (Orli¢ i sur., 2021). Nakon 72 h, iz mjeSovitih kultura (slika 5a)
odabrane su morfoloski razli¢ite individualne kolonije te pro¢is¢ene tehnikom plo¢a s prugama
(engl. streak plate method, slika 5b). Na ovaj je nacin sakupljeno 145 bakterijskih izolata,
imenovanih prema vrsti i jedinki raka s koje su uzorkovani, kako je navedeno u tablici 1.

Procisc¢eni bakterijski izolati pohranjeni su u 30 %-tnom glicerolu pri —80 °C.

Svakom bakterijskom izolatu umnozen je gen koji kodira za 16S rRNA lan¢anom reakcijom
polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR), prema ranije objavljenom protokolu
(Orli¢ i sur., 2021). Sangerovo sekvenciranje procis¢enih PCR-produkata provedeno je u
servisu Microsynth, Inc. (Svicarska) s dvije strane, koristenjem podetnica 27F i 1492R.
Dobiveni kromatogrami su analizirani i uredeni u programu GeneStudio, Inc., a sekvence 16S

rRNA gena pohranjene u fasta formatu.
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Slika 5. a) Primjer mjeSovite bakterijske kulture nakon 72 h, b) procis¢avanje pojedinih
kolonija tehnikom plo¢a s prugama (engl. streak plate method). Autor fotografija: Andela

Miljanovi¢

3.2. Izrada filogenetskog stabla i molekularna identifikacija izolata

Kako bi se identificirali bakterijski izolati, slijed nukleotida 16S rRNA gena svakog izolata
usporeden je s nukleotidnim slijedovima ve¢ poznatih mikroorganizama u javno dostupnoj bazi
podataka 16S rRNA sekvenci (Bacteria and Archea) koriste¢i zadane postavke programa Blastn

(National Center for Biotechnology Information, NCBI).

Visestruko poravnanje sekvenci izolata (145) i odabranih referentnih sekvenci (111)
napravljeno je u programu MAFFT (Katoh i Standley, 2013) koriste¢i standarne postavke, a
zatim je uredeno u programu BioEdit (Hall i sur., 2011). Na taj je na¢in dobiveno visestruko
poravnanje 256 16S rRNA sekvenci koje je imalo 696 stupaca i koriSteno je za izradu
filogenetskog stabla metodom maksimalne vjerojatnosti (engl. Maximum likelihood, ML) u
programu MEGA 7.0.26 (Kumar i sur., 2016). ML metoda zahtijeva model supstitucije kako bi
se procijenila vjerojatnost pojedine mutacije te je u ovoj analizi koristen Kimura 2-parameter
model (K2+G). Podrska za grananja unutar filogenetskog stabla odredena je na temelju 1000

bootstrap ponavljanja. Dobiveno stablo je uredeno u programu Inkscape (https://inkscape.org/).
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3.3. Testovi inhibicije rasta micelija patogena A. astaci

Kako bi se utvrdio inhibicijski potencijal bakterijskih izolata prema rastu micelija patogena
A.astaci koristen je in vitro test inhibicije, odnosno model A opisan u radu Orli¢ i sur. (2021).
Testovi su provedeni prema shemi prikazanoj na slici 6: istovremeno su inokulirane tri paralele
istog bakterijskog izolata na jednu krutu hranjivu podlogu. Nakon ¢etiri dana, odnosno nakon
Sto su bakterijske kolonije porasle, na sredinu hranjive podloge nacijepljen je micelij A. astaci.
Trajanje testa je odredeno vremenom koje je potrebno da micelij A. astaci naraste do ruba

hranjive podloge kada bakterije nisu prisutne, a to je 9 dana pri 18 °C.

1. dan 4, dan 7. dan 12. dan

Slika 6. Shema modela testova inhibicije. Zuto podruéje predstavlja rast bakterijskih kolonija,
a plavo rast micelija Aphanomyces astaci. Mjerena je zona radijalnog rasta micelija
Aphanomyces astaci u mm (crne strelice), zona rasta bakterijskih kolonija u mm (zelene
strelice) i zona inhibicije, tj. udaljenost izmedu ruba bakterijske kolonije i ruba micelija u mm
(crvene strelice) nakon 9 dana uzgoja patogena A. astaci pri 18 °C (ukupno 12 dana uzgoja od

nacijepljivanja bakterija na hranjivu podlogu)

Za pripremu PG1 podloge (Unestam, 1965) pripremljeno je pet otopina Ciji je sastav prikazan
u tablici 2. Sve otopine su nakon pripreme sterilizirane autoklaviranjem 15 min pri 121 °C.
Nakon Sto su se otopine ohladile na otprilike 45 °C, pomijeSane su to¢no odredenim
redoslijedom kako ne bi doslo do taloZenja 1 zamuc¢ivanja. U 600 mL steriliziranog agara prvo
je dodano 100 mL fosfatnog pufera, zatim 100 mL otopine soli, nakon toga 100 mL glukoze i
na kraju 100 mL peptona. Pripremljena podloga je u sterilnim uvjetima nalivena u Petrijeve

zdjelice.
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Svaki bakterijski izolat nacijepljen je na zasebnu PG1 krutu hranjivu podlogu u tri paralele tako
da su na podlogu postavljena tri sterilna diska od filter papira (d = 5 mm) te je na svaki disk
inokulirano 5 pL suspenzije bakterija u glicerolu (zuti kruzi¢i 1. dan na slici 6). Nakon cetiri
dana uzgoja pri sobnoj temperaturi, kada su bakterijske kolonije prerasle diskove filter papira,
na sredinu podloge je nacijepljen komadi¢ PG1 podloge obrastao micelijem patogena A. astaci
(plavi kruzi¢ 4. dan na slici 6). Za kontrolu brzine radijalnog rasta micelija A. astaci nacijepljene
su tri podloge PG1 bez bakterijskih izolata. Nakon jo§ devet dana uzgoja pri 18 °C (12. dan,
slika 6), programom ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) su izmjerene tri varijable: zona
radijalnog rasta micelija A. astaci u mm (crne strelice na slici 6), zona rasta bakterijskih kolonija
u mm (zelene strelice na slici 6) i zona inhibicije, tj. udaljenost izmedu ruba bakterijske kolonije
i ruba micelija u mm (crvene strelice na slici 6). Za svaku varijablu je izraunata srednja
vrijednost. S obzirom na rezultate mjerenja, bakterijski izolati su svrstani u dvije kategorije:
inhibitori (promjer zone inhibicije > 6 mm) i ne-inhibitori (promjer zone inhibicije < 6 mm)

rasta micelija A. astaci (Orli¢ i sur., 2021).

Tablica 2. Sastav otopina potrebnih za pripremu PG1 krute hranjive podloge

Koli¢ina koja je potrebna
Otopina Priprema otopine za pripremu 1L podloge
(mL)

Odvagati 3 g Bacto peptona (BD) i
otopiti u 100 mL destilirane vode
Odvagati 6 g D (+) glukoza
Glukoza monohidrata (Merck) i otopiti u 100 100
mL destilirane vode

Odvagati 1,70 g MgClz-x 6 H,0
(J.T.Baker), 1,45 g CaCl;-x 2 H.0
(Merck), 0,20 g FeClz-x 6 H20
(Merck), 3,70 g KCI (J. T. Baker) i
0,55 g dinatrijeve soli
etilendiamintetraoctenekiseline
(Merck) i otopiti u 2000 mL
destilirane vode

Pripremiti otopine A; 9,5 g/L
Na;HPO4 (Merck) i B; 9,2 g/L
Fosfatni pufer, pH 7 | NaH2PO4 x 2 H,0 (J. T. Baker); 100
nakon sterilizacije pomijesati 611 mL
otopine A i 389 mL otopine B
Odvagati 12 g agara i otopiti u 600
mL vode

Pepton 100

Otopina soli 100

Agar 600

17



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Molekularna identifikacija bakterijskih izolata s kutikule rakova

Filogenetska analiza 16S rRNA sekvenci 145 bakterijskih izolata s kutikule rakova A. astacus
(AA), A. torrentium (AT) i A. pallipes (AP), P. leniusculus (PL) i P. leptodactylus (POL)
prikazana je na slici 7. Neovisno o vrsti raka, najveéi udio izolata spadao je u koljeno
Proteobacteria (96/145 izolata, 66 %), zatim Bacteroidetes (26/145 izolata, 18 %), Firmicutes
(19/145 izolata, 13 %), Actinobacteria (3/145 izolata, 2 %) i Cyanobacteria (1/145 izolata, 1 %)
(tablica 3, Prilog 1). Ovo je prvo istrazivanje bakterijskih izolata s kutikule rije¢nog raka (A.
astacus), poto¢nog raka (A. torrentium) i bjelonogog raka (A. pallipes), dok su bakterijski
izolati s kutikule uskoskarog (P. leptodactylus) i signalnog (P. leniusculus) raka analizirani u
ranijem istrazivanju Orli¢ i sur. (2021). Ova grupa autora je koristila isti eksperimentalni pristup
kao u ovom radu (uzgoj bakterijskih izolata s kutikule rakova P. leptodactylus i P. leniusculus
iz rijeke MrezZnice odnosno Korane na bogatoj hranjivoj podlozi i identifikacija sekvenciranjem
16S rRNA gena) te su dobili sli¢ne rezultate, odnosno sakupljeni izolati pripadali su koljenima
Proteobacteria (33/48 izolata, 67 %), Bacteroidetes (8/48 izolata, 17 %), Firmicutes (4/48
izolata, 8 %) i Actinobacteria (3/48 izolata, 6 %). Jos jedno recentno istrazivanje, Dragicevic i
sur. (2021), bavi se bakterijskim zajednicama kutikule signalnog raka duz rijeke Korane. U tom
je radu koristen nesto drugaciji pristup odnosno izravno je izolirana ukupna DNA iz mikrobnog
biofilma kutikule te su potom umnazanjem i sekvenciranjem 16S rRNA gena identificirane
prisutne bakterije. Rezultati su pokazali da su u biofilmu signalnog raka dominantna koljena
Proteobacteria (33 %), Planctomycetes (25 %) i Cyanobacteria (11 %). Odstupanje od rezultata
ovog istrazivanja i istrazivanja Orli¢ i sur. (2021), poput izostanka uzgojenih izolata iz koljena
Planctomycetes, moze se lako objasniti razli¢itim eksperimentalnim pristupom. Bakterije iz
koljena Planctomycetes je opéenito vrlo tesko uzgojiti u laboratorijskim uvjetima na sintetskim
hranjivim podlogama, a one koje se mogu uzgojiti rastu vrlo sporo, zahtijevaju specifi¢an medij
za uzgoj te dugo vrijeme inkubacije (Kaboré i sur., 2020). Stoga je razumljivo da pripadnici
ovog koljena nisu mogli biti izolirani na hranjivim podlogama koje su koriStene u ovom
istrazivanju 1 istrazivanju Orli¢ 1 sur. (2021). Prednost uzgoja bakterijskih izolata je u tome $to
daje mogucnost detaljne laboratorijske Kkarakterizacije sakupljenih sojeva, poput analize
inhibicijske aktivnosti u ovom radu. Medutim, veéina se mikroba iz okolisa (oko 99 %) ne moze
uzgojiti u laboratoriju (Kellenberger, 2001). Zbog toga se u mnogim istrazivanjima, poput rada

Dragicevic¢ i sur. (2021), danas koristi NGS (engl. next generation sequencing) pristup kojim
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se dobije se informacija o (gotovo) svim bakterijama prisutnim u nekom stanistu. Ovim je
pristupom izmedu ostalog demonstrirano da je mikrobiom kutikule signalnog raka iznimno
raznolik, i odreden s jedne strane karakteristikama okoliSa (odnosno mikrobnim zajednicama

sedimenta u kojem rakovi Zive), a s druge strane intrinzi¢énim karakteristikama zivotinja
(Dragicevi¢ i sur., 2021).
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Slika 7. Filogenetsko stablo dobiveno na temelju sekvenci 16S rRNA gena bakterijskih izolata
s kutikule rakova konstruirano metodom najvece vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML).
Pored glavnih ¢vorova su prikazane podrske grananjima u obliku bootstrap vrijednosti. Duljina

grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava 0,1 supstitucije)
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Slika 7. Filogenetsko stablo dobiveno na temelju sekvenci 16S rRNA gena bakterijskih izolata

s kutikule rakova konstruirano metodom najvece vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML).

Pored glavnih ¢vorova su prikazane podrske grananjima u obliku bootstrap vrijednosti. Duljina

grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava 0,1 supstitucije)-

nastavak
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Slika 7. Filogenetsko stablo dobiveno na temelju sekvenci 16S rRNA gena bakterijskih izolata
s kutikule rakova konstruirano metodom najvece vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML).
Pored glavnih ¢vorova su prikazane podrske grananjima u obliku bootstrap vrijednosti. Duljina
grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava 0,1 supstitucije)-

nastavak
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Slika 7. Filogenetsko stablo dobiveno na temelju sekvenci 16S rRNA gena bakterijskih izolata

s kutikule rakova konstruirano metodom najvece vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML).

Pored glavnih ¢vorova su prikazane podrske grananjima u obliku bootstrap vrijednosti. Duljina

grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava 0,1 supstitucije)-

nastavak
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Slika 7. Filogenetsko stablo dobiveno na temelju sekvenci 16S rRNA gena bakterijskih izolata

s kutikule rakova konstruirano metodom najvece vjerojatnosti (engl. maximum likelihood, ML).

Pored glavnih ¢vorova su prikazane podrske grananjima u obliku bootstrap vrijednosti. Duljina

grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava 0,1 supstitucije)-

nastavak
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Medu analiziranim bakterijskim izolatima s kutikule rakova, naj¢e$¢i rodovi su bili
Pseudomonas (42/145, 29 %) i1 Aeromonas (27/145, 19 %) iz koljena Proteobacteria,
Flavobacterium (17/145, 12 %) i Chryseobacterium (9/145, 6 %) iz koljena Bacteroidetes, te
Exiguobacterium (9/145, 6 %) iz koljena Firmicutes (tablica 3). Ovi rezultati su takoder prilicno
podudarni s ranijim istrazivanjem Orli¢ i sur. (2021), u kojem su od ukupno 48 bakterijskih
izolata najCeS¢e pronadeni rodovi bili Pseudomonas (29 %), Acinetobacter (13 %) i

Flavobacterium (8 %).

Dominantni rodovi su se donekle razlikovali ovisno o vrsti raka s koje su prikupljeni izolati,
kako je vidljivo u tablici 3 i Prilogu 1. S kutikula rije¢nog raka A. astacus (ukupno deset jedinki)
i bjelonogog raka A. pallipes (ukupno Sest jedinki) dobiveno je ukupno 11 odnosno 24 izolata
od kojih je najvise bilo iz roda Aeromonas (4/11, 36 %; odnosno 6/24, 25 %). S kutikula
signalnog raka P. leniusculus (ukupno deset jedinki) i uskoskarog raka (P. leptodactylus)
dobiveno je ukupno 37 odnosno 35 izolata od kojih je najvise bilo iz roda Pseudomonas (13/37,
35 %; odnosno 14/35, 40 %). Naposlijetku, s kutikula deset jedinki poto¢nog raka A. torrentium
dobiveno je ukupno 38 izolata od kojih je najvise bilo iz rodova Flavobacterium (9/38, 24 %) i
Pseudomonas (9/38, 24 %). Unatoc¢ opisanim razlikama u zastupljenosti razli¢itih bakterijskih
rodova na kutikulama razli€itih vrsta rakova, te razlike nisu bile statisticki znacajne (Mann-
Whitney U test; p > 0.05), sli¢no rezultatima Orli¢ i sur. (2021) za bakterijske izolate s kutikule

signalnog i uskoskarog raka.
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Tablica 3. Usporedba rodova bakterija ovisno o vrsti raka s koje su izolirani. AA - A. astacus,

POL - P. leptodacylus, AP - A. pallipes, AT - A. torrentium, PL - P. leniusculus

Broj izolata s odredene vrste raka

Broj izolata iz

Koljeno izolata Rod izolata rgggleg&%gni
AA POL AP AT PL broj izolata
] 1/145
Curtobacterium 0 1 0 0 0 (1%)
. . L . 1/145
Actinobacteria Frigoribacterium 0 0 0 0 1 (1 %)
] . 1/145
Microbacterium 0 0 0 1 0 (1%)
Chryseobacterium 0 5 1 2 1 %1;3
Bacteroidetes
. 17/145
Flavobacterium 1 3 0 9 4 (12 %)
] . . 1/145
Cyanobacteria Loriellopsis 0 0 0 1 € (1 %)
. 4/145
Bacillus 0 0 3 1 € (3 %)
. . 9/145
Exiguobacterium 0 0 2 1 6 (6 %)
Planococcus 0 0 0 0 1 %{1;3
Firmicutes 1/145
Psychrobacillus 0 0 0 0 1 (1%)
1/145
Rossellomorea 0 0 1 0 0 (1%)
3/145
Staphylococcus 0 0 3 0 0 2 %)
. 5/145
Acinetobacter 2 1 0 1 1 (3 %)
27/145
Aeromonas 4 7 6 7 3 (19 %)
3/145
Duganella 0 1 0 0 2 (2 %)
- 2/145
Erwinia 0 1 1 0 L (1 %)
. 1/145
Ewingella 0 1 0 0 0 (1 %)
Obesumbacterium 0 0 1 3 0 ?41;3
Proteobacteria 3/145
Pantoea 0 0 1 0 2 (2 %)
42/145
Pseudomonas 1 14 5 9 13 (29 %)
] 4/145
Serratia 1 0 0 3 ¢ (3%)
3/145
Shewanella 1 0 0 0 2 2 %)
1/145
Stenotrophomonas 0 1 0 0 0 (1 %)
- 1/145
Yersinia 1 0 0 0 0 (1 %)
UKUPNO 11 35 24 38 37 145
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4.2. Selekcija bakterijskih izolata koji mogu inhibirati rast patogena A. astaci

Testovima in vitro istrazen je inhibicijski potencijal svih 145 izolata prema rastu micelija
patogena A. astaci. Rezultati testova pokazali su da neki od izolata mogu usporiti ili zaustaviti
rast micelija patogena (slika 8, tablica 4, Prilog 1). S obzirom na $irinu zone inhibicije, izolati
su podijeljeni u dvije skupine: inhibitori (zona inhibicije > 6 mm, 19/145 izolata, 13 %) i ne-
inhibitori (zona inhibicije < 6 mm, 126/145 izolata, 87 %), prema ranijoj publikaciji Orli¢ i sur.
(2021). Na slici 8 nalaze se primjeri fotografija testova inhibicije za bakterijske izolate koji

inhibiraju (8a i 8b) i koji ne inhibiraju rast micelija A. astaci (8c i 8d).

Vecina bakterijskih izolata koji su inhibirali rast micelija patogena A. astaci pripada rodu
Pseudomonas (15/19 izolata inhibitora, 79 %), zatim Aeromonas (3/19 izolata inhibitora, 16 %)
i Ewingella (1/19 izolata inhibitora, 5 %, tablica 4). Iz rodova Acinetobacter, Bacillus,
Chryseobacterium, Curtobacterium, Duganella, Erwinia, Exiguobacterium, Flavobacterium,
Frigoribacterium, Loriellopsis, Microbacterium, Obesumbacterium, Pantoea, Planococcus,
Psychrobacillus, Rossellomorea, Serratia, Shewanella, Staphylococcus, Stenotrophomonas i
Yersinia nije pronaden niti jedan izolat s inhibicijskim djelovanjem prema rastu micelija A.
astaci. Kao najjaci inhibitori pokazali su se izolati Pseudomonas sp. AT20-1 (zona inhibicije =
21,83 mm), Pseudomonas sp. AT20-2 (zona inhibicije = 21,12 mm) i Pseudomonas sp. PL3-3

(zona inhibicije = 20,02 mm).
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Slika 8. Primjeri testova inhibicije za izolate Pseudomonas helmanticensis AP3-2, inhibitor

rasta micelija patogena A. astaci (a), Pseudomonas chlororaphis PL2-2, inhibitor (b),
Chryseobacterium sp. POL4-5, ne-inhibitor (c) i Curtobacterium oceanosedimentum POL9-1,
ne-inhibitor (d). Na slici (b) oznacena je zona radijalnog rasta micelija A. astaci (plavo
podrucje), mjerenje veli¢ine micelija u mm (crne strelice), zona rasta bakterijskih kolonija (zuto
podrucje), mjerenje veli¢ine bakterijskih kolonija u mm (zelene strelice) i mjerenje zone

inhibicije, tj. udaljenost izmedu ruba bakterijske kolonije i ruba micelija u mm (crvene strelice)
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U usporedbi s istrazivanjem Orli¢ i sur. (2021), u ovom je radu dobiven nesto manji udio
inhibicijskih izolata: 19/145 izolata (13 %) naspram 16/48 izolata (33 %). Medutim, u oba su
se istrazivanja kao najbolji inhibitori pokazale bakterije iz roda Pseudomonas. To je u skladu i
s nizom drugih istrazivanja u kojima je pokazano inhibicijsko djelovanje bakterija iz roda
Pseudomonas prema oomicetnim patogenima biljaka i Zivotinja (Wagner i sur., 2018; Ossowick
i sur., 2017; De Vrieze i sur., 2015; Hunziker i sur., 2015; Liu i sur., 2015; Bly i sur., 1997).
Primjerice, pokazano je da neki sojevi roda Pseudomonas inhibiraju rast hifa i klijanje cista
vrsta iz roda Saprolegnia, koje su srodne rodu Aphanomyces (Liu i sur., 2015; Carbajal-
Gonzélez i sur., 2011; Bly i sur., 1997). Mehanizmi inhibicije izolata iz roda Pseudomonas
temelje se na luenju specifi¢nih lipopetidnih surfaktanata i hlapljivih organskih spojeva koji
mogu inhibirati rast hifa, ali i stvaranje i klijanje sporangija, te proizvodnju, pokretljivost i
klijanje zoospora/cista (De Vrieze i sur., 2015; Hunziker i sur., 2015). Osim izolata iz roda
Pseudomonas, ostali inhibitori su pripadali rodovima Aeromonas i Ewingella. Ovo je prvo
istrazivanje koje je demonstriralo inhibicijsko djelovanje bakterija iz roda Ewingella (izolat
POL7-3) prema rastu micelija oomicetnih patogena, dok je inhibicijski potencijal roda
Aeromonas prema oomicetnim patogenima u slatkovodnim ekosustavima poznat od ranije.
Orli¢ i sur. (2021) pokazali su inhibiciju rasta micelija A. astaci in vitro bakterijskim izolatima
identificiranima kao A. encheleia i A. sobria, a Lategan i Gibson (2003) su dokazali kako jedan
soj bakterije A. media proizvodi tvar sli¢nu bakteriocinu koja inhibira rast hifa i klijanje cista
oomicetnog patogena iz roda Saprolegnia. Za razliku od rezultata ovog rada, Orli¢ i sur. (2021)
navode i inhibitore rasta micelija A. astaci iz rodova Acinetobacter, Stenotrophomonas,
Bacillus, Curtobacterium i Pantoea, medutim u ovom istrazivanju nije pronaden niti jedan
inhibirajuc¢i izolat iz tih rodova (Acinetobacter - 0/5, Bacillus - 0/4 Pantoea - 0/3,

Curtobacterium - 0/1 i Stenotrophomonas - 0/1).

Rezultati dobiveni u ovom radu otvaraju mogucnost primjene bakterija kao ekoloski
prihvatljive metode kontrole patogena A. astaci u akvakulturnom uzgoju rakova. Medutim,
identifikacija inhibiraju¢ih izolata tek je prvi korak u razvoju biokontrole racje kuge, nakon
kojeg slijedi analiza mehanizama inhibicije molekularnim i kemijskim metodama. Odabranim
izolatima sa snaznom inhibicijskom aktivno$¢u moze se sekvencirati genom te ga pretraziti za
prisutnost genskih klastera odgovornih za sintezu bioaktivnih sekundarnih metabolita.
Primjerice, Wagner i sur. (2018) su sekvencirali genom izolata Pseudomonas 06C 126 i
identificirali genski klaster odgovoran za sintezu siderofora, sekundarnog metabolita Kkoji

inhibira rast oomicetnih patogena Phytophthora sojae i Pythium sp. Osim toga, mehanizam
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inhibicije moze se pretpostaviti i analizom transkriptoma, proteoma i/ili metaboloma
inhibirajucih sojeva. Osim ovakvih in vitro istrazivanja, potrebni su i in vivo pokusi kojima bi
se istrazio najbolji nacin primjene selekcioniranih bakterijskih sojeva te potvrdilo da su
neskodljivi za domacdina i pruzaju zastitu od zaraze. Tako je ranije pokazano da dodavanje
bakterija Aeromonas media u akvarij s bolesnim jeguljama Anguilla australis pomaze u
oporavku od saprolegnioze, kao i da se smrtnost atlantskog lososa Salmo salar zarazenog s
Aeromonas salmonicida smanjila nakon kupanja u suspenziji bakterija iz roda Pseudomonas
(Lategan i sur., 2004; Lategan i Gibson 2003; Smith i Davey, 1993). Nadalje, neka od
istrazivanja su pokazala da dodavanje bakterija iz roda Pseudomonas u hranu kozica Penaeus
latisulcatus ima pozitivan udinak na njihovu imunost, a kod kalifornijskih pastrva
Oncorhynchus mykiss primje¢ena je smanjena smrtnost nakon zaraze patogenom Vibrio

anguillarum (van Hai i sur., 2009; Gram i sur., 1999).
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Tablica 4. Bakterijski

izolati sakupljeni s kutikula rakova Astacus astacus (AA),

Austropotamobius torrentium (AT), Austropotamobius pallipes (AP), Pacifastacus leniusculus

(PL) i Pontastacus leptodactylus (POL) Klasificirani prema potencijalu da inhibiraju micelij

patogena Aphanomyces astaci (inhibitori i ne-inhibitori)

Rod bakterija Vrsta raka Broj inhibitora Broj ne-inhibitora inhibitoraE/;l:ﬁJupan broj
izolata

Acinetobacter AA, POL, AT, PL 0 5 0/5 (0 %)

Aeromonas AA, POL, AP, AT, PL 3 24 3/27 (11 %)
Bacillus AP, AT 0 4 0/4 (0 %)
Chryseobacterium POL, AP, AT, PL 0 9 0/9 (0 %)
Curtobacterium POL 0 1 0/1 (0 %)
Duganella POL, PL 0 3 0/3 (0 %)
Erwinia POL, AP 0 2 0/2 (0 %)

Ewingella POL 1 0 1/1 (100 %)
Exiguobacterium AP, AT, PL 0 9 0/9 (0 %)
Flavobacterium AA, POL, AT, PL 0 17 0/17 (0 %)
Frigoribacterium PL 0 1 0/1 (0 %)
Loriellopsis AT 0 1 0/1 (0 %)
Microbacterium AT 0 1 0/1 (0 %)
Obesumbacterium AP, AT 0 4 0/4 (0 %)
Pantoea AP, PL 0 3 0/3 (0 %)
Planococcus PL 0 1 0/1 (0 %)

Pseudomonas AA, POL, AP, AT, PL 15 27 15/42 (36 %)
Psychrobacillus PL 0 1 0/1 (0 %)
Rossellomorea AP 0 1 0/1 (0 %)
Serratia AA, AT 0 4 0/4 (0 %)
Shewanella AA, PL 0 3 0/3 (0 %)
Staphylococcus AP 0 8 0/3 (0 %)
Stenotrophomonas PL 0 1 0/1 (0 %)
Yersinia AA 0 1 0/1 (0 %)
UKUPNO 19 126 19/145 (13 %)
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5. ZAKLJUCCI

1. Molekularna identifikacija 145 bakterijskih izolata s kutikule slatkovodnih
deseteronoznih rakova sekvenciranjem 16S rRNA gena pokazala je da najvec¢i udio
izolata pripada koljenu Proteobacteria (66 %, s dominantnim rodovima Pseudomonas i
Aeromonas), zatim Bacteroidetes (26/145 izolata, 18 %, s najée$¢im rodom
Flavobacterium), Firmicutes (19/145 izolata, 13 %), Actinobacteria (3/145 izolata, 2 %)
i Cyanobacteria (1/145 izolata, 1 %).

2. Od ukupno 145 bakterijskih izolata, njih 19 (13 %) pokazalo je inhibicijski potencijal
prema rastu micelija A. astaci (zona inhibicije > 6 mm), dok preostalih 126 izolata (87
%) nije pokazalo inhibicijski potencijal (zona inhibicije< 6 mm).

3. Vecina bakterijskih izolata koji su inhibirali rast micelija patogena A. astaci pripada
rodu Pseudomonas (79 %).

4. Ovim istrazivanjem je prvi puta dokazano inhibicijsko djelovanje izolata iz roda

Ewingella prema oomicetnim patogenima.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Bakterijski izolati prikupljeni s kutikule rakova Astacus astacus (AA), Austropotamobius torrentium (AT), Austropotamobius pallipes
(AP), Pacifastacus leniusculus (PL) i Pontastacus leptodactylus (POL) Kklasificirani prema potencijalu da inhibiraju micelij patogena Aphanomyces
astaci. Crvenom bojom su oznaceni bakterijski izolati koji ne inhibiraju rast patogena (zona inhibicije < 6 mm ) dok su zelenom bojom oznaceni
izolati koji inhibiraju rast patogena (zona inhibicije > 6 mm). Dane su prosje¢ne vrijednosti polumjera micelija A. astaci i rasta bakterijskih izolata,

te zone inhibicije u mm (n = 3)

Postotak
identi¢nosti

Polumjer Zona inhibicije Polumjer zone

lzolat Identifikacija izolata Najbolji blast pogodak micelija (mm) (mm) rasta izolata (mm)

Pristupni broj

Aeromonas bivalvium strain
AA2-1 Aeromonas sp. 868E 16S ribosomal RNA, 99,28 NR_043885.1 27,87 0 5,08
partial sequence
Acinetobacter johnsonii strain
AA2-2 Acinetobacter sp. ATCC 17909 16S ribosomal 98,44 NR_117624.1 27,16 0 4,75
RNA, partial sequence
Acinetobacter tjernbergiae
strain DSM 14971 16S
ribosomal RNA, partial
sequence
Shewanella oneidensis strain
AAG-1 Shewanella oneidensis MR-1 16S ribosomal RNA, 99,90 NR_074798.1 23,58 3,20 4,76
partial sequence
Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence
Aeromonas veronii strain JCM
AAG-4 Aeromonas sp. 7375 16S ribosomal RNA, 99,28 NR_112838.1 27,34 0 4,61
partial sequence
Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence
Yersinia ruckeri strain CCUG
AAT7-2 Yersinia ruckeri 14190 16S ribosomal RNA, 97,81 NR_115976.1 27,05 0 5,42
partial sequence

AA3-3 Acinetobacter sp. 99,36 NR_117629.1 26,56 0 4,74

NR_118947.1

NR_119045.1




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

AA8-4

Pseudomonas sp.

Pseudomonas alkylphenolica
strain KL28 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,64

NR_145644.1

22,96

4,20

03,27

AA9-1

Flavobacterium sp.

Flavobacterium tructae strain
435-08 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,70

NR_133749.1

7,96

5,75

17,80

AA10-3

Serratia sp.

Serratia oryzae strain J11-6 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

99,22

NR_157762.1

24,93

5,27

AA10-5

Aeromonas sp.

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas veronii strain JCM
7375 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

100

NR_118947.1

NR_112838.1

NR_119045.1

26,73

4,94

AA10-7

Aeromonas sp.

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas veronii strain JCM
7375 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

99,57

NR_118947.1

NR_112838.1

NR_119045.1

27,19

5,00

POL1-1

Pseudomonas helmanticensis

Pseudomonas helmanticensis
strain OHAL1 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,64

NR_126220.1

21,59

5,96

3,90

POL1-2

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,91

NR_133746.1

11,79

21,01

POL1-3

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain JCM 7873 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

[Haemophilus] piscium strain
CIP 106116 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,86

NR_040829.1

NR_104935.1

25,28

6,33




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

Aeromonas piscicola strain
CECT 7443 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain NBRC 13784
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas bestiarum strain
CIP 74.30 16S ribosomal RNA,
partial sequence

NR_118044.1

NR_113635.1

NR_026089.2

POL1-4

Pseudomonas sp.

Pseudomonas gingdaonensis
strain JJ3 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,84

NR_169411.1

20,98

4,61

3,04

POL2-1

Pseudomonas sp.

Pseudomonas flavescens strain
NBRC 103044 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,07

NR_114195.1

26,91

5,38

POL2-2

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,76

NR_133746.1

15,26

16,16

POL2-3

Stenotrophomonas rhizophila

Stenotrophomonas rhizophila
strain e-p10 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,71

NR_121739.1

26,14

5,36

POL2-4

Pseudomonas punonensis

Pseudomonas punonensis strain
LMTO03 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,57

NR_109583.1

28,74

5,38

POL2-5

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium piscium
strain LMG 23089 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

98,69

NR_042410.1

27,43

5,16

POL3-2

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium balustinum
16S ribosomal RNA, partial
sequence

100

NR_042925.1

25,84

6,19

POL3-3

Pseudomonas viridiflava

Pseudomonas viridiflava strain
CECT 458 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Pseudomonas viridiflava 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

99,56

NR_042764.1

NR_117825.1

21,12

2,68

7,39

POL3-5

Pseudomonas sp.

Pseudomonas cichorii 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

99,49

NR_117824.1

23,28

5,18

511

POL3-6

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium
scophthalmum strain LMG
13028 16S ribosomal RNA,

partial sequence

97,67

NR_025386.1

26,21

4,98




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

POL4-5

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium
indoltheticum strain LMG 4025
16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,93

NR_042926.1

26,72

511

POL5-1

Pseudomonas sp.

Pseudomonas canadensis strain
2-92 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,86

NR_156852.1

14,43

10,78

8,07

POL5-3

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium balustinum
strain NBRC 15053 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

Chryseobacterium balustinum
16S ribosomal RNA, partial
sequence

100

NR_113721.1

NR_042925.1

27,85

5,12

POL5-4

Aeromonas sp.

Aeromonas bivalvium strain
868E 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,65

NR_043885.1

27,09

4,35

POL6-1

Pseudomonas coleopterorum

Pseudomonas coleopterorum
strain Esc2Am 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,86

NR_137215.1

26,05

6,27

POL6-2

Flavobacterium cutihirudinis

Flavobacterium cutihirudinis
strain E89 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,16

NR_109728.1

17,56

2,78

12,00

POL6-3

Aeromonas sp.

Aeromonas encheleia strain
CECT 4342 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,36

NR_118042.1

28,65

14,31

5,03

POLG6-4

Aeromonas sp.

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

Aeromonas veronii strain JCM
7375 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

99,86

NR_118947.1

NR_112838.1

NR_119045.1

28,34

11,12

4,69

POL6-5

Aeromonas sp.

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

98,85

NR_118947.1

25,82

11,99

5,61




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
idento¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

Aeromonas veronii strain JCM
7375 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas veronii bv. veronii
strain ATCC 35624 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

NR_112838.1

NR_119045.1

POL7-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas koreensis strain
Ps 9-14 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,14

NR_025228.1

11,46

10,84

8,40

POL7-3

Ewingella americana

Ewingella americana strain CIP
81.94 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,43

NR_104925.1

24,19

6,48

3,46

POL7-4

Duganella zoogloeoides

Duganella zoogloeoides strain
1AM 12670 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Duganella zoogloeoides strain
NBRC 102465 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,78

NR_025833.1

NR_114106.1

28,67

4,10

POL8-1

Aeromonas encheleia

Aeromonas encheleia strain
CECT 4342 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,86

NR_118042.1

27,92

4,18

POL8-3

Acinetobacter sp.

Acinetobacter johnsonii strain
ATCC 17909 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,43

NR_117624.1

26,72

4,67

POL9-1

Curtobacterium
oceanosedimentum

Curtobacterium
oceanosedimentum strain ATCC
31317 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,28

NR_104839.1

27,18

4,11

POL9-2

Erwinia billingiae

Erwinia billingiae strain Billing
E63 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_104932.1

24,65

8,57

POL9-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas cremoricolorata
DSM 17059 = NBRC 16634
strain lAM 1541 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,07

NR_104279.1

16,02

5,78

9,17

POL9-5

Pseudomonas soli

Pseudomonas soli strain F-
279,208 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_134794.1

21,63

5,65

3,83

POL9-6

Pseudomonas sp.

Pseudomonas coleopterorum
strain Esc2Am 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,85

NR_137215.1

20,68

10,03




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

POL10-1

Aeromonas sp.

Aeromonas media strain RM
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas media strain ATCC
33907 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,78

NR_036911.2

NR_119041.1

28,94

4,38

POL10-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas punonensis strain
LMTO3 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,28

NR_109583.1

20,53

5,44

5,43

AP1-1

Pseudomonas helmanticensis

Pseudomonas helmanticensis
strain OHA11 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,50

NR_126220.1

9,23

15,96

6,99

AP1-4

Staphylococcus equorum

Staphylococcus equorum strain
PA 231 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,86

NR_027520.1

28,72

2,82

AP1-5

Chryseobacterium oleae

Chryseobacterium oleae strain
CT348 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,77

NR_134002.1

27,08

4,65

AP1-6

Obesumbacterium proteus

Obesumbacterium proteus strain
42 16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,57

NR_025334.1

24,62

8,12

AP1-7

Staphylococcus equorum

Staphylococcus equorum strain
PA 231 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,58

NR_027520.1

28,10

4,83

AP2-1

Bacillus sp.

Bacillus toyonensis strain BCT-
7112 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Bacillus mobilis strain MCCC
1A05942 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_121761.1

NR_157731.1

17,26

3,81

10,27

AP2-3

Pseudomonas helmanticensis

Pseudomonas helmanticensis
strain OHA11 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,79

NR_126220.1

15,22

10,88

3,44

AP2-4

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida strain
ATCC 33658 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain JCM 7873 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas salmonicida strain
CECT 894 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,79

NR_119042.1

NR_040829.1

NR_043324.1

25,85

5,81




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

[Haemophilus] piscium strain
CIP 106116 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
NCIMB 1102 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas piscicola strain
CECT 7443 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain NBRC 13784
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas bestiarum strain
CIP 74.30 16S ribosomal RNA,
partial sequence

NR_104935.1

NR_118945.1

NR_118044.1

NR_113635.1

NR_026089.2

AP2-5

Pantoea sp.

Pantoea agglomerans strain
ATCC 27155 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Pantoea brenneri strain LMG
5343 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,01

NR_114505.1

NR_116748.1

21,72

8,73

AP3-1

Aeromonas sp.

Aeromonas encheleia strain
CECT 4342 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,36

NR_118042.1

27,77

4,67

AP3-2

Pseudomonas helmanticensis

Pseudomonas helmanticensis
strain OHA11 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,00

NR_126220.1

18,89

8,03

3,49

AP3-3

Erwinia billingiae

Erwinia billingiae strain LMG
2613 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,90

NR_118431.1

23,89

8,37

AP3-5

Bacillus sp.

Bacillus mobilis strain MCCC
1A05942 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Bacillus paramobilis strain
BML-BCO017 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,28

NR_157731.1

NR_175556.1

18,79

5,16

4,79

AP4-2

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium sibiricum
strain 255-15 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,51

NR_075006.1

28,57

3,99

AP4-3

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida strain
ATCC 33658 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
CECT 894 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,71

NR_119042.1

NR_043324.1

26,54

5,77




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

Aeromonas salmonicida strain
NCIMB 1102 16S ribosomal
RNA, partial sequence

NR_118945.1

AP4-4

Pseudomonas sp.

Pseudomonas costantinii strain
CFBP 5705 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Pseudomonas poae strain P
527/13 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Pseudomonas lurida strain P
513/18 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,15

NR_025164.1

NR_028986.1

NR_042199.1

22,57

2,40

5,80

AP4-5

Staphylococcus equorum

Staphylococcus equorum strain
PA 231 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,86

NR_027520.1

28,96

3,60

AP5-1

Bacillus sp.

Bacillus proteolyticus strain
MCCC 1A00365 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus wiedmannii strain FSL
W8-0169 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Bacillus paramobilis strain
BML-BCO017 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus thuringiensis strain
ATCC 10792 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus thuringiensis strain
1AM 12077 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus thuringiensis strain
NBRC 101235 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus toyonensis strain BCT -
7112 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Bacillus sanguinis strain BML-
BCO004 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Bacillus mobilis strain MCCC
1A05942 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,92

NR_157735.1

NR_152692.1

NR_175556.1

NR_114581.1

NR_043403.1

NR_112780.1

NR_121761.1

NR_175555.1

NR_157731.1

29,33

3,44




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

AP5-2

Aeromonas sp.

Aeromonas media strain RM
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas media strain ATCC
33907 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_036911.2

NR_119041.1

21,27

4,20

AP5-3

Aeromonas sp.

Aeromonas rivipollensis strain
P2G1 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,86

NR_144574.1

27,83

4,88

AP5-4

Exiguobacterium mexicanum

Exiguobacterium mexicanum
strain 8N 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,78

NR_042424.1

29,53

3,19

AP6-1

Rossellomorea marisflavi

Rossellomorea marisflavi strain
TF-11 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Rossellomorea marisflavi strain
TF-11 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_118437.1

NR_025240.1

28,55

4,25

AP6-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas gingdaonensis
strain JJ3 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,07

NR_169411.1

26,56

0.309

4,07

AP6-3

Aeromonas sp.

Aeromonas rivipollensis strain
P2G1 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,65

NR_144574.1

27,94

4,65

AT11-2

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,77

NR_133746.1

NR_042470.1

14,66

15,44

AT11-3

Aeromonas sp.

Aeromonas aquatica strain
AE235 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,64

NR_136829.1

25,05

6,72

AT11-4

Serratia sp.

Serratia fonticola strain NBRC
102597 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,64

NR_114156.1

23,43

8,63

AT11-5

Pseudomonas gramini

Pseudomonas graminis strain
DSM 11363 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,93

NR_026395.1

22,59

0,361

3,71

AT11-6

Aeromonas sp.

Aeromonas aquatica strain
AE235 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,57

NR_136829.1

26,70

5,22




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

AT11-7

Pseudomonas helmanticensis

Pseudomonas helmanticensis
strain OHA11 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,78

NR_126220.1

12,42

13,28

4,68

AT13-1

Flavobacterium sp.

Flavobacterium pectinovorum
strain DSM 6368 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,62

NR_114994.1

16,91

2,17

13,28

AT13-2

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain NBRC 13784
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas piscicola strain
CECT 7443 16S ribosomal
RNA, partial sequence

[Haemophilus] piscium strain
CIP 106116 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain JCM 7873 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas bestiarum strain
CIP 74.30 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_113635.1

NR_118044.1

NR_104935.1

NR_040829.1

NR_026089.2

26,39

6,07

AT13-5

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,69

NR_133746.1

17,66

13,91

AT13-6

Obesumbacterium proteus

Obesumbacterium proteus strain
42 16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,51

NR_025334.1

24,77

6,05

AT14-1

Pseudomonas sp.

Pseudomonas koreensis strain
Ps 9-14 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,29

NR_025228.1

11,43

13,37

8,78

AT14-2

Chryseobacterium
yeoncheonense

Chryseobacterium
yeoncheonense strain DCY67
16S ribosomal RNA, partial
sequence

98,84

NR_133021.1

28,26

0.519

AT14-5

Pseudomonas graminis

Pseudomonas graminis strain
DSM 11363 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,78

NR_026395.1

23,68

5,67

341

AT15-1

Loriellopsis sp.

Loriellopsis cavernicola strain
LF-B5 16S ribosomal RNA,
partial sequence

86,81

NR_117881.1

27,52

5,38




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

AT15-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas syringae strain
ICMP 3023 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Pseudomonas congelans strain
P 538/23 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Pseudomonas cerasi strain 58
16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,79

NR_117820.1

NR_028985.1

NR_146827.1

25,03

9,16

AT16-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas syringae strain
ICMP 3023 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Pseudomonas congelans strain
P 538/23 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,86

NR_117820.1

NR_028985.1

23,79

7,66

AT16-3

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,84

NR_133746.1

NR_042470.1

21,12

11,14

AT16-5

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida strain
ATCC 33658 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas bestiarum strain
CIP 74.30 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain NBRC 13784
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas piscicola strain
CECT 7443 16S ribosomal
RNA, partial sequence

[Haemophilus] piscium strain
CIP 106116 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
CECT 894 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain JCM 7873 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

99,79

NR_119042.1

NR_026089.2

NR_113635.1

NR_118044.1

NR_104935.1

NR_043324.1

NR_040829.1

26,14

6,00




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

Aeromonas salmonicida strain
NCIMB 1102 16S ribosomal
RNA, partial sequence

NR_118945.1

AT16-6

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium balustinum
strain NBRC 15053 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

99,03

NR_113721.1

22,711

9,08

AT17-1

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida strain
NCIMB 1102 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
CECT 894 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
ATCC 33658 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,64

NR_118945.1

NR_043324.1

NR_119042.1

26,71

5,23

AT17-2

Aeromonas sp.

Aeromonas bivalvium strain
868E 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,29

NR_043885.1

26,14

6,21

AT17-3

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,79

NR_043477.1

25,89

5,22

AT17-4

Bacillus sp.

Bacillus thuringiensis strain
ATCC 10792 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus thuringiensis strain
1AM 12077 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Bacillus toyonensis strain BCT-
7112 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,93

NR_114581.1

NR_043403.1

NR_121761.1

20,94

2,08

10,06

AT17-5

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,77

NR_133746.1

NR_042470.1

13,98

15,82

AT17-6

Obesumbacterium proteus

Obesumbacterium proteus strain
42 16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,64

NR_025334.1

23,07

7,92

AT18-1

Obesumbacterium proteus

Obesumbacterium proteus strain
42 16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,57

NR_025334.1

27,05

4,82

AT18-2

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida strain
NCIMB 1102 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,93

NR_118945.1

24,08

6,76




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

Aeromonas salmonicida strain
CECT 894 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
ATCC 33658 16S ribosomal
RNA, partial sequence

NR_043324.1

NR_119042.1

AT18-3

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,84

NR_133746.1

NR_042470.1

14,21

17,45

AT18-4

Pseudomonas sp.

Pseudomonas reidholzensis
strain ID3 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Pseudomonas oryzihabitans
strain L-1 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,28

NR_157777.1

NR_025881.1

23,16

4,35

4,72

AT18-5

Microbacterium sp.

Microbacterium oxydans strain
DSM 20578 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Microbacterium paraoxydans
strain CF36 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,42

NR_044931.1

NR_025548.1

26,55

4,40

AT19-3

Serratia fonticola

Serratia fonticola strain DSM
4576 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Serratia fonticola strain NBRC
102597 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,65

NR_025339.1

NR_114156.1

23,78

7,76

AT19-4

Serratia fonticola

Serratia fonticola strain DSM
4576 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Serratia fonticola strain NBRC
102597 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,72

NR_025339.1

NR_114156.1

1,98

3,00

7,41

AT19-5

Flavobacterium sp.

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,84

NR_133746.1

8,42

2,63

21,30

AT19-6

Flavobacterium sp.

Flavobacterium branchiarum
strain 57B-2-09 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,62

NR_145954.1

28,35

3,87




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

AT19-7

Acinetobacter sp.

Acinetobacter kyonggiensis
strain KSL5401-037 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

98,21

NR_116714.1

25,02

531

AT20-1

Pseudomonas sp.

Pseudomonas canadensis strain
2-92 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,79

NR_156852.1

6,63

21,83

4,03

AT20-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas canadensis strain
2-92 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,72

NR_156852.1

7,97

21,12

3,94

AT20-4

Flavobacterium sp.

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

97,54

NR_042470.1

8,90

4,19

17,65

PL1-1

Duganella zoogloeoides

Duganella zoogloeoides strain
NBRC 102465 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,57

NR_114106.1

24,51

6,23

PL1-2

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain NBRC 13784
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas piscicola strain S1.2
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas piscicola strain
CECT 7443 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
NCIMB 1102 16S ribosomal
RNA, partial sequence

[Haemophilus] piscium strain
CIP 106116 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
CECT 894 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain JCM 7873 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas bestiarum strain
CIP 74.30 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida strain
ATCC 33658 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,28

NR_113635.1

NR_116935.1

NR_118044.1

NR_118945.1

NR_104935.1

NR_043324.1

NR_040829.1

NR_026089.2

NR_119042.1

23,73

6,08




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

PL1-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas caspiana strain
FBF102 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,58

NR_152639.1

24,16

3,51

3,63

PL1-4

Pseudomonas sp.

Pseudomonas chlororaphis
strain NBRC 3904 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

Pseudomonas chlororaphis
strain ATCC 9446 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

98,43

NR_113581.1

NR_116763.1

23,27

6,68

PL1-5

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,72

NR_043477.1

26,90

3,13

PL1-6

Shewanella putrefaciens

Shewanella putrefaciens strain
Hammer 95 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,06

NR_044863.1

20,66

3,92

4,41

PL2-2

Pseudomonas chlororaphis

Pseudomonas chlororaphis
subsp. aurantiaca strain NCIB
10068 16S ribosomal RNA,
partial sequence

100

NR_164626.1

7,50

16,62

6,86

PL2-3

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,79

NR_043477.1

25,83

4,63

PL2-5

Pseudomonas sp.

Pseudomonas gingdaonensis
strain JJ3 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,49

NR_169411.1

23,96

3,06

3,72

PL2-6

Frigoribacterium faeni

Frigoribacterium faeni strain
801 16S ribosomal RNA, partial
sequence

Frigoribacterium faeni strain
DSM 10309 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,71

NR_026511.1

NR_115033.1

26,02

5,25

PL3-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas cerasi strain 58
16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,93

NR_146827.1

4,05

20,02

7,09

PL3-4

Pantoea sp.

Pantoea brenneri strain LMG
5343 16S ribosomal RNA,
partial sequence

96,25

NR_116748.1

21,36

1,00

7,60

PL3-6

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,86

NR_043477.1

26,68

3,94

PL4-1

Aeromonas sp.

Aeromonas popoffii strain LMG
17541 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,85

NR_025317.1

25,48

5,53




Izolat

Identifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

PL4-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas putida strain
ICMP 2758 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,92

NR_114794.1

20,72

4,50

6,15

PLA4-4

Shewanella oneidensis

Shewanella oneidensis strain
MR-1 16S ribosomal RNA,
partial sequence

98,87

NR_074798.1

26,25

4,75

PL4-5

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,58

NR_043477.1

27,13

3,62

PL4-6

Pantoea sp.

Pantoea conspicua strain LMG
24534 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,40

NR_116247.1

22,70

7,31

PL4-7

Planococcus koreensis

Planococcus koreensis strain
JG07 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,23

NR_025011.1

27,17

3,63

PL5-1

Flavobacterium sp.

Flavobacterium plurextorum
strain 1126-1H-08 16S
ribosomal RNA, partial

sequence

98,77

NR_133747.1

28,16

2,72

PL5-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas lurida strain P
513/18 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,86

NR_042199.1

13,73

9,60

7,58

PL5-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas helmanticensis
strain OHAL1 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,50

NR_126220.1

13,69

11,78

3,96

PL5-4

Flavobacterium sp.

Flavobacterium frigidimaris
strain KUC-1 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Flavobacterium collinsii strain
983-08 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Flavobacterium piscis strain
412R-09 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

97,78

NR_041057.1

NR_145952.1

NR_133746.1

NR_042470.1

571

3,07

20,83

PL5-5

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,86

NR_043477.1

26,19

4,72

PL5-6

Chryseobacterium sp.

Chryseobacterium
indoltheticum strain LMG 4025
16S ribosomal RNA, partial
sequence

99,26

NR_042926.1

25,27

5,79




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

PL6-1

Acinetobacter sp.

Acinetobacter guillouiae strain
ATCC 11171 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,05

NR_117626.1

24,21

0

6,45

PL6-2

Pseudomonas sp.

Pseudomonas baetica strain
2390 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,57

NR_116899.1

24,61

3,08

3,37

PL6-3

Pseudomonas segetis

Pseudomonas segetis strain
FR1439 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,56

NR_043174.1

24,13

6,77

PL6-4

Flavobacterium sp.

Flavobacterium branchiicola
strain 59B-3-09 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Flavobacterium aquidurense
strain WB 1.1-56 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,31

NR_145953.1

NR_042470.1

21,35

9,92

PL6-5

Pseudomonas graminis

Pseudomonas graminis strain
DSM 11363 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,86

NR_026395.1

26,03

3,42

3,54

PL7-1

Pseudomonas sp.

Pseudomonas silesiensis strain
A3 16S ribosomal RNA,
complete sequence

99,78

NR_156815.1

18,08

10,86

4,38

PL7-2

Duganella zoogloeoides

Duganella zoogloeoides strain
NBRC 102465 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,55

NR_114106.1

22,13

9,30

PL8-1

Psychrobacillus
psychrodurans

Psychrobacillus psychrodurans
strain 68E3 16S ribosomal
RNA, partial sequence

95,56

NR_025409.1

27,49

4,50

PL8-4

Flavobacterium sp.

Flavobacterium branchiicola
strain 59B-3-09 16S ribosomal
RNA, partial sequence

98,72

NR_145953.1

20,27

11,19

PL10-1

Exiguobacterium sp.

Exiguobacterium undae strain
DSM 14481 16S ribosomal
RNA, partial sequence

99,72

NR_043477.1

2531

4,48

PL10-2

Aeromonas sp.

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain NBRC 13784
16S ribosomal RNA, partial
sequence

Aeromonas bestiarum strain
CIP 74.30 16S ribosomal RNA,
partial sequence

Aeromonas salmonicida subsp.
masoucida strain JCM 7873 16S
ribosomal RNA, partial
sequence

100

NR_113635.1

NR_026089.2

NR_040829.1

25,16

6,13




Izolat

ldentifikacija izolata

Najbolji blast pogodak

Postotak
identi¢nosti

Pristupni broj

Polumjer
micelija (mm)

Zona inhibicije
(mm)

Polumjer zone
rasta izolata (mm)

[Haemophilus] piscium strain
CIP 106116 16S ribosomal
RNA, partial sequence

Aeromonas piscicola strain
CECT 7443 16S ribosomal
RNA, partial sequence

NR_104935.1

NR_118044.1

PL10-3

Pseudomonas rhizosphaerae

Pseudomonas rhizosphaerae
strain IH5 16S ribosomal RNA,
partial sequence

99,71

NR_029063.1

25,72

291

4,04




IZJAVA O JZVORNOSTI

Ja LUCIJA VUKSIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se

u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

- 6/
guu%@ \alrdic

Vlastoruéni potpis
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