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1. UvOD

Patogeni mikroorganizam Saprolegnia parasitica uzrokuje bolest saprolegniozu kod
salmonidnih riba, uzrokujuc¢i primarne infekcije na odraslim ribama kao i na njihovim
jajaScima te li¢inkama (Shin 1 sur., 2017). Domac¢ini su mu neke vrste vazne u slatkovodnoj
akvakulturi (poput pastrve, soma i lososa), ali i niz vrsta divljih riba (primjerice, grgec i
jesetra). S ekonomskog stajalista, vrsta S. parasitica jedan je od najvaznijih patogena U
salmonidnoj akvakulturi, jer na godisnjoj razini uzrokuje milijunske gubitke. Problemi vezani
uz saprolegniozu rastu iz godine u godinu zbog nedostatnih mjera kontrole bolesti, ali i losih
uvjeta uzgoja (Lone i Manohar, 2018). Naime, u proslosti se saprolegnioza kontrolirala
upotrebom malahitnog zelenila. Medutim, ono je 2002. godine zabranjeno zbog dokazanih
kancerogenih i toksi¢nih u¢inaka, rezultirajuéi porastom incidencije infekcija (Torto-Alalibo i
sur., 2005). Osim toga, uvjeti uzgoja u ribnjacima nerijetko nisu prikladni 1 ukljucuju uzgoj
velikog broja riba u malom podruc¢ju, uzgoj na relativno visokim temperaturama te loSu
kvalitetu vode (Lone i Manohar, 2018). Vrsta S. parasitica je oportunisticki patogen te su
infekcije ¢es¢e u takvim loSim uvjetima uzgoja, koji dovode do povecanog stresa kod riba te

time idealnog okruZenja za razvoj bolesti (Shin 1 sur., 2017).

Zbog svega navedenog potrebno je pratiti pojavnost ovog patogena u akvakulturnim
postrojenjima. Medutim, brza i pouzdana determinacija ove vrste otezana je zbog dugotrajnog
i kompliciranog uzgoja patogena u Cistoj kulturi. Osim toga, vrsta Saprolegnia parasitica je
morfoloski i mikroskopski vrlo sli¢na vrstama Saprolegnia australis, Saprolegnia diclina,
Saprolegnia ferax i Saprolegnia furcata (Markovskaja, 2006; Songe, 2015). Stoga se nakon
uzgoja vrsta ne moze pouzdano identificirati na temelju morfoloSkih karakteristika, ve¢ je
potrebno izolirati DNA (eng. deoxyribonucleic acid) zeljenog mikroorganizma, provesti PCR-

reakciju, odredivanje redoslijeda nukleotida i naknadnu filogenetsku analizu.

Stoga je potrebno razviti brzu molekularnu metodu detekcije vrste S. parasitica,
temeljenu na metodi lanCane reakcije polimerazom uz koriStenje specificnih oligonukleotida.
Nakon izolacije DNA, bilo iz taksonomski nepoznatog mikrobnog izolata, bilo iz uzorka
bolesnog tkiva ribe ili primjerice iz uzorka vode u ribnjaku, jednostavnim i brzim PCR-testom

moglo bi se utvrditi da li je u uzorku prisutna DNA vrste S. parasitica.



1.1. Patogeni mikroorganizam Saprolegnia parasitica — uzro¢nik saprolegnioze
1.1.1. Taksonomski poloZaj vrste S. parasitica

Vrsta Saprolegnia parasitica spada u skupinu oomiceta (razred Oomycetes).
Oomicete su eukariotski mikroorganizmi koji su u proslosti bili svrstani u carstvo gljiva zbog
nekih zajednickih obiljezja, poput hranjenja apsorpcijom i tvorbe micelija. Medutim, prema
modernoj revidiranoj klasifikaciji oni pripadaju carstvu Chromista (Slika 1.) te su srodnije
algama nego gljivama. Razlika izmedu ova dva carstva oc€ituje se i u gradi stani¢ne stijenke
koja je kod oomiceta izgradena preteZzito od beta-glukana i celuloze, dok je kod pravih gljiva
osnovna gradivna komponenta stani¢ne stijenke hitin. Vegetativni micelij oomiceta je
diploidan, dok gljive u veéini sluajeva imaju haploidni talus. Nadalje, Kkriste u
mitohondrijima oomiceta su tubularnog oblika, a kod gljiva plo¢astog. Osim navedenoga, za

oomicete je jo§ karakteristicno da, za razliku od gljiva, imaju neseptirane hife (Fawke i sur.,

2015).

Chromista Gljive Zivotinje

T Biljke
Straminipila
Oomycetes
Myxomycota /

. Archaea
Plasmodiophoromycota
Bacteria \

Slika 1. Filogenetsko stablo na kojem je prikazan odnos izmedu organizama iz

razreda Oomycetes i carstva gljiva (Fungi) (preuzeto iz Heffer Link i sur., 2002).



Mikroorganizmi iz razreda Oomycetes dijele se u Sest redova: Peronosporales,
Pythiales, Saprolegniales, Sclerosporales, Salilagenidiales i Leptomitales (Fry i Griinwald,
2010). Oomicete koje su patogeni riba i drugih zivotinja pripadaju redu Saprolegniales
(podrazred Saprolegniomycetidae) unutar kojeg se nalaze tri glavna roda: Saprolegnia, Achlya
i Aphanomyces. Najpoznatije vrste unutar roda Saprolegnia su: S. diclina, S. ferax, S.
australis i S. parasitica (Sandoval-Sierra i sur., 2013; Earle i Hintz, 2014). Na Slici 2.
prikazana je klasifikacija vrste Saprolegnia parasitica prema taksonomskim kategorijama.

Carstvo: Straminipila

Koljeno: Oomycota

Razred: Oomycetes

Red: Saprolegniales

Porodica:
Saprolegniaceae

Rod:
Saprolegnia

Vrsta: S.
parasitica

v

Slika 2. Klasifikacija vrste Saprolegnia parasitica prema taksonomskim Kkategorijama
(Songe, 2015).

1.1.2. Zivotni ciklus

Vrsta Saprolegnia parasitica je homotali¢na, §to znaci da ista jedinka posjeduje i
muske i Zenske spolne organe. Njezin Zivotni ciklus prikazan je na Slici 3., a ukljucuje
nespolno razmnozavanje tvorbom sporangija i slobodno pokretnih zoospora te spolno

razmnozavanje u koje su uklju¢ene oospore, morfoloski razli¢ite od zoospora (Songe, 2015).
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Slika 3. Zivotni ciklus vrste Saprolegnia parasitica (preuzeto iz Lone i Manohar, 2018).

Oogonij

U fazi spolnog razmnoZavanja, dolazi do tvorbe muSkog (anteridij) 1 Zenskog
(oogonij) gametangija koji su haploidni. Oni se spajaju i dolazi do oplodnje. Rezultat oplodnje
je tvorba zigote koja se naziva oospora. Nastala oospora okruZena je debljom stijenkom koja

ju stiti od Stetnih vanjskih utjecaja poput suse ili ekstremnih temperatura.

Dio zivotnog ciklusa vrste S. parasitica koji ukljucuje nespolno razmnozavanje smatra
se odgovornim za razvoj bolesti saprolegnioze. Sporulacija je potaknuta nedostatkom
hranjivih tvari ili naglim padom temperature u okolini pri ¢emu na zavr$ecima hifa dolazi do
tvorbe nespolnih sporangija sa zoosporama i potom otpustanja zoospora u okolinu. Primarne
zoospore pokrecu se pomocu dva bi¢a, medutim one su aktivne samo nekoliko minuta nakon
¢ega se pretvore u primarnu cistu. Klijanjem primarne ciste dolazi do tvorbe sekundarnih
pokretnih zoospora koje se smatraju glavnim infektivnim stadijem vrste S. parasitica. Za
razliku od primarnih zoospora, sekundarne zoospore mogu ostati pokretne i do nekoliko dana,
nakon ¢ega dolazi do tvorbe sekundarnih cista koja se jo$ nazivaju i citosporama. Sekundarne
zoospore nekih vrsta roda Saprolegnia (ukljucujuéi S. parasitica) imaju sposobnost tvorbe
sekundarnih cista i potom iz njih novih sekundarnih zoospora. Ta pojava naziva se

poliplanetizam i moZe se ponavljati kroz nekoliko ciklusa, no u veéini sluc¢ajeva dolazi do
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klijanja sekundarne ciste u novi micelij (Torto-Alalibo i sur., 2005; Earle i Hintz, 2014,
Songe, 2015; Lone i Manohar, 2018).

U nedavnom je istrazivanju opisana uloga tzv. kukica odnosno dlacica koje se nalaze
na povrsini sekundarnih cista i koje se razlikuju ovisno o vrsti unutar roda Saprolegnia
(Rezinciuc 1 sur., 2018). Ove dlacice smatraju se odgovornima za vezanje patogena na
povrSinu domacdina i opcenita je pretpostavka da je duzina dlaica proporcionalna jaini
vezanja cista na povrs$inu domacina, odnosno da duze dladice znae ¢vrsce vezanje i obrnuto.
Budu¢i da su kukice kod vrste Saprolegnia parasitica duze za 2 um u usporedbi s drugim
vrstama istog roda i organizirane u snopove (Slika 4.), jac¢ina kojom se ciste vrste S.
parasitica vezu na povrSinu domacina je tri puta veca od drugih ispitivanih vrsta iz roda

Saprolegnia te se smatra da uslijed ja¢eg prianjanja cista na povr$inu domacina dolazi do

jaceg infektivnog djelovanja.

Slika 4. Fotografije sekundarne ciste vrste Saprolegnia parasitica snimljene pomocu skenirajuceg
(A) i transmisijskog (B) elektronskog mikroskopa. Na fotografijama su prikazani snopovi (eng.
bundles — Bu), pojedine dlacice (eng. single hairs — Ha) i tzv. kukice (eng. hooks — Ho) na vrhu

dlacice (preuzeto iz Rezinciuc 1 sur., 2018).

1.1.3. Vrsta S. parasitica kao uzro¢nik saprolegnioze

Vrste iz roda Saprolegnia prezivljavaju na kopnu, u vlaznim uvjetima i vodenim
ekosustavima. Vec¢inom su saprofitski mikroorganizmi, medutim neke su vrste patogeni

biljaka i zivotinja pritom uzrokujuci sve veci broj bolesti u prirodi i akvakulturi (Sandoval-
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Sierra i sur., 2013). Bolest koju izazivaju neke vrste iz roda Saprolegnia naziva se
saprolegnioza, a manifestira se pojavom vidljivih bijelo ili sivo obojenih podrucja s
razvijenim filamentoznim micelijem na povrSini domacina (Slika 5.) (Torto-Alalibo i sur.,
2005). Medu vrstama iz ovog roda, Saprolegnia parasitica ima najvec¢i broj domacina, a popis
ukljucuje kalifornijsku pastrvu (Oncorhynchus mykiss), poto¢nu pastrvu (Salmo trutta),
perzijsku jesetru (Acipencer persicus), veliku ozimicu (Coregonus lavaretus holsatus),
australskog srebrnog grgeca (Bidyanus bidyanus), kanalskog soma (Ictalurus punctatus) i
japanskog lososa (Oncorhynchus masu) kao i jajasca atlantskog (Salmo salar) te pacifickog

lososa (Oncorhynchus nerka) (Gozlan i sur., 2014).

Prisutnost saprolegnioze u vodenom okoliSu karakteristicna je za razdoblje od
listopada do ozujka, kada je temperatura vode niza od 15 °C. Medutim, zamjetna stopa
uginuca riba zabiljeZena je neposredno nakon navedenog perioda uslijed porasta temperature
vode (Rahman i Choi, 2018). Naime, iako vrsta Saprolegnia parasitica ima prilicno veliku
toleranciju na temperaturne promjene u vodi (podnosi temperature od 3 do 33 °C) i nagla
promjena u temperaturi vode nema osobitog utjecaja na patogena, ribe domacini, koje su
osjetljivije na temperaturne promjene, uslijed temperaturnog Soka postaju podloZnije infekciji
1 posljedicno sklonije uginuéu (Warrilow 1 sur., 2014). Kod jajaSaca (oplodenih i
neoplodenih), rast micelija na njihovoj povrsini dovodi do smrti, dok kod odraslih riba S.
parasitica djeluje invazivno na epidermalno tkivo, po¢evsi najcesce od glave odakle se Siri na
ostatak tijela. Tijekom napredovanja bolesti zaraZena riba postaje letargicna i u njezinom
organizmu dolazi do naruSavanja homeostaze, a smrt u konacnici uzrokuje osmotski Sok do
kojeg dolazi uslijed smanjenja broja eritrocita (Wuensch i sur., 2018). Na Slici 5. prikazana je

mlada jedinka lososa sa saprolegniozom (Earle i Hintz, 2014).

Slika 5. Mlada jedinka lososa zarazena vrstom Saprolegnia parasitica. Inficirano podruéje

oznaceno je crvenim krugom (preuzeto iz Earle 1 Hintz, 2014).



Saprolegnioza predstavlja veliki problem u akvakulturi, osobito kod uzgoja ribljih
jajasaca, uzrokujuéi milijunske $tete u akvakulturi na globalnoj razini, posebice u Skotskoj,
Skandinaviji, Cileu, Japanu, Kanadi i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (Torto-Alalibo i sur.,
2005). U Hrvatskoj se uzgoj slatkovodnih riba, ponajprije kalifornijske pastrve
(Oncorhynchus mykiss) i u manjem udjelu poto¢ne pastrve (Salmo trutta fario), odvija u 24
uzgajalista s godiSnjom proizvodnjom od dvadesetak do nekoliko stotina tona (Zrn¢i¢ i sur.,
2011). Globalno gledano, akvakultura je jedna od rijetkih grana primarne industrije koja kroz
dulje razdoblje biljezi kontinuirani rast (De Silva, 2001). Medutim, s porastom broja
uzgajaliSta raste i broj oboljenja riba koje se u njima uzgajaju, izmedu ostaloga i pojavnost
saprolegnioze (Gozlan i sur., 2014). Primjerice, u zadnjih desetak godina salmonidna
akvakultura u Cileu doZivjela je zamjetan uzlet i Cile je (nakon Norveske) drugi najveéi
proizvodac atlantskog lososa i kalifornijske pastrve. Medutim, nagli razvoj popracen je i
porastom broja oboljenja u uzgajaliStima te su upravo vrste iz roda Saprolegnia jedne od
glavnih uzro¢nika infekcija. Nadalje, smatra se da vrste iz roda Saprolegnia uzrokuju
prosjec¢no 10 % ukupnih ekonomskih gubitaka u slatkovodnoj akvakulturi, a ponekad i do 50

% ukupnih godi$njih gubitaka u uzgajaliStima (Sandoval-Sierra i sur., 2014).

1.2. Identifikacija vrsta unutar roda Saprolegnia

Identifikacija vrsta unutar roda Saprolegnia je oteZzana budu¢i da su morfoloske razlike
izmedu razli¢itih vrsta ograni¢ene na varijacije u veli¢ini, obliku 1 broju oospora nastalih
tijekom spolnog razmnozavanja, dok je izgled micelija, sporangija i zoospora medusobno vrlo
slican (Slika 6.). Stoga se oospore smatraju jedinim pouzdanim izvorom morfoloskih razlika
unutar roda Saprolegnia na temelju kojih se vrsi klasifikacija i identifikacija vrsta (Songe,
2015). Medutim, identifikacija na temelju oospora Cesto nije moguca zbog nemogucénosti

inicijacije spolnog razmnozavanja u in vitro uvjetima.

Stoga se danas identifikacija temelji prvenstveno na odredivanju slijeda nukleotida
ITS-regije (eng. internal transcribed spacer) i usporedivanju dobivenog slijeda nukleotida s
poznatim sljedovima u nukleotidnim bazama podataka (GenBank, Benson i sur., 2013).
Medutim, 1 ova metoda identifikacije je podlozna greskama jer je utvrdeno da su u bazama
podataka prisutni mnogi pogresno klasificirani nukleotidni sljedovi $to moze dovesti do

daljnjih gresaka u klasifikaciji nepoznatih izolata iz roda Saprolegnia (Sandoval-Sierra i sur.,



2013). Nedavno provedenom detaljnom filogenetskom analizom gotovo 1000 nukleotidnih
sljedova ITS-regije raznih izolata iz roda Saprolegnia identificirano je preko 20 filogenetskih
klastera, ukljucujuci klaster koji odgovara vrsti S. parasitica (Sandoval-Sierra i sur., 2013).
Stoga se danas identifikacija vrsta iz roda Saprolegnia treba temeljiti na ovim revidiranim

molekularnim podacima, kako je 1 u¢injeno u ovom radu.

Mikroorganizam Morfologija

Saprolegnia

anisospora

Saprolegnia
diclina




Saprolegnia
ferax

Saprolegnia
furcata

Saprolegnia
litoralis




Saprolegnia
parasitica

/// | | 50 pm

Saprolegnia
terrestris

Slika 6. Prikaz morfoloskih razlika izmedu nekoliko vrsta iz roda Saprolegnia (preuzeto iz

Markovskaja, 2006). Prikazani su zoosporangiji, oogoniji i povezani hifama te

1.3. Lan¢ana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction — PCR) i njezina

primjena u dijagnostici i pracenju patogena

Lancana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction — PCR) vrlo je
osjetljiva metoda umnazanja (amplifikacije) specifi¢nih dijelova DNA (Garibyan i Avashia,
2013), a ciljni DNA-fragment odreduje se pomocu parova oligonukleotida (Strunjak-Perovi¢ i
Topi¢ Popovi¢, 1999). PCR-metodu razvio je americ¢ki biokemicar Kary Mullis 1984. godine i
za ovo otkrice je 1993. godine dobio Nobelovu nagradu (Joshi i Deshpande, 2011). S obzirom
na to da je PCR-om moguée umnoziti tocno odredeni fragment DNA i tako dokazati njegovo
prisustvo/odsustvo u uzorku, ova je metoda svoju primjenu nasla u Sirokom rasponu grana

poput klinicke medicine, dijagnostike nasljednih bolesti, forenzike, populacijske genetike,
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sistematike, tipizacije tkiva, bioinzenjerstva, prepoznavanja hrane dobivene genetickim
inzenjerstvom, kontrole ziveznih namirnica, evolucijske biologije te detekcije patogena u

akvakulturi (Strunjak-Perovi¢ i Topi¢ Popovié, 1999).

1.3.1. Princip umnazanja fragmenata molekule DNA lan¢anom reakcijom polimerazom

Svaka lanCana reakcija polimerazom zahtijeva prisutnost DNA-kalupa,
oligonukleotida, nukleotida i DNA-polimeraze. DNA-polimeraza je kljucan enzim koji,
nadovezujuéi se na oligonukleotide i prema informaciji u DNA-kalupu, povezuje pojedine
nukleotide daju¢i PCR-produkt. Oligonukleotidi su kratki fragmenti DNA sa specifi¢nim
redoslijedom nukleotida i par oligonukleotida u reakciji odreduje DNA-produkt koji ¢e se
umnoziti. Oligonukleotid je polaziSte za daljnje produljivanje lanca pomocu DNA-
polimeraze, medutim do povezivanja nukleotida i sinteze DNA dolazi jedino ako su
redoslijedi nukleotida u oligonukleotidu i DNA-kalupu medusobno komplementarni. Stoga je
kreiranje specificnih oligonukleotida jedan od osnovnih preduvjeta uspje$sne PCR-reakcije.
PCR-reakcija (Slika 7.) sastoji se od tri glavna dijela: denaturacije DNA, komplementarnog
sparivanja oligonukleotida i sinteze DNA. Reakcijska smjesa se u uredaju za PCR prvo
zagrije na 90 — 98 °C, sto dovodi do razdvajanja dva komplementarna lanca DNA-kalupa,
odnosno denaturacije. Temperatura se nakon toga snizuje do temperature koja omogucuje
vezanje oligonukleotida na ciljne (komplementarne) regije jednolancane DNA-kalupa
(najcesce je to temperatura u rasponu 50 — 65 °C). Taj proces renaturacije naziva se
komplementarno sparivanje (eng. annealing) oligonukleotida na DNA-kalup. Sljede¢i korak
je povisenje temperature na 72 °C, radnu temperaturu enzima DNA-polimeraze pri kojoj ona
dodaje nukleotide na krajeve oligonukleotida i tako formira novi lanac DNA (Joshi i
Deshpande, 2011, Strunjak-Perovi¢ i Topi¢ Popovié, 1999). Najcesce se koristi termostabilna
DNA-polimeraza iz mikroorganizma Thermus aquaticus (Tag-polimeraza), zato §to je brza,
visoko procesivna i stabilna u Sirokom rasponu temperatura koje se izmjenjuju tijekom PCR-
reakcije (Innis i sur., 1988). Svakim ponavljanjem ova tri koraka koji ¢ine jedan ciklus, broj
kopija DNA se udvostrucava. Za otprilike jedan sat, dvadesetak ciklusa PCR-a moze umnoziti
trazeni redoslijed nukleotida milijun puta. PCR-reakcija provodi se u uredaju za PCR u kojem
se temperatura tijekom reakcije povisuje i snizuje u skladu s prethodno odredenim

programom (eng. thermocycler), a broj ciklusa, vrijednosti temperatura koje se primjenjuju

11



tijekom reakcije, kao i trajanje pojedinih koraka i cijelog procesa, odreduju se ovisno o ciljnoj

regiji te svojstvima oligonukleotida i DNA-polimeraze (Garibyan i Avashia, 2013).

" DNA
\\\ /' 5’-' 3
‘}X DNA-kalup
|5
Ciklus 1 /‘
Denaturacija DNA
Ciklus 3
’ -
Komplementarno E % é % é é é é
sparivanje F
oligonukleotida E 3 *
Sinteza DNA E é Ciklus 2
’

PR

Slika 7. Shematski prikaz lancane reakcije polimerazom (preuzeto iz Garibyan i
Avashia, 2013).

Nakon provedene PCR-reakcije, rezultat se najcesée analizira gel-elektroforezom.
Tijekom elektroforeze u agaroznom gelu dolazi do izdvajanja umnozenog DNA-fragmenta
(ako zaista postoji u uzorku) u obliku vrpci (eng. bands) koje su nakon bojanja DNA-
interkaliraju¢éim bojama vidljive pod UV-svjetlom. Veli¢ina fragmenta odreduje se

usporedbom s komercijalno dostupnim standardima (Strunjak-Perovic¢ i Topi¢ Popovi¢, 1999).
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1.3.2. Primjena lan¢ane reakcije polimerazom u praéenju patogena u akvakulturi

Pomoc¢u PCR-a moguée je dijagnosticirati niz virusnih, bakterijskih i parazitskih
bolesti riba, Skoljaka i rakova. U posljednje vrijeme PCR postaje osnovna dijagnosticka
metoda, a prednosti ove tehnike u odnosu na standardne metode (uzgoj u kulturi i
mikroskopsku identifikaciju patogena) su brzo dobivanje rezultata, visoka specifi¢nost i

osjetljivost (Strunjak-Perovi¢ i Topi¢ Popovié, 1999).

U slatkovodnoj akvakulturi je uzimanje brisa s povrSine oboljelih riba i izolacija te
uzgoj patogena dugotrajan postupak koji Gesto ne uspije. Cak i kada se uspjesno uzgoji
uzro¢nik bolesti, to je Cesto nedovoljno za pouzdanu identifikaciju do razine vrste (vidi
Poglavlje 1.2.). Medutim, razvoj molekularnih tehnika rezultirao je razvojem dijagnostickih
metoda poput PCR-a koji se danas sve ¢eSc¢e koristi za detekciju i identifikaciju patogena na

temelju njihovih specifi¢nih redoslijeda nukleotida.

lako metoda za molekularnu detekciju vrste S. parasitica jos$ nije razvijena i cilj je
ovog rada, testovi temeljeni na PCR-u i njegovim inaficama primjenjuju se za detekciju
mnogih bakterijskih i virusnih patogena u pastrvskoj akvakulturi, poput bakterija
Flavobacterium columnare i Yersinia ruckeri te virusa zarazne hematopoetske nekroze
(ZHN), zarazne nekroze gusterace (ZNGQG) 1 virusne hemoragijske septikemije (VHS) (Kim i
sur., 2013; Sandoval-Sierra i sur., 2013; Thoen i sur., 2015; Shin i sur., 2017; Lone i
Manohar, 2018; Sarowar i sur., 2018).

Bakterija Flavobacterium columnare patogen je slatkovodnih riba, a jedna od vrsta
riba koje su najpodloznije oboljenju jest upravo kalifornijska pastrva. Patogen F. columnare
uzrokuje lezije na povrsini tijela riba, eroziju peraja i nekrozu Skrga (Pulkkinen i sur., 2009).
Za detekciju ovog bakterijskog patogena razvijen je PCR-test sa specifi¢nim
oligonukleotidima kreiranma na temelju razlika u slijedu nukleotida u regiji 16S rRNA gena u

odnosu na druge srodne vrste (Darwish i sur., 2004).

Vrsta Yersinia ruckeri je Gram-negativna bakterija i uzro¢nik jersinioze koju
karakterizira pojava jakih krvarenja u usnoj Supljini kalifornijske pastrve. lako se ova bolest u
vecini slucajeva kontrolira upotrebom cjepiva i antibiotika, danas se sve vise koristi PCR-test
za detekciju patogena na molekularnoj razini zbog brzine metode te njezine visoke

osjetljivosti (Fernandez i sur., 2007). Pritom se nukleotidni sljedovi specifi¢ni za vrstu Y.
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ruckeri nalaze unutar 16S rRNA gena, najraSirenijeg marker-gena za taksonomsku
identifikaciju bakterija (Gibello i sur., 1999).

Virusi zarazne hematopoetske nekroze (ZHN) i zarazne nekroze gusterate (ZNGQG)
vazni su patogeni u uzgoju kalifornijskih pastrva (Vardi¢ 1 sur., 2007). Virus zarazne
hematopoetske nekroze pripada porodici Rhabdoviridae (rod Novirhabdovirus) i uzrokuje
akutnu virusnu bolest mlada te odraslih jedinki razlic¢itih vrsta salmonidnih riba, a virus
zarazne nekroze gusteraCe pripada porodici Birnaviridae (rod Aquabirnavirus) i uzrokuje vrlo
brzo uginuce zarazenih riba. Danas se za identifikaciju virusa zarazne hematopoetske nekroze
1 zarazne nekroze gusterace sve vise koristi PCR, za koji su kreirani oligonukleotidi specificni
za gen koji kodira za nukleokapsidni protein virusa, i gqPCR (eng. quantitative polymerase
chain reaction) za koji se koriste oligonukleotidi specifi¢ni za gen koji kodira za glikoprotein
G (Miller i sur. 1998, Zrn¢i¢ i sur., 2011).

Sto se tiGe oomiceta, jedina vrsta vazna za akvakulturu za koju su do sada razvijeni
PCR- i qPCR-testovi je patogen slatkovodnih rakova Aphanomyces astaci, uzro¢nik racje
kuge (Oidtmann i sur., 2006; Hochwimmer i sur., 2009; Vralstad i sur., 2009). Molekularna
detekcija temelji se na oligonukleotidima koji omogucuju specificno umnazanje ITS-regije
5.8 rRNA gena vrste A. astaci (Oidtmann i sur., 2006; Vralstad i sur., 2009), odnosno dijelove
gena koji kodiraju za hitinaze CHI2 i CHI3 (Hochwimmer i sur., 2009).

Budu¢i da trenutno za detekciju patogenih oomiceta iz roda Saprolegnia ne postoje
standardizirane metode detekcije na molekularnoj razini, cilj ovog rada bio je razviti PCR-test

za brzu i u¢inkovitu metodu detekcije patogena Saprolegnia parasitica.
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Vrsta Saprolegnia parasitica ima znacajan negativni utjecaj na uzgoj pastrve i drugih
salmonidnih vrsta riba, ali i na prirodne populacije domacina. Saprolegnioza predstavlja
globalni rastuci problem, koji je dodatno porastao nedavnom zabranom upotrebe malahitnog
zelenila kao mjere kontrole. Stoga je potrebno ¢im prije razviti u¢inkovite metode detekcije i
pracenja patogena, koje predstavljaju prvi korak u ucinkovitoj kontroli Sirenja bolesti (Liu i
sur., 2015; Derevnina i sur., 2016). Postoje¢e metode detekcije i identifikacije ovog patogena
dugotrajne su budu¢i da se temelje na uzgoju i naknadnoj mikroskopskoj te molekularnoj
identifikaciji izolata. Stoga je op¢i cilj ovog rada bio po prvi put razviti PCR-test za brzu

molekularnu detekciju patogena S. parasitica.
Specifi¢ni ciljevi rada bili su:

1. izolirati i taksonomski determinirati oomicetne izolate iz pastrvskog ribnjaka Ritterman

koji €e sluZiti za testiranje specificnosti PCR-testa,

2. kreirati parove oligonukleotida za specificno umnazanje dijelova ITS-regije vrste S.

parasitica,

3. odrediti optimalne uvjete PCR-reakcije za svaki par oligonukleotida, odnosno optimalnu

temperaturu komplementarnog sparivanja,

4. utvrditi donju granicu osjetljivosti svakog para oligonukleotida odnosno minimalnu

koli¢inu DNA-kalupa koja je dovoljna za dobivanje PCR-produkta,

5. testirati specifi¢nost odabranih parova oligonukleotida.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. lzolacija i uzgoj izolata oomiceta iz pastrvskog ribnjaka Ritterman

Uzorkovanje je provedeno 29. studenog 2018. u pastrvskom ribnjaku Ritterman
(Solin, Hrvatska). Sakupljene su li¢inke stare 14 dana vidljivo obrasle micelijem te je u vodu
postavljeno 5 zamki za oomicete sa sjemenkama konoplje (Slika 8.) (Seymour, 1970; Johnson
i sur., 2002).

Slika 8. Primjer zamki za oomicete sa sjemenkama konoplje (Foto: Pavi¢ D.).

Prilikom izrade zamki, sjemenke konoplje su prokuhane dvije minute u kipucoj
destiliranoj vodi i nakon toga procijedene te skalpelom prerezane na pola. Izrezane polovice
stavljene su u zamke napravljene od zicane mrezice (do sedam polovica sjemenki konoplje po
zamki). Potom su pripremljene zamke stavljene u staklenke i sterilizirane autoklaviranjem
kroz 20 min pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 1,2 bar. Na terenu, zamke su uronjene u
vodu ribnjaka, potopljene pomocu utega i vezane plasticnim koncem. Nakon 13 dana (11.
prosinca 2018.), zamke su izvadene, stavljene u sterilne staklenke, prelivene vodom iz

ribnjaka i transportirane u laboratorij.

U laboratoriju su sakupljeni uzorci, odnosno inficirane li¢inke i1 polovice sjemenki

izvadene iz zamki te nasadeni na krutu hranjivu podlogu GY+OX+P.

Za pripremu hranjive podloge GY+OX+P se u 1 litri destilirane vode suspendira 12 g
agara (Biolife, Italija), 5 g glukoze (Biolife, Italija) i 1 g kvaséevog ekstrakta (Biolife, Italija).
Nakon sterilizacije autoklaviranjem kroz 20 min pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 1,2 bar,
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podloga se ohladi do temperature oko 60 °C i nakon toga joj se doda ukupno 20 mL otopine
antibiotika. Otopina antibiotika priprema se tako da se pomijeSa 10 mL metanola (Alkaloid,
Sjeverna Makedonija), 8 mL destilirane vode, 2 mL 0,1 M otopine natrijeva hidroksida (4
g/L; eci d.o.0., Hrvatska), 10 mg oksolini¢ne kiseline (0,010 g/L; Acros Organics, SAD) i 6
mg penicilina G (0,006 g¢/L; Sigma-Aldrich, lzrael) za 1 litru hranjive podloge. Prije
dodavanja u podlogu, otopina antibiotika se sterilizira provla¢enjem kroz filter promjera pora
0,4 um (LLG, Njemacka). Antibiotici su dodani u hranjivu podlogu kako bi se smanjio rast
bakterija, dok su oomicete otporne na oksolini¢nu kiselinu i penicilin (Kasanah i Hamann,
2004).

Prije nacjepljivanja na hranjivu podlogu, svaki je uzorak prvo ispran kako bi se
smanjila koli¢ina bakterija: pomocu sterilne pincete uzorak je umocen u etanol i potom
sterilnom Pasteurovom pipetom ispran tri puta s po 2 mL sterilne destilirane vode. Tako
tretirani uzorci stavljeni su na krute hranjive podloge te uzgajani u termokabinetu (Eppendorf,
Njemacka) pri 18 °C. Kako bi se oomicetni izolati procistili od prisutnih bakterija, koriStene
su plo¢e s procjepom preko kojeg micelij moze proci, a jednostani¢ne bakterije ne mogu.
Pritom je narasli micelij svaka dva dana presadivan na novu hranjivu podlogu, dok nije

dobivena ¢ista kultura.

Izolati su pohranjeni tako da su u bocice volumena 50 mL, prethodno do pola
volumena napunjene destiliranom vodom, stavljene po dvije sjemenke konoplje. Bocice sa
sjemenkama su zatvorene poklopcem, autoklavirane, ohladene i potom cuvane u hladnjaku.
Zatim su izrezana dva komadica agara s Cistom kulturom koji su stavljeni u bocice, a one
zatvorene poklopcem i pokrivene parafilmom. Ovako pripremljeni izolati ¢uvani su pri 18 °C
(Smith i Onions, 1994). Osim izolata sakupljenih u pastrvskom ribnjaku Ritterman, u radu je
koristen mikroorganizam Saprolegnia parasitica, soj CBS 223.65 koji je ustupila dr. sc.

Roberta Galuppi (SveuciliSte u Bologni, Italija).

3.2. lzolacija genomske DNA

Za izolaciju genomske DNA, mikroorganizmi su uzgojeni u tekucoj hranjivoj podlozi
PG1 (Unestam, 1965). Komadi¢ agara s micelijem (d = 5 mm) stavljen je u 4 mL tekuce
hranjive podloge, u jazicu plocice s 12 jazica (eng. 12-well plate). Mikroorganizmi su potom
uzgajani dva dana pri temperaturi od 18 °C. Nakon toga, porasli micelij je odvojen od ostatka
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krute hranjive podloge, prebacen u kivetu volumena 1,5 mL i centrifugiran pri 10 000 x ¢

kroz 15 minuta. Visak tekucine je izdvojen, a dobiveni talog koriSten za izolaciju DNA.

Genomska DNA mikroorganizama izolirana je kompletom NucleoSpin® Microbial
DNA (Macherey Nagel, Njemacka). Talog micelija resuspendiran je u 100 uL BE-pufera te
prebacen u epruveticu sa zrncima tipa B (NucleoSpin® Bead Tube Type B) u koju je potom
dodano 40 pL MG-pufera i 10 pL otopine proteinaze K. Kako bi doslo do lize stanica,
zatvorena epruvetica stavljena je na vorteks (Corning, SAD) na 20 minuta pri amplitudi 30
Hz. Nakon toga, uzorak je centrifugiran kroz 30 sekundi pri 11 000 x g. U uzorak je dodano
jos 600 uL MG-pufera, promijeSano vorteksiranjem kroz 3 sekunde te je uzorak ponovno
centrifugiran kao ranije. Nakon toga, supernatant je pomocu pipete prebacen na kolonicu za
vezanje DNA koja je stavljena u novu epruveticu. Nakon centrifugiranja u uvjetima kao
ranije, kolonica je isprana s 500 uL BW-pufera i ponovno centrifugirana pri istim uvjetima.
Zatim je kolonica isprana s 500 L B5-pufera i dva puta uzastopno centrifugirana kao ranije,
uz uklanjanje filtrata. U zavr$nom koraku, kolonica je prebacena u kivetu volumena 1,5 mL, a
elucija DNA s kolonice provedena je tako da je na kolonicu naneseno 100 uL BE-pufera za
eluciju, a zatim provedeno centrifugiranje pri 11,000 x g u trajanju od 5 minuta. Nakon
centrifugiranja, sakupljen je eluat koji sadrzi DNA i kolona jo$ jednom isprana s tim eluatom

kako bi se dobila maksimalna koncentracija genomske DNA u krajnjem uzroku.

Rezultat izolacije DNA analiziran je elektroforezom u agaroznom gelu (detaljno

opisano u Poglavlju 3.5.), a koncentracija izolirane DNA odredena je fluorimetrijski pomocu

uredaja Quantus (Promega, SAD) uz koristenje ONE dsDNA boje (Promega, SAD).

3.3. Oligonukleotidi
Oligonukleotidi koristeni u ovom radu navedeni su u Tablici 1.

Uz svaki oligonukleotid navedena je njegova predvidena Tm-vrijednost (eng. melting
temperature — Tm), koja se definira kao temperatura pri kojoj je 50 % oligonukleotida vezano
na komplementarni slijed nukleotida DNA-kalupa, a preostalih 50 % je u jednolancanom
obliku. Duzina Kkreiranih oligonukleotida utjece na Tm-vrijednost — §to je oligonukleotid duzi,
Tm-vrijednost mu je visa. Osim toga, na Tm-vrijednost utjece i GC-sastav, pa tako

oligonukleotidi duzine 20 parova baza s udjelom G + C od 50 % imaju Tm-vrijednost u
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temperaturnom rasponu 56 — 62 °C i uglavnom je Tm-vrijednost oligonukleotida s ve¢im
udjelom G + C visa. Predvidanje Tm-vrijednosti je potrebno radi odredivanja optimalne
temperature komplementarnog sparivanja (eng. annealing temperature) na DNA-kalup u

lan¢anoj reakciji polimerazom (Dieffenbach i sur., 1993).

Tablica 1. Koristeni oligonukleotidi.

‘ Uzvodni oligonukleotidi (eng. forward — F)

Duzina
Oznaka )
oligo- | Nukleotidni slijed 5'—3' Tm | oligo- Izvor
go- ! [°C]  nukleotida
nukleotida
(pb)
White i
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 63 22 sur.,
1990
333F CAAACTTGTTTCATTTCTTGATTGGGATG 65 29 g‘(;a‘
‘ Nizvodni oligonukleotidi (eng. reverse — R)
Oznaka T 3?;;%
. C e e v m -
oligo- _ Nukleotidni slijed 5'—3 °C] nukleotida Izvor
nukleotida
(pb)
White i
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58 20 sur.,
1990
c57m CYTGTACTTTGACAACAGACTCGC o2 | 24 Ovaj
Y = | Y=C rad
CCAACTCYCCTTACGTGCC Ovaj
590R 69 | 19
Y = | Y=C rad

Tm-vrijednost (eng. melting temperature) svakog oligonukleotida predvidena je pomocu

racunalnog programa Tm-kalkulator (Tm Calculator; https://tmcalculator.neb.com/#!/batch);

pb — parovi baza.

3.4. Lan¢ana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction — PCR)

U ovom su radu, tijekom provodenja lanCane reakcije polimerazom koristeni parovi

oligonukleotida A i B te par ITS (Tablica 2.).
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Tablica 2. Koristene kombinacije oligonukleotida.

Seki
Oznaka Oznaka Oznaka SUELINENE

. veli¢ina o -
para uzvodnog nizvodnog fragmenta Ciljna regija
oligonukleotida | oligonukleotida @ oligonukleotida (pr)J
A 333F 567R 257 ITS-regija
S. parasitica

B 333F 590R 275 ITS-regija
S. parasitica
ITS-regija svih
vrsta roda

707 Saprolegnia i

ITS TS5 IS4 (Leung, 2012) @ drugih oomiceta
koriStenih u ovom
radu

Sastav reakcijske smjese za PCR naveden je u Tablici 3., dok su u Tablici 4. navedeni
uvjeti PCR-reakcija. Sve PCR-reakcije provedene su u uredaju Alpha Cycler 1 (PCRmax,

Ujedinjeno Kraljevstvo).

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za PCR:

a) za parove oligonukleotida A i B,

Komponenta reakcijske smjese za ' Volumen
PCR (uL)

DNA-kalup 1 <0,2 ng/pL
EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix

12,5 1X
(TAKARA, Japan)
10 UM uzvodni oligonukleotid 0,5 0,2 uM
10 UM nizvodni oligonukleotid 0,5 0,2 uM
dH20 10,5 /
Ukupni volumen 25 /
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b) za ITS-par oligonukleotida.

Komponenta reakcijske smjese za | Volumen | Konatna koncentracija

PCR (uL) komponente u reakcijskoj smjesi
DNA-kalup 1 <0,2 ng/pL

EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix

(TAKARA, Japan) % X

10 UM ITS5 uzvodni oligonukleotid | 1 0,2 uM

10 uM ITS4 nizvodni oligonukleotid | 1 0,2 uM

dH20 22 /

Ukupni volumen 50 /

Tablica 4. Uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom:

a) za parove oligonukleotida A i B,

Pocetna denaturacija DNA 10 min 98 °C
Denaturacija DNA 10s 98 °C
<0 oo Komplementarno sparivanje pocetnica®  30's 64 °C
Sinteza DNA 30s 72°C
Zavrsna sinteza DNA 5 min 72°C

“Odredivanje optimalne temperature komplementarnog sparivanja parova kreiranih

oligonukleotida opisano je u Rezultatima (Poglavlje 4.2.).

b) za ITS-par oligonukleotida.

Pocetna denaturacija DNA 5 min 98 °C
Denaturacija DNA 30s 98 °C
Zheldteel . Komplementarno sparivanje pocetnica  30'S 56 °C
Sinteza DNA 1 min 72°C
Zavrsna sinteza DNA 10 min 72°C
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3.5. Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu koriStena je za vizualizaciju uzoraka genomske DNA
i rezultata lancane reakcije polimerazom (Slika 9.). Elektroforeza u agaroznom gelu
ucinkovita je metoda razdvajanja fragmenata molekula nukleinskih kiselina ¢ije se velicine
kre¢u od 100 pb do 25 kpb (Lee 1 sur., 2012). Pritom se razdvajanje fragmenata prema veli¢ini

(pb) odvija pod utjecajem istosmjernog elektricnog polja.

Slika 9. Elektroforeza u agaroznom gelu — nanosenje uzorka u jazice gela (Foto: Vujovi¢ T.).

Elektroforeza genomske DNA provodila se u 1 %-tnom gelu, dok se elektroforeza
produkata lancane reakcije polimerazom provodila u 2 %-tnom agaroznom gelu pri naponu od
100 V kroz 45 minuta u aparaturi Owl Easy Cast B1 Mini Gel Electrophoresis System
(Thermo Fisher Scientific, SAD). Za pripremu gela koriStena je agaroza (Sigma-Aldrich,
SAD) otopljena u TAE puferu (40 mM TRIS (hidroksimetil) aminometan; 20 mM octena
kiselina; 1 mM etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA)). Nakon S§to se otopina agaroze
ohladila na oko 60 °C, dodana je boja GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, Svicarska)

za vizualizaciju fragmenata. Pripremljena otopina izlivena je u kadicu za elektroforezu.
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Nakon provedene elektroforeze, razdvojeni fragmenti DNA promatrani su pod UV-svjetlom

(UV transiluminator UVIpure, UVITEC Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo) i fotografirani.

Na Slici 10. prikazan je molekularni standard koji je sluzio za provjeru veli¢ine dobivenih

fragmenata.

Tandem ladder

12 kb

T kb
5 kb

3 kb

2 kb

1 kb
800 bp

600 bp
400 bp

200 bp
100 bp

Slika 10. Molekularni standard SimplyLoad™ Tandem DNA ladder (Lonza,

3.6. Odredivanje i racunalna obrada sljedova nukleotida

Nukleotidni sljedovi ITS-regije oomiceta koristeni u ovom radu dobiveni su:

odredivanjem redoslijeda nukleotida PCR-produkata, za izolate dobivene u
ovom radu. Odredivanje redoslijeda nukleotida PCR-produkata provedeno je
uz pomo¢ pocetnice ITS4 u komercijalnom servisu Microsynth (Austrija), a
PCR-produkti su prije odredivanja redoslijeda nukleotida proc¢is¢eni. Nakon
odredivanja redoslijeda nukleotida, kromatogrami su uredeni u programu
GeneStudio (GeneStudio, Inc.) i spremljeni u fasta formatu.

preuzimanjem iz NCBI (National Center for Biotechnology Information) baze
podataka, za redoslijede nukleotida izolata opisanih u literaturi (Sandoval-
Sierra 1 sur, 2013). Pri tome je koristen alat Batch Entrez

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov./sites/batchentrez), a redoslijedi nukleotida su

preuzeti putem tzv. pristupnih brojeva (eng. accession number — Acc. No.).
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Visestruko sravnjenje nukleotidnih sljedova (eng. multiple sequence alignment)

napravljeno je u programu MAFFT, https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/ (Katoh i Standley,

2013), a naknadne manipulacije sravnjenih nukleotidnih sljedova izvrSene su u programima
SeaView (Gouy i sur., 2010) i BioEdit (Hall, 2011). Filogenetska analiza provedena je
metodom Bayesianovog zaklju¢ivanja pomoc¢u Mr. Bayes programa (Ronquist i Huelsenbeck,
2003) sa 100 000 iteracija. Dobiveno filogenetsko stablo uredeno je pomocu programa iTOL
(Letunic i Bork, 2016).

24


https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/

4. REZULTATI

4.1. lzolacija i taksonomska identifikacija oomiceta iz roda Saprolegnia u pastrvskom

ribnjaku Ritterman, Solin

Sakupljeni izolati posluzili su za kasnije testiranje specifi€nosti razvijenog PCR-testa
za detekciju vrste S. parasitica (Poglavlje 4.5.). Uzorkovanjem te naknadnim uzgojem u
kulturi 1 prociS¢avanjem sakupljeno je 16 izolata oomiceta iz ribnjaka Ritterman (Solin,
Hrvatska) — 5 sa li¢inki (oznake: BF1, BF2, BF3, BF5 i BF6) i 11 sa zamki (oznake: Z12,
Z14, 715, 716, 723, 7225, Z31, Z33, Z41, Z42 i Z43) (Slika 11.).

Slika 11. Prikaz uzgoja Cistih svih vrsta oomiceta iz roda Saprolegnia detektiranih u
sakupljenim izolatima: a) S. australis (oznake: Z23, Z25 i Z31); b) S. delica (oznake: BF5,
Z14 i Z33); ¢) S. ferax (BF6 i Z12) i d) S. parasitica (oznake: BF1, BF2, BF3, Z15, Z16,
Z41, Z42 i Z43).
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M 723 Z25 Z31 Z33 M BF1 BF2 BF3 BF5 BF6

Slika 12. a) Genomska DNA nekoliko izolata koriStenih u ovom radu; b) primjeri PCR-

produkata odnosno umnoZene ITS-regije nekoliko izolata koriStenth u ovom radu. M:

molekularni standard SimplyLoad™ Tandem DNA ladder (Lonza, Svicarska). Na gel je

naneseno po 8 pL genomske DNA, odnosno po 2 pL PCR-produkata.

Kako bi se utvrdila njihova taksonomska pripadnost provedena je analiza ITS-regije

(eng. internal transcribed spacer) 5.8S rRNA gena sakupljenih izolata u nekoliko koraka: (i)
izolirana je genomska DNA svakog izolata (Slika 12a.), (ii) lan¢anom reakcijom polimerazom
umnozena je ITS-regija svakog izolata uz par oligonukleotida ITS5 i ITS4 (Slika 12b.), (iii) u
komercijalnom servisu odreden je slijed nukleotida ITS-regije svakog izolata (Slika 13.) te su
(iv) filogenetskom analizom usporedeni redoslijedi nukleotida izolata i redoslijedi nukleotida
razli¢itih poznatih vrsta iz roda Saprolegnia (Slika 14.). Prema rezultatima filogenetske
analize sakupljeni izolati su identificirani, kako je navedeno u Tablici 6. Od ukupno 16
izolata, osam je pripadalo vrsti S. parasitica (oznake: BF1, BF2, BF3, Z15, Z16, Z41, Z42 i
Z43, klaster 3 prema klasifikaciji Sandoval-Sierra i sur. (2013)), tri vrsti S. australis (oznake:
Z23, Z25 i Z31, klaster 5), tri vrsti S. delica (oznake: BF5, Z14 i Z33, klaster 6) i dva vrsti S.
ferax (oznake: BF6 i Z12, klaster 4).

290 300 310 320 330
Coter |TTﬁnHQGGQCTTGTHRTTRCHQGRCCTTCQHRGTCTGCTTCHTQCCF\TCHRGG

B

Slika 13. Primjer kromatograma u programu GeneStudio (GeneStudio, Inc.) na kojem je

prikazan slijed nukleotida ITS-regije izolata Z14 (Saprolegnia delica).
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Slika 14. Filogenetsko stablo nacinjeno na temelju ITS-regije gena koji kodira za 5.8S rRNA
vrste S. parasitica i jo§ 22 razliCite vrste roda Saprolegnia, zatim vrsta Leptolegnia sp.,

Protoachlya paradoxa, Achlya caroliniana i Aphanomyces astaci (Sandoval-Sierra i sur.,
2013), te izolata iz ribnjaka Ritterman. Znak ,,+* pored naziva mikroorganizama predstavlja

pozitivan, a znak ,,— negativan rezultat PCR-testa za detekciju vrste S. parasitica opisanog u
Poglavlju 4.5. Na mjestima grananja prikazane su pouzdanosti grananja.
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4.2. Kreiranje parova oligonukleotida

Prvi korak u razvoju PCR-testa za detekciju patogena pastrve Saprolegnia parasitica
bio je kreiranje oligonukleotida koji specificno umnazaju dijelove ITS-regije 5.8S rRNA gena

vrste Saprolegnia parasitica.

U tu je svrhu prvo napravljena bioinformaticka analiza poznatih nukleotidnih sljedova
ITS-regije vrste S. parasitica (12 nukleotidnih sljedova) i jo$ 22 razlicite vrste roda
Saprolegnia: S. diclina (4 nukleotidna slijeda), S. sp. (1) (2 nukleotidna slijeda), S. ferax (2
nukleotidna slijeda), S. australis (2 nukleotidna slijeda), S. delica (2 nukleotidna slijeda), S.
litoralis (1 nukleotidni slijed), S. sp. (2) (6 nukleotidnih sljedova), S. sp. (3) (1 nukleotidni
slijed), S. subterranea (1 nukleotidni slijed), S. torulosa (1 nukleotidni slijed), S. monilifera (2
nukleotidna slijeda), S. terrestris (2 nukleotidna slijeda), S. eccentrica (2 nukleotidna slijeda),
S. sp. (4) (1 nukleotidni slijed), S. furcata (1 nukleotidni slijed), S. sp. (5) (4 nukleotidna
slijeda), S. sp. (6) (2 nukleotidna slijeda), S. asterophora (1 nukleotidni slijed), S. sp. (7) (1
nukleotidni slijed), S. megasperma (2 nukleotidna slijeda), S. turfosa (1 nukleotidni slijed), S.
anisospora (1 nukleotidni slijed) te vrsta Leptolegnia sp. (1 nukleotidni slijed), Protoachlya
paradoxa (1 nukleotidni slijed), Achlya caroliniana (1 nukleotidni slijed) i Aphanomyces
astaci (1 nukleotidni slijed) (Sandoval-Sierra i sur., 2013). Vrste iz roda Saprolegnia
odabrane su tako da pokrivaju razli¢ite filogenetske skupine (klasteri 1 — 23) opisane u
znanstvenom radu Sandoval-Sierra i sur. (2013). U konstruiranom visestrukom sravnjenju
nukleotidnih sljedova (Dodatak 1.) odabrani su dijelovi koji su specifi¢ni za vrstu Saprolegnia
parasitica, odnosno koji se razlikuju izmedu S. parasitica i drugih vrsta iz roda Saprolegnia
te filogenetski udaljenijin oomiceta. Na temelju tih dijelova sravnjenja kreirani su
oligonukleotidi jedinstveni za vrstu S. parasitica (Tablica 5.).
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Tablica 5. Segmenti viSestrukog sravnjenja ITS-nukleotidnih sljedova vrsta iz roda
Saprolegnia i drugih vrsta oomiceta. Dijelovi viSestrukog sravnjenja specifi¢ni za ciljnu vrstu
S. parasitica, temeljem kojih su kreirani oligonukleotidi, oznac¢eni su narancastim okvirom.
Plavom bojom oznacene su nukleotidne baze koje se unutar odredenog stupca u sravnjenju
razlikuju izmedu S. parasitica i drugih vrsta mikroorganizama. Citavo visestruko sravnjenje
nukleotidnih sljedova nalazi se u Dodatku 1.

a) uzvodni oligonukleotid 333F,

Mikroorganizam Acc. No.* Oligonukleotid 333F (polozaj 333 — 361)

KF717745 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGA-T GGAATG
KF717795 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGAHT GGEATG
KF717797 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGA-T GGAATG
KF717816 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGAHT GGEATG
KF717835 CAA CCTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
KF717836 CAA [ECTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG

Saprolegnia parasitica KF717839 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717842 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717846 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717854 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717855 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717860 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717863 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717864 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717867 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717869 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717870 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG
Saprolegnia parasitica KF717872 CAA ACTTGTTTCA TTTCTTGATT GGGATG

Saprolegnia ferax KF717883 CAA CCTTGTTTCA TTTCTITGATT GAGATG
Saprolegnia ferax KF717958 CAA CCTTGTTTCA TTTCTTGATT GAGATG
Saprolegnia australis KF717972 CAA CCTTGTTTCA TTCCTTGA-T GGITTG
Saprolegnia australis KF717974 CAA CCTTGTTTCA TTCCTTGA-T GGITTG
Saprolegnia delica KF718021 CAA CCTTGTTTCA TTCCTTGA-T GGTATG
Saprolegnia delica KF718022 CAA CCTTGTTTCA TTCCTTGA-T GGIATG
Saprolegnia litoralis KF718048 CAA CCTTGTTTCA TTTCTTCACT GGGATG
Saprolegnia sp. (2) KF718049 CAA GCTTGTTTCA TTTETCAA== F=== TG
Saprolegnia sp. (2) KF718050 CAA GCTTGTTITCA TTTTTCAA-- --—-- TG
Saprolegnia sp. (2) KF718055 CAA GCTTGTTTCA TTTEITCAA-- -=—— TG
Saprolegnia sp. (2) KF718065 CAA GCTTGTTTCA TTTTTCAA-- -——-— e
Saprolegnia sp. (2) KF718071 CAA GCTTGTTTCA TTTEITCAA=- -=—— TG
Saprolegnia sp. (2) KF718099 CAA GCTTGTTTCA TTTTTCAA-- -——-— e
Saprolegnia sp. (3) KF718122 CAA ACTTGTTTCA TTTEGCAA-= ==-—= TG
Saprolegnia subterranea KF718124 CAA ACTTGTTTCA TTCCTCTAGG GGGATG
Saprolegnia torulosa KF718125 CAA AATTGTTTCA TTTCTTCATT GAGATG
Saprolegnia monilifera KF718130 CAA AATTGTTTCA TTTCTTCATT GAGATG
Saprolegnia monilifera KF718131 CAA AATTGTTTCA TTTCTTCATT GAGATG
Saprolegnia terrestris KF718134 CCA AATTGTTTTA TTTCTTTATT GAAATG
Saprolegnia terrestris KF718135 CCA AATTGTTTTA TTTCTTTATT GAAATG
Saprolegnia eccentrica KF718140 CAA AGTTGTTTCA TTTATT---- --—-- TG
Saprolegnia eccentrica KF718141 CAA AGTTGTTTCA TTCATTE=——= ———- TG
Saprolegnia sp. (4) KF718142 CAA AATTGTTTCA TTTATT---- -——-— e
Saprolegnia furcata KF718143 BEGn ABRTTGTTTCA TTTEE S O TG
Saprolegnia sp. (5) KF718144 CAA ACTTGTTTCA TTTATT---- -——-— e
Saprolegnia sp. (5) KF718146 CAA ACTTGTTTCA TTTATT---- == TG
Saprolegnia sp. (5) KF718152 CAA ACTTGTTTCA TTGATT---- -——-— e
Saprolegnia sp. (5) KF718156 CAA ACTTGTTTCA TTTATT-—— ———— TG
Saprolegnia sp. (6) KF718174 CAA ACTTGTTTCA TTTATT---- ----— TG
Saprolegnia sp. (6) KF718177 CAA ACTTGTTTCA TTTATT-—— ———— TG
Saprolegnia asterophora KF718178 CAA ACTTGTTTCA TTTATT---- ----— TG

KF718179 CAA ACTTGTTTCA TTTATTE=== E=== TG
KF718186 CAA AATTGTTTCA TTTATT---- —-—- TG
KF718187 CAA AATTGTTTCA TTTATTE=== ===-= TG
KF718190 CAA AATTGTTTCA TTTA--——-- —-—— TG

Saprolegnia anisospora KF718192 CAA AATTGTTTCA TTTA=====5 F=== TG
Leptolegnia sp. KF718185 CAA AATTGTTTCA TTGATT---- ----— TG
Protoachlya paradoxa KF718202 CAA AATTGCTTTIT CTTETIG-—= ———— GA
Achlya caroliniana KF718203 ACC AATTGTTTCA TGTATT---- ---- TG
Aphanomyces astaci KF718204 CAA AATTGTITTTG TCTITGGA-—- ———— CG

*Acc. No. — eng. accession number.
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b) nizvodni oligonukleotidi 567R i 590R.

. . Oligonukleotid 567R Oligonukleotid 590R
Mikroorganizam Acc. No.* .. . -
(polozaj 567 — 590) (polozaj 590 — 608)
Saprolegnia diclina KF717745 GCGAGTICTG- TTGTTTAAGC ACGG GGCGCG TAAGGGGA-- GTAGG
Saprolegnia diclina KF717795 GCGAGTCTG- TTGTETAAGE ACEG GGCBCG TAAGGBGA-- GTHGG
Saprolegnia diclina KF717797 GCGAGTCTG- TTGTTCAAGC ACGG GACGCG TAAGGGGA-- GTAGG
Saprolegnia diclina KF717816 GCGAGTCTG- TTGTECAAGE ACEG GBCBCG TAAGGBGA-- GTHGG
Saprolegnia sp. (1) KF717835 GCGAGTCTG- TTGTTTAAGC ACGG GGCGCG TAAGGGGA-- GCAGG
Saprolegnia sp. (1) KF717836 GCGAGTCTG- TTGTITAAGC ACGG GGCGCG TAAGGGGA-- GCAGG
Saprolegnia parasitica KF717839 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717842 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717846 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717854 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717855 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717860 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-— GTTGG
KF717863 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAA GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717864 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAG GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717867 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAG GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717869 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAG GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717870 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAG GGCACG TAAGGRGA-- GTTGG
KF717872 GCGAGTCTG- TTGTCAAAGT ACAG GGCACG TAAGGRGA-— GTTGG
Saprolegnia ferax KF717883 GCGAGICTG- TTGTTTAAGC ACAG GACACG TAAGGAGA-- GTGAG
Saprolegnia ferax KF717958 GCGAGTCTG- TTGTTTAAGC ACAG GACACG TAAGGAGA-- GTGAG
Saprolegnia australis KF717972 GCGAGGCTG- TTGTTTAAGC ACAG GGCACG TAAGTGGA-- GTAGG
Saprolegnia australis KF717974 GCGAGGCTG- TTGTITAAGC ACAG GGCACG TAAGTGGA-- GTAGG
Saprolegnia delica KF718021 GCGAGICTG- TTGTTTAAGC ACAG GGCACG TAAGGGGA-- GTAGG
Saprolegnia delica KF718022 GCGAGTCTG- TTGTTTAAGC ACAG GGCACG TAAGGAGA-- GTAGG
Saprolegnia litoralis KF718048 GCGAGGCTGT TTGCGACGAT GCAA AGCGCG TAAGGAGA-- GTGTG
Saprolegnia sp. (2) KF718049 GCGAGTCTG- TTGTITAAGC CCAG GACGCG TITCGAGA-- GCTIG
Saprolegnia sp. (2) KF718050 GCGAGICTG- TTGTTTAAGC CCAG GGCGCG TTTCGAGA-- GCTTG
Saprolegnia sp. (2) KF718055 GCGAGTCTG- TTGTETAAGE ECAG GACGCG TITCGAGA-- GETIG
Saprolegnia sp. (2) KF718065 GCGAGTCTG- TTGTTTAAGC CCAG GACGCG TTTCGAGA-- GCTTG
Saprolegnia sp. (2 KF718071 GCGAGTCTG- TTGTTTAAGC CCAG GACGCG TITCGAGA-- GCTIG
KF718099 GCGAGTCTG- TTGTTTAAGC CCAG GACGCG TTTCGAGA-- GCTTG
Saprolegnia sp. (3) KF718122 GCGAGTCTG- TTGTITAAGC ACAA GGCACG GTCTGAAA-- GCTIG
Saprolegnia subterranea KF718124 GCGAGGTCG- GTGCTGGAAG GCAA GGCACG GGATGGAA-- GTATG
Saprolegnia torulosa KF718125 GCGAGGTTG- TTGTCAGAGC GCAA GATGCG GACTAAGA-- TTGIG
Saprolegnia monilifera KF718130 GCGAGGTTG- TTGTCAGAAG GCAA GATGCG GATTAAAA-- TTGIG
Saprolegnia monilifera KF718131 GCGAGGTTG- TTGTCAGAAG GCAA GATGCG GAATAAAA-- TTGIG
Saprolegnia terrestris KF718134 GCGAGGTTG- TTGTTAGAAG GCAA GATGCG AAATAAAA-- TTATG
Saprolegnia terrestris KF718135 GCGAGGTTG- TTGTTAGAAG GCAA GATGCG AAATAAAA-- TGATG
Saprolegnia eccentrica KF718140 GAGAGATTG- TTGCTGGAAG GCAA GATGCG GAGTCGGAG- TTGIT
Saprolegnia eccentrica KF718141 GAGAGATTG- TTGCTGGAAG GCAA GATGCG GAGTCGGAG- TTGTT
Saprolegnia sp. (4) KF718142 GAGAGGTTG- TTGCTGGAAG GCAA GATGCG GAGTTGGAG- TTATC
Saprolegnia furcata KF718143 GAGAGGTTG- TTACTGGAAG GCAG GATGCG AGGTCGAAT- TTGIT
Saprolegnia sp. (5) KF718144 GACGGGTTG- TGGCGGAAGC GCAG GATTGG A-GTTGTA-- TTTTA
Saprolegnia sp. (5) KF718146 GBCGGETITG- TGGCGGAAGE GCAG GATTGG AAGTTCTA-- TTTTIA
Saprolegnia sp. (5) KF718152 GACGGGTTG- TGGCGGAAGC GCAG GATTGG AGGTTGTA-- TTTTA
Saprolegnia sp. (5) KF718156 GBCGGETITG- TEGCGGAAGE GCAG GATTGG AAGTTGTA-- TTTEA
Saprolegnia sp. (6) KF718174 GAAGAGTTG- YGGCGGAAGT GTAG AATGGG AGGTTGAA-- TAGTA
Saprolegnia sp. (6) KF718177 GRAGAGTTG- CGGCGGAAGT GTAG AATGGG AGGTTGAA-- TAGTA
Saprolegnia asterophora KF718178 GATGGGTTG- CGGCGGAAGT GCAG GATTGG AGGTTGAA-- TAGTA
Saprolegnia sp. (7) KF718179 GATGGETTG- EGGCGGAAGT GCAG GATTGG AGGTTGAA-- TAGTA
Saprolegnia megasperma KF718186 GAGGAGTTG- GTACTGGAAG GCAA GATGCG TTTTCAAA-- TAGTA
Saprolegnia megasperma KF718187 GAGGAGTTG- GTACTGGAAG GCAA GATGCG TTTTICAAA-- TAGTA
Saprolegnia turfosa KF718190 GATGGGTTG- GTACTTGAAG GCAA GATGCG TTGTTGAA-- TAATA
Saprolegnia anisospora KF718192 GAGAGGTTG- ATGCTAGAAG ACAT GATGCG ATCTCGAA-- TAGTA
Leptolegnia sp. KF718185 GACGGATTT- GTG-TGACGC GCAG GATTCG ATTTTGGA-- -TGTA
Protoachlya paradoxa KF718202 GCGIGGTITG- TTGTCCGAGC ATGG AATGCG TTGTAGAGT- TGTCT
Achlya caroliniana KF718203 TAGATGTGT- GTATTGAAGT ATGA AATAAG GAGTTTATAA TGATA
Aphanomyces astaci KF718204 AAGAGETTT- GTAGTITGRAG GCAG BAATGCG GAGTCGGA-- TAGTA

Acc. No. — eng. accession number.

Odabrana su ukupno tri oligonukleotida, jedan uzvodni (333F) (Tablica 5a.) i dva
nizvodna (567R i 590R) (Tablica 5b.), kojima se mogu umnoziti dva razli¢ita PCR-produkta.

Pri kombiniranju parova oligonukleotida vodeno je racuna o tome da se predvidene Tm-
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vrijednosti parova oligonukleotida ne razlikuju vise od nekoliko Celzijevih stupnjeva (°C),
kako bi se u naknadnim PCR-reakcijama lakSe dobila optimalna temperatura

komplementarnog sparivanja oba oligonukleotida na DNA-kalup (Dieffenbach i sur., 1993).

Na Slici 15. nalazi se shematski prikaz kreiranih parova oligonukleotida A i B na
kojem su oznaceni uzvodni i nizvodni oligonukleotidi pojedinog para te ocekivane veliCine

produkata.

567

0 333 590 726

e m
333F S90R

Slika 15. Shematski prikaz kreiranih oligonukleotida i veli¢ina njihovih produkata (navedene

u zagradama). Crna linija oznacava ITS-regiju 5.8S rRNA gena vrste Saprolegnia parasitica.

Plavom bojom oznacen je par oligonukleotida A, a crvenom B.

4.3. Utvrdivanje optimalne temperature komplementarnog sparivanja za kreirane

parove oligonukleotida

U svrhu odredivanja optimalne temperature komplementarnog sparivanja svakog para
oligonukleotida tijekom umnazanja zeljenih fragmenata PCR-om, za svaki je par
oligonukleotida testiran raspon temperatura komplementarnog sparivanja, kao S$to je
prikazano na Slici 16. Odredivanje optimalne temperature komplementarnog sparivanja
oligonukleotida od izrazite je vaznosti za uspjesno provodenje PCR-reakcije. Naime, ako je
temperatura komplementarnog sparivanja previsoka, parovi oligonukleotida ¢e slabo prianjati
1 prinos nece biti zadovoljavajuc¢i. Nasuprot tome, preniska temperatura komplementarnog
sparivanja uzrokovat ¢e nespecificno sparivanje oligonukleotida s DNA-kalupom i umnazanje

nespecificnih fragmenata DNA.
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Optimalna temperatura komplementarnog sparivanja oligonukleotida je najviSa
temperatura pri kojoj se amplifikacija uspjesno odvija. Iz Slike 16. je vidljivo da je optimalna
temperatura komplementarnog sparivanja za oba para oligonukleotida oko 64 °C i da
dobivene veli¢ine fragmenata odgovaraju ocekivanim veli¢inama za svaki par oligonukleotida

(,A“—257 pbi,B“— 275 pb).

M Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 M Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8

t[°C]59,6 60,4 613 628 636 644 659 66,6 t[°C] 59,6 604 613 628 636 644 659 66,6

Slika 16. Odredivanje optimalne temperature vezanja svakog para oligonukleotida.

M: molekularni standard SimplyLoad™ Tandem DNA ladder (Lonza, Svicarska). Za oba

para oligonukleotida (,,A*“ — oznaceno plavom strelicom (ljjevo) 1 ,,B* — oznaceno crvenom
strelicom (desno)) optimalna temperatura iznosila je 63,6 °C, odnosno priblizno 64 °C. Na gel

je naneseno po 2 pL PCR-produkata.

4.4. Odredivanje donje granice osjetljivosti kreiranih parova oligonukleotida

Kako bi se utvrdila najmanja koli¢ina genomske DNA vrste Saprolegnia parasitica
koja se moze detektirati, provedene su PCR-reakcije s razli¢itom koli¢inom DNA-kalupa — od
1 ng do 1 fg u reakcijskoj smjesi (Slika 17.). Pritom je kod oba para ispitivanih
oligonukleotida (A i1 B) intenzitet vrpci opadao sa smanjenjem koliine genomske DNA.

Donja granica osjetljivosti za oba para oligonukleotida bila je 10 pg.
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Slika 17. Odredivanje donje granice osjetljivosti parova oligonukleotida A (gornja slika;
ozna¢eno plavom bojom) i B (donja slika; oznaeno crvenom bojom). M: molekularni
standard SimplyLoad™ Tandem DNA ladder (Lonza, Svicarska). U kolonama od 0 do -6
prikazani su PCR-produkti dobiveni s razli¢itim koli¢inama genomske DNA vrste
Saprolegnia parasitica u reakciji: 0 (1 ng); -1 (100 pg); -2 (10 pg); -3 (1 pg); -4 (100 fg); -5
(10 fg); -6 (1 fg). Na gel je naneseno po 2 uL PCR-produkata.

4.5. Odredivanje specifi¢nosti parova oligonukleotida

U svrhu ispitivanja specifi¢nosti kreiranih parova oligonukleotida, provedeni su PCR-
testovi s genomskom DNA razli¢itih vrsta oomiceta iz roda Saprolegnia sakupljenih u
ribnjaku Ritterman kao kalupom (Tablica 6.). U Tablici 6. vidljivo je da su PCR-testovi svih
vrsta Saprolegnia parasitica koriStenih u ovom radu dali pozitivan rezultat s oba para
oligonukleotida, dok je koristenjem genomske DNA drugih vrsta iz roda Saprolegnia rezultat

bio negativan.
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Tablica 6. Detekcija patogena Saprolegnia parasitica PCR-testom. Znak ,,+“ predstavlja

pozitivan, a znak ,,—" negativan rezultat PCR-testa.

Uzorak sakupljen PC(R;’est PCER;(D'St
Sfi-z.ametka (A) oIigonSkIeotida oIigonSkIeotida
ili iz vode (B) A)
BF1 Saprolegnia parasitica A + +
BF2 Saprolegnia parasitica A + +
BF3 Saprolegnia parasitica A + +
BF5 Saprolegnia delica A - -
BF6 Saprolegnia ferax A - -
Z12 Saprolegnia ferax B - -
Z14 Saprolegnia delica B - -
Z15 Saprolegnia parasitica B + +
Z16 Saprolegnia parasitica B + +
Z23 Saprolegnia australis B - -
Z25 Saprolegnia australis B - -
Z31 Saprolegnia australis B - -
Z33 Saprolegnia delica B - -
Z41 Saprolegnia parasitica B + +
Z42 Saprolegnia parasitica B + +
Z43 Saprolegnia parasitica B + +

Na Slici 18. prikazani su rezultati PCR-testa u prisutnosti odabranih uzoraka s parom

oligonukleotida A (Slika 18a.) i s parom oligonukleotida B (Slika 18b.).
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M BFL Z15 Z16 Z41 Z42 743 + - M BFl BF2 BF3 BF6 BF5 Z33 Z14 712 723 725 731 + -
(Sp) (Sp) (Sp) (Sp) Sp) (Sp) (S.p) (Sp) (Sp)

M BFl Z15 Z16 Zz41 z42 743 + - M BF1 BF2 BF3 BF6 BF5 Z33 Z14 Z12 723 725 Z31 + -
(Sp.) (Sp) (Sp) (Sp) (Sp) (Sp) (Sp.)(Sp.) (Sp)

Slika 18. Rezultat PCR-testa za detekciju patogena Saprolegnia parasitica s parom

oligonukleotida A (a) i s parom oligonukleotida B (b) koristenjem DNA razli¢itih vrsta iz
roda Saprolegnia kao kalupa. U prvom redu nalaze se oznake izolata, a u drugom redu su
kraticom S. p. oznaceni izolati kod kojih je utvrdeno da se radi o vrsti Saprolegnia parasitica
(ostale oznake izolata i puni nazivi vrsta na koje se te oznake odnose nalaze se u Tablici 6.).
M: molekularni standard SimplyLoad™ Tandem DNA ladder (Lonza, Svicarska); ,,+°:
pozitivna kontrola (genomska DNA tipskog soja patogena S. parasitica); ,—: negativna
kontrola (dH20). Na gel je naneseno po 2 pL PCR-produkata.
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5. RASPRAVA

Standardne metode izolacije i identifikacije mikroorganizama, temeljene na uzgoju u
kulturi, imaju brojne nedostatke, prvenstveno dugotrajnost provodenja analize i posljedi¢no
nemogucnost pravovremene detekcije patogena u svrhu sprjecavanja Sirenja bolesti (Lazcka i
sur., 2007; Baron, 2011). Posljednjih dvadesetak godina, s razvojem molekularnih metoda,
razvijaju se brojne nove visokoosjetljive molekularne metode za brzu detekciju patogena
temeljene na metodi lanc¢ane reakcije polimerazom 1 drugim izvedenim metodama, poput
kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom (eng. quantitative polymerase chain reaction —
gPCR) i LAMP (eng. loop mediated isothermal amplification). Ovakve su metode prvo
primijenjene za detekciju patogena u humanoj medicini, a danas sve vise pronalaze svoju
primjenu u detekciji velikog broja okolisnih patogena (Girones i sur., 2010; Lévesque, 2011;

Zeng i sur., 2018), sto je i bio cilj ovog rada.

Patogene vrste oomiceta iz redova Peronosporales, Pythiales, Saprolegniales,
Sclerosporales, Salilagenidiales i Leptomitales smatraju se ekoloski znacajnim biljnim i
zivotinjskim okoli$nim patogenima (Fry i Griinwald, 2010; McGowan i Fitzpatrick, 2017).
Medu oomicetama su tradicionalno najistrazeniji biljni patogeni iz rodova Peronospora,
Phytophthora i Pythium, pa je za njih razvijen niz molekularnih metoda detekcije (Fry i
Grinwald, 2010). Primjerice, za detekciju patogena Peronospora variabilis razvijena je PCR-
metoda, dok su za molekularnu detekciju vrsta Phytophthora cactorum, Ph. citricola, Ph.
kernoviae, Ph. nicotianae, Ph. quercina i Ph. sojae te Pythium ultimum razvijene gPCR-
metode detekcije (Lievens i sur., 2006; Schena i sur., 2006; Bienapfl i sur., 2011; Li i sur.,
2013; Testen i sur., 2014). Zivotinjski patogeni oomiceti, poput onih iz rodova Aphanomyces i
Saprolegnia, manje su istrazeni, ali su i za neke od njih razvijene molekularne metode
detekcije (Lévesque, 2011). Primjerice, za neke slatkovodne vrste iz roda Aphanomyces poput
A. astaci (patogen slatkovodnih rakova) i A. invadans (patogen morskih i slatkovodnih vrsta
riba) postoje metode detekcije bazirane na PCR-u i gPCR-u (Oidtmann i sur., 2006;
Vandersea i sur., 2006; Vralstad i sur., 2009; Earle i Hintz, 2014; Pavi¢ i sur., 2019). Osim
toga, Gachon i sur. (2009) razvili su qPCR-test za detekciju i kvantifikaciju vrste Euychasma
dicksonii, oomicetnog patogena smedih algi. Molekularne metode se ve¢ vise godina masovno
koriste u pra¢enju patogena A. astaci u okolisu i akvakulturi te su u potpunosti zamijenile
raniju morfoloSku detekciju ove vrste (Camma i sur., 2010; Jussila i sur., 2011; Kokko i sur.,
2012; Filipova i sur., 2013; Kusar i sur., 2013; Maguire i sur., 2016; Svoboda i sur., 2017).

Medutim, za vrstu Saprolegnia parasitica takvi testovi jo§ nisu razvijeni, unato¢ tome $to se
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radi o patogenoj vrsti koja uzrokuje velike Stete u akvakulturi (Earle i Hintz, 2014). Razlog
tome je najvjerojatnije to $to taksonomija unutar roda Saprolegnia do nedavno (2013. godine)
nije bila rijeSena te u bazama podataka postoji velik broj redoslijeda nukleotida ovog roda koji
su svrstani u pogres$nu vrstu (Sandoval-Sierra i sur., 2013.). Stoga je cilj ovog rada bio po prvi
put razviti PCR-test za brzu detekciju patogena Saprolegnia parasitica, uzro¢nika

saprolegnioze.

Prvi korak u razvoju PCR-testa bio je odabir ciljne nukleotidne regije u genomu vrste
S. parasitica, unutar koje ¢e se odabrati sljedovi nukleotida specifi¢ni za tu vrstu. U ovom je
radu kao ciljna regija koriStena ITS-regija (eng. internal transcribed spacer — ITS) unutar
gena koji kodira za 18S rRNA. Ova se regija naj¢e$¢e koristi za molekularnu detekciju
oomicetnih patogena na razini vrste (Oidtmann i sur., 2006; Schena i sur., 2006; Vralstad i
sur., 2009; Camma i sur., 2010; Bienapfl i sur., 2011; Jussila i sur., 2011; Li i sur., 2013) te su
za tu regiju dostupni brojni redoslijedi nukleotida u bazama podataka. Osim toga, temeljem
ITS-regije su nedavno Sandoval-Sierra i suradnici (2013) revidirali sistematiku unutar roda
Saprolegnia. Medutim, unutar viSestrukog sravnjenja ITS-regije razli¢itih oomiceta bilo je
teSko pronac¢i dovoljno duge redoslijede nukleotida specificne za vrstu S. parasitica.
Primjerice, kreirani oligonukleotid 333F sadrzava samo jedan nukleotid razlike od iste
nukleotidne regije srodne vrste Saprolegnia sp. (1) te samo dva nukleotida razlike od vrsta S.
diclina i S. ferax. To ukazuje na moguce probleme specifi¢nosti koje se u ovom radu pokusalo
otkloniti povisenjem temperature komplementarnog sparivanja oligonukleotida na DNA-
kalup do maksimalnih 64 °C. lako su rezultati prikazani u ovom radu pokazali zeljenu
specificnost kreiranih parova oligonukleotida (tj. do amplifikacije je doSlo samo kada je u
reakciji bila prisutna genomska DNA vrste S. parasitica, a ne kada je kao kalup stavljena
DNA vrsta S. australis, S. delica i S. ferax), bilo bi pozeljno dodatno potvrditi specifi¢nost
metode koriStenjem genomske DNA filogenetski srodnih vrsta koje u ovom radu nisu bile
dostupne (S. diclina, Saprolegnia sp. (1), S. litoralis, S. torulosa i S. monilifera). Takoder, u
buducnosti bi bilo pozeljno prona¢i nove ciljne redoslijede nukleotida unutar kojih bi se
detektiralo vise razlika kod razli¢itih vrsta roda Saprolegnia odnosno koji bi pokazali bolju
razlu¢ivost na razini vrste. Primjerice, donedavno su se za detekciju biljnog patogena Pythium
insidiosum Koristili dijelovi ITS-regije rDNA specifi¢ni za tu vrstu (Schurko i sur., 2003;
Grooters i Gee, 2008). Medutim, zbog nedovoljne specificnosti oligonukleotida za umnazanje
ITS-regije, Keeratijarut i sur. (2015) razvili su gPCR-metodu za detekciju vrste P. insidiosum

kod koje se za identifikaciju koriste specificni dijelovi regije gena Koji kodira za ekso-1,3-f-

37



glukanazu. Takoder, u svrhu poboljSanja specifi¢nosti i skra¢ivanja vremena potrebnog za
provedbu PCR-testa za detekciju zivotinjskog patogena A. astaci, razvijen je PCR-test s
novim oligonukleotidima koji, za razliku od koriStenih parova oligonukleotida specifi¢nih za
ITS-regiju, specificno umnozavaju dijelove gena koji kodiraju za hitinaze CHI2 i CHI3

(Hochwimmer i sur., 2009).

U usporedbi s tim, osjetljivost PCR-testa za detekciju vrste Aphanomyces astaci
iznosila je 100 fg (Oidtmann i sur., 2006). Nadalje, donja granica osjetljivosti parova
oligonukleotida koriStenih u PCR-testu za detekciju vrste Aphanomyces piscicida, patogene
vrste oomiceta koje napadaju slatkovodne vrste riba, iznosila je 1 pg (Phadee i sur., 2004).
Uzrok razlika u osjetljivosti parova oligonukleotida za detekciju vrsta iz roda Aphanomyces
(Phadee i sur., 2004; Oidtmann i sur., 2006) i vrste Saprolegnia parasitica (ovaj rad) mogao
bi se objasniti ¢injenicom da je u ovom radu, kako bi se povecala specifi¢nost, koriStena
najvisa moguca temperatura komplementarnog sparivanja oligonukleotida na DNA-kalup (64
°C), $to je vjerojatno dovelo do odredenog smanjenja osjetljivosti reakcije. U usporedbi s tim,
Oidtmann 1 suradnici (2006) pri odredivanju osjetljivosti koristili su temperaturu
komplementarnog sparivanja oligonukleotida na DNA-kalup od 59 °C, iako je pokusima u
nasoj grupi nedavno pokazano da se ta temperatura moze povisiti na 61 °C bez smanjenja
specificnosti (Pavi¢ 1 sur., 2019). Moze se pretpostaviti da bi osjetljivost para oligonukleotida
Oidtmann i suradnika (2006) takoder bila manja pri viSoj temperaturi komplementarnog
sparivanja oligonukleotida na DNA-kalup. Osim toga, za PCR-test Oidtmanna i sur. (2006) je
nedavno utvrdeno da pri temperaturi komplementarnog sparivanja od 59 °C nespecifi¢no
detektira vrstu A. fennicus, novootkrivenu vrstu srodnu ciljnoj vrsti A: astaci (Viljamaa-Dirks
i Heinikainen, 2019).

Budu¢i da je u ovom radu demonstrirana mogucénost primjene razvijenog PCR-testa za
detekciju patogena S. parasitica na uzorcima genomske DNA izolirane iz cistih kultura
izolata, potrebno je daljnjim istrazivanjima ispitati uspjeSnost ove metode i na drugim vrstama
uzoraka, primjerice uzorcima DNA iz zaraZenog tkiva (lezije bolesnih riba) i uzoraka okolisne
DNA (eng. environmental DNA — eDNA) iz vode. Na taj bi se nacin zaobisla dugotrajna
izolacija patogena u Cistoj kulturi, Sto bi ujedno bila i najveca prednost razvijene metode.
Tako se primjerice vrsta A. astaci moze detektirati gPCR-om na uzorcima DNA izoliranima iz
komadica kutikule zaraZzenog raka (Vralstad 1 sur., 2009), iz obriska epibiontske zajednice s

povrsine kutikule rakova (Pavic i sur., 2019), kao i iz eDNA izolirane iz vode (Strand i sur.,
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2014; Wittwer i sur., 2018). Jos jedan primjer je detekcija biljnih oomicetnih patogena iz roda
Phytophthora upotrebom eDNA iz tla (Catala i sur., 2015).

Nadalje, kreirani specifi¢ni parovi nukleotida opisani u ovom radu mogu biti temelj za
razvoj naprednih metoda detekcije, poput qPCR, ddPCR i LAMP-metode. Kvantitativna
lan¢ana reakcija polimerazom (qQPCR) sve se vise koristi kao zamjena za standardne PCR-
testove. Ova metoda je brza od standardne PCR-metode jer se primjenjuje manji broj ciklusa,
a detekcija produkata vr$i unutar zatvorenog uredaja pa nije potrebno provoditi naknadne
postupke detekcije PCR-produkata na agaroznom gelu. Osim toga, detekcija produkata vrsi se
temeljem fluorescencije pa je gPCR osjetljivija metoda od standardnog PCR-a (Mackay,
2004). Kako je ve¢ spomenuto, ova metoda se vec koristi za detekciju nekih oomicetnih
patogena, npr. biljnih patogenih oomiceta poput Phytophthora sansomeana i Ph. sojae te
Zivotinjskog patogena A. astaci (Vralstad i sur., 2009; Rojas i sur., 2017). Nadalje, droplet
digital PCR (eng. droplet digital polymerase chain reaction — ddPCR) je nedavno razvijena
kvantitativna PCR-tehnologija tvrtke Bio-Rad (SAD)
(http://www.labena.hr/index.php/prodajni-segmenti/laboratorijska-oprema/microplate-

sistemi/bio-rad-droplet-digital-pcr). Ova metoda se sve viSe primjenjuje zato S$to je

reproducibilna, osjetljiva te, za razliku od gPCR-a, omogucéuje apsolutnu kvantifikaciju
neovisnu o bazdarnoj krivulji. Osim toga, manje je podloZna utjecaju inhibitora (Dube 1 sur.,
2008; Hoshino i Inagaki, 2012; Pinheiro i sur., 2012; Hindson i sur., 2013). Droplet digital
PCR ve¢ se koristi za detekciju i kvantifikaciju biljnog oomicetnog patogena Phytophthora
nicotianae u okolisnim uzorcima (Blaya i sur., 2016). LAMP-metoda (eng. loop mediated
isothermal amplification — LAMP) jos je jedna od vodec¢ih metoda molekularne detekcije kod
koje se umnazanje Zeljenih redoslijeda nukleotida odvija u izotermalnim uvjetima. Prednosti
ove metode naspram drugih PCR-metoda opisanih u ovom poglavlju jesu neovisnost o
skupim laboratorijskim uredajima, visoka specificnost, iznimno visoki prinosi u kratkom
vremenu te jednostavna vizualna detekcija rezultata detekcije (Notomi i sur., 2000). LAMP-
metoda se ve¢ uvelike koristi za identifikaciju razli¢itih vrsta patogenih bakterija i virusa, ali i
patogenih oomiceta iz rodova Phytophthora i Phythium (Ph. capsici, Ph. pseudolactucae,
Pythium irregulare, Pythium uncinulatum te Pythium spinosum) (Ushikubo, 2004; Kumar i
sur., 2017; Dong, 2015; Feng i sur., 2018; Keikha, 2018).

Zaklju¢no, u ovom je radu opisan brz i uc¢inkovit PCR-test za detekciju patogene vrste
Saprolegnia parasitica u ¢istoj kulturi razlicitih izolata oomiceta. Potrebna su daljnja

istrazivanja kojima bi se demonstrirala primjena razvijene PCR-metode za detekciju patogena
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u okoliSnim uzorcima DNA, bez prethodne izolacije mikroorganizma u ¢istoj kulturi. Osim
toga, kreirani specifi¢ni parovi nukleotida opisani u ovom radu mogu biti temelj za razvoj

naprednih metoda detekcije, poput gPCR i ddPCR.
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6. ZAKLJUCCI

U ovom je radu prvi put razvijen PCR-test za brzu i ucinkovitu detekciju patogena

Saprolegnia parasitica na molekularnoj razini.
Glavni zakljucci su:

1. Kreirana su ukupno tri oligonukleotida jedinstvena za vrstu S. parasitica — jedan
uzvodni (333F) i dva nizvodna (567R i 590R), kojima se mogu specificno umnoziti
dva razli¢ita PCR-produkta, duzine 257 parova baza (par oligonukleotida A) i 275
parova baza (par oligonukleotida B).

2. Najniza koli¢ina genomske DNA vrste S. parasitica koju je bilo moguce detektirati u
reakcijskoj smjesi iznosila je 10 pg.

3. Razvijeni PCR-test pokazao je visoku specificnost: PCR-reakcije provedene s
genomskom DNA vrste Saprolegnia parasitica kao kalupom dale su pozitivan rezultat
s oba para oligonukleotida, dok je koristenjem genomske DNA drugih srodnih vrsta iz

roda Saprolegnia (S. australis, S. delica i S. ferax) rezultat bio negativan.

Daljnjim istrazivanjima potrebno je potvrditi primjenjivost razvijenog PCR-testa na
razli¢itim vrstama uzoraka, primjerice uzorcima DNA iz zarazenog tkiva (lezije bolesnih riba)
i uzoraka okolisne DNA (eng. environmental DNA — eDNA) iz vode, zato $to bi se tako
preskocio dugotrajan i ¢esto neuspjesan dio izolacije patogena u Cistoj kulturi, Sto je ujedno
jedna od najve¢ih prednosti razvijene metode. Zaklju¢no, opisani PCR-test pokazao se
pouzdanom i u¢inkovitom metodom identifikacije vrste S. parasitica na molekularnoj razini
koja bi se u buduc¢nosti mogla koristiti kao standardizirana metoda za detekciju 1 pracenje

(monitoring) patogena S. parasitica u ribogojilistima.
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7. ZAHVALE

Zahvaljujem se svojoj mentorici Ani Bielen na pruzenoj prilici, ukazanom povjerenju i
velikodusnoj pomo¢i pri izradi ovog rada. Zahvaljujem joj na ulozenom vremenu i strpljenju

za moje brojne upite pri izradi ovog rada.

Takoder, zelim se zahvaliti Dori Pavi¢ na dragocjenim savjetima i velikoj pomo¢i pri

radu u laboratoriju.

Izrada ovog rada financirana je iz uspostavnog istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za
znanost "Interakcije slatkovodnih patogenih oomiceta i okoliSa (InteractOomyc)", UIP-2017-

05-6267, voditeljice A. Bielen.
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9. SAZETAK

Tamara Vujovié
Razvoj PCR-testa za detekciju patogena Saprolegnia parasitica, uzro¢nika saprolegnioze

Patogeni mikroorganizam Saprolegnia parasitica (Oomycetes) uzrokuje bolest
saprolegniozu kod salmonidnih riba poput pastrve i lososa, rezultiraju¢i milijunskim gubicima
u akvakulturi. S obzirom da se postoje¢e metode identifikacije patogena temelje na uzgoju
izolata u Kkulturi, postupku koji je dugotrajan i ¢esto ne uspije, cilj ovog rada bio je razviti
PCR-test za detekciju patogena S. parasitica. U tu svrhu, prvo su dizajnirani parovi
oligonukleotida specifi¢ni za ITS-regiju (eng. internal transcribed spacer) 5.8S rRNA gena
vrste S. parasitica. Nac¢injeno je visestruko sravnjenje 58 poznatih nukleotidnih sljedova ITS-
regije razli¢itih vrsta oomiceta te su na temelju razlika u dijelovima sravnjenja kreirana
ukupno tri oligonukleotida jedinstvena za vrstu S. parasitica: jedan uzvodni (333F) i dva
nizvodna (567R i 590R). Nakon toga je eksperimentalno demonstrirana ucinkovitost PCR-
reakcije s navedenim oligonukleotidima i genomskom DNA vrste S. parasitica (CBS 233.65)
kao kalupom. Uz koristenje para nukleotida 333F i 567R dobiven je produkt ocekivane
veli¢ine 257 parova baza (pb), dok je koriStenjem para 333F 1 590R dobiven produkt dugacak
275 pb. Nadalje, optimalna temperatura komplementarnog sparivanja za oba para
oligonukleotida iznosila je 64 °C, a donja granica osjetljivosti bila je 10 pg genomske DNA
vrste S. parasitica. Na kraju je provedeno testiranje specifi¢nosti oligonukleotidnih parova. U
tu svrhu, sakupljeni su oomicetni izolati iz vode i jajasaca u pastrvskom ribnjaku Ritterman
(Solin, Hrvatska). Izolati su uzgojeni u ¢istoj kulturi te taksonomski identificirani
odredivanjem redoslijeda nukleotida ITS-regije i naknadnom filogenetskom analizom.
Utvrdeno je da 8 od 16 sakupljenih izolata pripada vrsti S. parasitica, dok su ostali bili S.
australis, S. delica i S. ferax. Iz svih izolata izolirana je genomska DNA te je koristena kao
kalup u PCR-reakcijama s kreiranim parovima oligonukleotida. Time je potvrdena Zeljena
specificnost PCR-testa: do uspjeSne amplifikacije PCR-produkata doslo je samo kada je u
reakciji bila prisutna DNA vrste S. parasitica, dok je u slucaju koristenja genomske DNA
drugih srodnih vrsta amplifikacija izostala. Zaklju¢no, nakon $to se dodatno demonstrira
primjena ovdje razvijenog PCR-testa za detekciju vrste S. parasitica na okoliSnim uzorcima,
upotreba testa u ribogojiliStima omogucila bi rano otkrivanje prisutnosti patogena ¢ime bi se

smanyjili ekonomski gubici i poboljsali uvjeti uzgoja riba.

Kljucne rijeci: ITS-regija, lancana reakcija polimerazom, Oomycetes, pra¢enje patogena
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10. SUMMARY
Tamara Vujovi¢

Development of PCR assay for detection of Saprolegnia parasitica, causative agent of

saprolegniosis

Pathogenic oomycete Saprolegnia parasitica causes saprolegniosis, a disease of
salmonid fish including trout and salmon, that leads to significant economic losses in
aquaculture. Current methods for pathogen detection, i.e. isolation and cultivation of pure
oomycete cultures, are time-consuming and often unsuccessful. Therefore, the aim of this
study was to develop PCR assay for detection of S. parasitica based on ITS (internal
transcribed spacer) region of 5.8S rRNA gene sequence. Firstly, multiple sequence alignment
(MSA) of 58 ITS sequences from various oomycetes, including S. parasitica, was used to
design S. parasitica-specific primer pairs. S. parasitica-specific regions of MSA were
identified and three different primers were designed — one forward (333F) i two reverse (567R
and 590R). Next, the effectiveness of the primer pairs was demonstrated in vitro by
performing PCR-reactions with genomic S. parasitica (CBS 233.65) DNA as a template. As
expected, primers 333F and 567R amplified 257 bp PCR products and primers 333F and
590R amplified 275 bp PCR products. For both primer pairs, optimal annealing temperature
was determined to be 64 °C and the lower limit of detection was 10 pg of S. parasitica
genomic DNA. The specificity of the assay was demonstrated by using oomycetes isolated
from water and eggs in trout fish farm Ritterman (Solin, Croatia). Taxonomic identity of the
collected isolates was determined by sequencing of ITS amplicons followed by phylogenetic
analysis. Eight out of 16 collected isolates were identified to be S. parasitica, while others
were S. australis, S. delica and S. ferax. Genomic DNA from all 16 isolates was used as a
template in PCR-reactions with the designed primer pairs. The expected specificity of the
PCR assay was confirmed: the amplification was successful when S. parasitica genomic DNA
was used in PCR-reactions, while no amplicon was obtained when genomic DNA of different
Saprolegnia species was used. In conclusion, after the additional demonstration of the method
effectiveness with environmental DNA samples, the newly developed PCR assay can be
applied to S. parasitica monitoring in fish farms. This will enable the early detection of the

pathogen and help to decrease the economic losses and to improve the farming conditions.
Key words: ITS region, Oomycetes, polymerase chain reaction, PCR-based monitoring
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DODACI

Dodatak 1. Citavo visestruko sravnjenje ITS-sljedova nukleotida vrsta iz roda Saprolegnia i
drugih vrsta oomiceta. Dijelovi visestrukog sravnjenja specifi¢ni za ciljnu vrstu S. parasitica
nalaze se unutar crnih okvira (oligonukleotid 333F (polozaj 333 — 361), oligonukleotid 567R
(polozaj 567 — 590) i oligonukleotid 590R (polozaj 590 — 608)).
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Oligonukleotid 333F
(polozaj 333 — 361 ITS-regije
vrste S. parasitica)
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8 KF718065.1

8 KF718055.1

8 KF718099.1

8 KF718049.1

& KF718021.1

4 KF717958.1

31 KF717864.1

3 KF717863.1

3 KF717870.1

3 KF717860.1

3 KF717869.1

3 KF717855.1

31 KF717867.1

3 KF717846.1

1 KF717797.1
1 KF717816.1

1 KF717785.1

1 KF717745.1

3 KF717842

31 KF717872

5 KF717972

& KF718022

9 KF718122.
11 KF71812
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Oligonukleotid 567R
(polozaj 567 — 590 ITS-regije

vrste S. parasitica)
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Oligonukleotid 590R

(polozaj 590 — 608 ITS-regije
631 vrste S. parasitica)
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“KF718050.
9 KF718122.
11 KF718125.
12 KF718130.
12 KF718131.
13 KF718134.
13 KF718135.
14 KF718140.
14 KF718141.
15 KF718142.
16 KF718143.
21 KF718186.
21 KF718187.
23 KF718192.
22 KF718190.
10 KF718124.
17 KF718144.
17 KF718146.
17 KF718156.
17 KFT718152.
18 KF718174.
18 KF718177.
19 KF718178.
20 _KF718179.
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Leptolegnia
Aphanomyces
Achlya
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1 KF717745.
1 KF717795.
1 KF717797.
1 KFT717816.
2 KF717835.
2 KFT717836.
3 KF7178309,
3 KFT17846.
3 KF717842.
3 KF717854,
3 KFT17867.
3 KF717855.
3 KF717869.
3 KFT717840.
3 KFT17870.
3 KF717863.
3 KFT717864.
3 KFT17872.
4 KF717883.
4 KF717958.
5 KF717972.
5 KF717974.
& KF718021.
6 _KF718022.
7 KFT718048.
B KF718049.
8 KF718099.
8 KF718055.
B KFT18065.
8 KFT718071.
8 KF718050.
9 KF718122.

T T

1T KFT718125.
12 KFT18130.
12 KF718131.
13 KFT18134.
13 KF718135.
14 KF718140.
14 KFT18141.
15 KFT18142.
16 KFT18143,
21 KF718186.
21 KFT1B187.
23 KFT718192,
22 KFT18190.
10 KF718124.
17 KFT18144.
17 KFT18146.
17 KFT18156.
17 KF718152.
18 KFT18174.
18 KFT18177.
19 KF718178.
20 KFT181739.

Protoachlya
Leptolegnia
Aphanomyces
Lchlya
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