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1. Uvod

Raci patii mezi nejvice rozsifenou skupinu bezobratlych zivocichii ve sladkych
vodach. Diky své velikosti (jsou nejvétSimi sladkovodnimi bezobratlymi Zivocichy
v Evrop¢) byvaji obcas nazyvani klicovymi druhy (,.keystone species) ¢i ekologickymi
inzenyry (,,ecological engineers), majici vyznamnou roli ve vodnim ekosystému, jehoz
stav velmi intenzivné ovliviiuji. Nékteré druhy jsou velmi dilezitymi bioindikatory
kvality vody, od které se dale odviji zastoupeni mnoha jinych druhi ZivoCichd

sdilejicich s raky spole¢ny biotop.

Raky muazeme nalézt v nejruznéjSich typech biotopt tekoucich vod (od drobnych
potoki az po feky) i vod stojatych (v rybnicich, jezerech, bazinach, tinich nebo
docasnych nadrzich; Holdich, 2002a). Vyskytuji se na vSech kontinentech, kromé
Afriky a Antarktidy, ackoliv jejich vyskyt neni zaznamenan Vv Casti Asie a Jizni
Americe. V nedavné dob¢ vsak doslo k introdukci raki do Afriky, asijské ¢asti Ruska a
Ciny (Holdich, 2002a,b). Druhové nejbohatsi spoledenstvo rakil najdeme Vv Severni
Americe, kolem 420 druht (Crandall a Buhay, 2008; De Grave a kol. 2009), zastoupené
Celedi Cambaridae. V porovnani s nimi je evropska astakofauna velmi chuda, citajici

pouze tfi druhy rodu Astacus a dva druhy rodu Austropotamobius (Kozak a kol., 2013).

Diky zhorSujici se kvalit¢ vod a negativnim hydrologickym podminkdm obecné,
dochazelo v druhé poloviné minulého stoleti k drastickému poklesu pocetnosti raki a
mnoho populaci zmizelo Gpln€. Divodem byla piredev§im nadmérnd eutrofizace vod a
necitlivé zasahy do morfologie toki. Ty vedly ke sniZzeni rozmanitosti vodniho prostiedi
ve vztahu k raktm, pfedevsim sniZeni po¢tu ukrytd, a k zhorSeni fyzikalné chemickych

ukazatelii vody, zejména koncentraci rozpusténého kysliku.



2. Literarni prehled

2.1 Biologie raka bahenniho (Astacus leptodactylus Eschscholtz)

Rak bahenni patii mezi velké druhy rakt, kde samci ojedinéle dorustaji celkové
délky az 30 cm, Castéji je to ale 15 cm. Tento druh raka se doziva az 10 let (Koksal,
1988; Holdich a kol., 2006). Zbarveni raka bahenniho je rtizné a zavisi na prostfedi, ve
kterém se vyskytuje. Nejcastéjsi barvou je olivoveé zelend az medové hnéda. Raritou je
modré zbarveni. Hlavohrud’ je S$tihla, vejcovitého az hruskovitého tvaru. Na bocich
hlavohrudi jsou trnavé vystupky, diky kterym je povrch drsny. Nejvice viditelny je par
prominentnich vyrastka (trnt), které jsou v blizkosti tylni brazdy. Rak bahenni ma
viditeln€ Gzka a dlouha klepeta, coz je znatelné zvlasté u dospelych samcti. Klepeta jsou
na spodni stran¢ krémove svétla na rozdil od raka fi¢niho, ktery je ma vyrazné Cervena

(Skurdal a Taugbel, 2002; Pockl a kol., 2006; Kozék a kol., 2009).

Pohlavné dospiva ve 3-4 roce zivota a to v délce od 75-85mm (Skurdal a Taugbel,
2002; Balik a kol., 2005). K pafeni dochazi béhem fijna az zacatkem listopadu pii
teploté 6-12 °C. Po Sesti tydnech a pozdéji dojde k nakladeni vaji¢ek. Mali raci se
lihnou v kvétnu a ¢ervnu (Alekhnovich a Kulesh, 1996; Kovaceva, 1998; Kozak a kol.,

2009).

Rak bahenni obyva sladké, ale i brakické vody (Souty- Grosset a kol., 2006). Jeho
biotopem jsou mélka, ale i hluboka jezera, feky a potoky. JelikoZ je rak bahenni aktivni
pfevazné ve dne, nepotiebuje tolik Ukryti jako rak ti€ni (Skurdal a Taugbel, 2002).
Nejcastéji ho muzeme nalézt v litoralni vegetaci pfi povrchu dna v zatopenych lomech
(Stépan, 1932). Tento druh je ze vsech pfirozené se vyskytujicich druhti nejménd
narocny na obsah rozpusténého kysliku ve vod€. Dokaze ptezit 1 pokles na 2 mg/l.

Nevadi mu zakalené vody a kolisavé zmény teplot (4-32°C), je aktivni i v zim¢ (Skurdal

a Taugbel, 2002; Souty-Grosset a kol., 2006).

2.2 Rozsireni ve svété

Oblast plivodu raka bahenniho leZi na vychodé Evropy a zapadé Asie, kde hlavni
stfedisko vyskytu spad4 do oblasti kolem Kaspického a Cerného mote (Pockl, 1999),
odkud se rozsitil skoro po celé¢ Evropé¢ kromé Pyrenejského poloostrova, Norska a
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Svédska (Souty-Grosset a kol., 2006). Oblast ptirozeného vyskytu zasahuje do velké
casti Ruska od Uralu, casti pobliz mést Novosibirsk a Tomsk az k Uzbekistanu a
Turkmenistanu. V severni ¢asti Ruska ho mizeme najit v povodi feky Severni Dvina
pies oblast Petrohradu az na jih Finska. Kaspické mofe je jizni hranici-Rusko,
Kazachstan, Turkmenistan, iran, Azerbajdzan a Arménie. S nejvétsi pravdépodobnosti
oblast jeho ptvodniho vyskytu zasahuje na zapad Bratislavy, Vidné¢ a déale na
jihovychod Polska a zapad Ukrajiny az do historické zony, ktera se nazyva Hali¢. Prvni
introdukovani jedinci v 19. stoleti pochazeli z této oblasti. Z divodu mylnych ptedstav
rybait, ze je rak bahenni odolny proti raCimu moru, zacali vysazovat tento druh jako
nahradu za raka fi¢niho, na mnoha lokalitach ra¢im morem vyhubeného. Takto byl rak
bahenni introdukovan do povrchovych vod Polska, Némecka, Litvy, LotySska,
Rakouska, Ceské republiky i Slovenska (Hudec, 1994; Skurdal a Taugbel, 2002; Pockl
a Pekny, 2002). Za puvodni lokality vyskytu jsou povazovany zemé jako Bélorusko,
Chorvatsko, Moldavie, Rumunsko, Bulharsko, Turecko, Mad’arsko, Srbsko, Recko a
nejspise 1 Slovensko a Rakousko. Druha vlna introdukce byla sméfovana ke komerénim
ucelim a probéhla v 70. a 80. letech 20. stoleti z Turecka a Polska do Danska,
Holandska, Lucemburska, Francie, Italie, Svycarska, Anglie a Spanélska. Ve Spanélsku
introdukce tohoto druhu nebyla uspd$na. Pro Ceskou republiku jsou nejblize
zaznamenany lokality s pfirozenym vyskytem na uzemi vychodniho Polska, Slovenska,
vychodniho Rakouska a Chorvatska. V soucasné dob¢ je zaznamendn vyskyt ve 32

evropskych zemich. (Pockl a kol., 2006; Holdich a kol., 2006, 2009)

2.3 Vyskyt v CR

Rak bahenni byl na nase zemi introdukovan vroce 1892 a to do rybnikli na
Chlumecku, Blatensku a Mladoboleslavsku. Introdukovani jedinci pochazeli z vychodu
Hali¢e u Podvologisky (Stépan, 1932; 1933; Lohninsky 1984). Né&které zdroje viak
uvadéji jeho vyskyt u nas jiz pied tim (Dyk, 1953). Mezi dalsi lokality vyskytu raka
bahenniho spad4 oblast mezi Sedlici a Bratronicemi na Blatensku a kolem Drahenic na
Piibramsku, Komarkovsky rybnik u Nouzova, Zamecky rybnik v Kopidlné¢ a v
sousednich tocich a malych vodnich nadrzich v Repich u Prahy. Casty umély chov vedl
Kk rozsiteni do dalSich lokalit, do kterych patii oblasti Blanska (Lazany), dale Lisna a
Nebienic, Hluboké nad Vltavou a Novych Hradt (Stépan, 1934). Oddéleny vyskyt byl
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pozorovan na severni Moravé v oblasti Karvinska, kde v dulnich vodach zije velka
populace (Dolny a Duri§, 2001). V soudasné dobé je znam vyskyt raka bahenniho ve
skromném poctu asi na Ctyficeti konkrétnich mistech (Obrazek 1) a to pfevazné ve
sttednich a severnich Cechach (Hork4, 2006). Jelikoz v ramci monitoringu AOPK CR
byla ve srovnani s podrobnym prizkumem malych vodnich tokd prozkoumana jen mala
cast stojatych vod, tak se miZzeme domnivat, ze ve skuteCnosti se na naSem uzemi

vyskytuje vice konkrétnich mist s timto druhem (Kozak a kol., 2013).

rak bahenni
b (Astacus leptodactylus)

M/JN—-/SEJM‘& kraje ER
WS ma

| =
b S ,

.
\’Jj\\ “w_\\— 0 060 %0

@ AOPK CR 2009, VUV 2009, CUZK 2008

Obrazek 1 Vyskyt raka bahenniho na izemi Ceské republiky (Stambergova a kol., 2009).

2.4 Studium genetické diverzity raka v CR

Studie genetické diverzity na naSem uzemi se provadéla jak na druhu raka fi¢niho
(Astacus astacus), tak Vv posledni dobé i na raku kamenac¢i (Austropotamobius
torrentium) a raku bahennim. U raka fi¢niho se studie zabyva analyzou druhové
specifickych mikrosatelitnich markeri. Diivodem je jednak zjiSténi genetické diverzity,
ale také objasnéni puvodu jednotlivych populaci. Dale je zde provadén vyzkum
fylogenetickych pomérti v ramci druhového komplexu raka bahenniho, kde jsou
vyhodnocovany piibuzenské vztahy mezi vzdalenymi populacemi v ramci rozsifeni

druhu. Tento vyzkum probiha na FROV JU v laboratoti ekologie a etologie ryb a raku.
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Druhem raka kamenaée se zabyvali odbornici z Karlovy Univerzity. Analyzovali
genetickou diverzitu u tohoto druhu napfi¢ populacemi na nasem Uzemi a dosli

K zavéru, ze rak kamenac je na naSem tizemi ptivodnim druhem (Pesek 2013).

2.4.1 Pouziti molekularnich markeru

Slovem marker rozumime studovanou oblast genomu, tedy geny mitochondrialni
(mtDNA) ¢i jaderné DNA (nDNA). Pfi analyze velkého rozmezi molekularnich
markeri je mozné podrobnéji zkoumat populace, detekovat mezidruhové hybridizace,
dopodrobna analyzovat geografické rozsifeni a fylogeneticky ptivod jednotlivych druht
¢1 linii (Paaver, 1983; Zardoya a Doadrio, 1999; Kohlmann a Luczynski, 2000; Hulak,
2008). S pomoci statistickych programt lze pouzit molekularni markery k detailnim
studiim genetické diverzity populaci. Vysledky ndm mohou odkryt rizné jevy, kterymi
populace v minulosti prosli, a které zustali zaznamenany v DNA jedinct (Nei a kol.,
1975; Hulak, 2008).

2.4.2 Mitochondrialni DNA
Ptedchiidce (pfedky) 1ze vysledovat diky mitochondrialni DNA (mtDNA), jelikoz se

tato DNA pfendsi z matky na potomstvo beze zmén, ale obvykle jen v jedné varianté
(Petrusek a kol., 2013). V dnesni dobé je nespocet markeru, které lze pouzit pii
zkoumani genetiky rakt. Obecné vlastnosti mitochondridlnich markerti jsou natolik
dobré, proto se fadi mezi nejpouzivangjsi. Mitochondridlni DNA se vyskytuje u vSech
zivoCichli a jeji struktura je natolik podobnda, Zze mizeme vyuzivat stejné metody U
riznych druhli. Jeji mutace probihd tak rychle, ze je mozné zkoumat také
vnitrodruhovou variabilitu. Markery mtDNA jsou vhodné k vyuziti studia fytogeografie.
Mitochondrialnimi markery jsou vétsinou fragmenty mitochondrialnich geni. Ty lze
ziskat z izolované DNA z relativné malého mnozstvi tkang, aniz by se dany jedinec
musel usmrcovat. Nejvice vyuzivanymi mitochondridlnimi markery u rakd jsou geny
pro COI (cytochromoxidaza podjednotku I) a geny, které se vyskytuji na malé a velké
ribozomalni podjednotce (12S a 16S rRNA). Mitochondridlni DNA neni vhodna ke
studiu genetické diverzity uvnitt populaci, nebot’ jeji variabilita neni pro tento ucel

dostatecna. K tomuto tcelu jsou vhodnéjsi variabilnéjsi markery, zejména mikrosatelity.
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V mtDNA dochdzi mnohondsobné¢ castéji k mutacim nez u jaderné DNA. Hlavni
pti¢inou je nejspiSe mensi presnost replikace a reparace. MtDNA patii mezi snadno
dostupné, presné a velice vhodné chronometry (mitochondrialni hodiny) (Rehout a kol.,
2000), kdy na zakladé Cetnosti mutaci mizeme u jednotlivych gend (jednotlivé geny
mutuji riznou rychlosti) stanovit Casovy usek potiebny k témto mutacim a tedy

predpokladany vznik jednotlivych fylogenetickych linii, poddruhti, druhti atp.

2.4.3 Enzymova elektroforéza

Patii mezi nejstar$i molekularni metody slouzici ke studiu popula¢ni struktury. Tato
metoda nepracuje piimo s genetickou informaci sledovaného jedince (s DNA), ale
zamétuje se na biochemické projevy. Vyuziva se rizného kdédovani enzymu stejnym
genem, coZz zpusobuje ruznou strukturu téhoZ proteinu. Kladem této metody je
univerzalnost. Konkrétni enzym se d4 kombinovat mezi riznymi zZivo€ichy a neni
zapotiebi vytvaret nové markery pro kazdy studovany taxon. Mezi nevyhody, které
zkoumaji populacni studie, patii navic ohrani¢ena rtznorodost jednotlivych enzymd,
Ktera nedosahuje takové schopnosti, aby rozlisila variabilitu DNA markerd. Dalsi
nevyhodou je uchovavani vzorka v terénu, protoze pii této metodé¢ musime mit vzorek

Cerstvy nebo hluboce zmrazeny a to nam prace v terénu neumoziuje (Filipova a kol.,
2009).

2.4.4 Variabilni sekvence DNA
Hlavn¢ mikrosatelity (STR, SSR) a minisatelity (VNTR). Jsou typické vysokym

polymorfismem, tzn. velkym poétem alel. Mikrosatelity (SSRs- simple sequence repeat)
jsou nekodujici repetitivni useky jednoho a vice nukleotidd. Jsou nejvhodnéjsi, pokud
chceme zjistit genetickou variabilitu v ramci populaci. Tyto markery maji obrovsky
stupenl polymorfismu alel, cozZ znamena, Ze maji vysokou mutacni rychlost (Litt a Luty,
1989; Weber a May, 1989; Tautz, 1989; Hulak, 2008). Mutace probihajici na lokusech
ma za nasledek vznik velkého poctu alelovych variant, coZ znamend heterozygotnost.
V jedné populaci se diky tomu nachdzi vice variant. (Huldk, 2008). Proto mizeme
nalézt napt. CA sekvence v rtizné dlouhych fetézcich jako naptiklad CACACACA, coz
je ctyfi krat opakujici se a nebo CACACACACACA Sest krat opakujici se. Protoze
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mikrosatelity maji relativné malou velikost, mizeme je pomoci PCR amplifikovat
(Christiakov a kol., 2005).

2.4.5 RFLP — polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti

Pomoci restrikénich endonukledz se izolovanda DNA ¢i amplifikované specifické
casti DNA (pcr-RFLP) stépi na mensi fragmenty v mistech se specifickym pofadim
nukleotidii pro danou restrikéni endonukleazu. Takto lze popsat rozdily ¢i naopak
podobnosti mezi jedinci v ramci populaci, rodin atp. (napt. Grandjean a kol., 1997;
Gouin a kol., 2003).

2.4.6 Polymorfismus jednonukleotidovy (SPN)

Jsou jednotlivé polymorfismy (genové mutace) v usecich geni, které jsou kodujici
nebo v tsecich genomu, ktery je nekodujici. V porovnani s mikrosatelity jsou v genomu
Zast&jsi (Rehout a kol., 2005). Vyskyt v genomu je cca. kazdych 500-1000 bp (Huldk a
kol., 2006).
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3. Metodika

3.1 Vzorkovani na lokalitach vyskytu raka bahenniho

Na zakladé dat znalezové databaze AOPK CR (portal.nature.cz) byly &leny
laboratote etologie ryb a raki vytipovany lokality ve stifedoceském kraji, kde se mél rak
bahenni vyskytovat (Tabulka 1). Vyskyt rakt byl zjistovan odlovem do wvr$i s
navnadou. Na kazd¢ lokalité bylo strazeno 10 az 20 vrsi, které zde byly ponechany pies
noc. Jako navnada slouzil kus rybiho masa. Druhy den byly vrSe vyndéany, uloveni raci
byli spocteni a deseti jedinciim byla odebrana ¢ast koncetiny na molekularni analyzy.
Vzorek byl fixovan v 96 % lihu. Lokality s predpokladanym vyskytem raka bahenniho,
kde jsme provadéli vzorkovani, byly nésledujici: Sobensky rybnik (49°37'35.120"N,
13°50'40.465"E), Velky Kotelsky rybnik (49°35'52.351"N, 13°48'40.014"E), lom
Marusak  (50°10'43.227"N, 14°36'46.848"E), lom Chlum (49°54'42.921"N,
14°41'36.051"E), lom v Horkach u Céslavi (49°52'26.310"N, 15°26'1.288"E), kaskada
rybniki pod Pravoninem (49°37'53.246"N, 14°57'15.625"E), lom Hromady
(49°33'10.107"N, 14°5'55.060"E) u obce Kozarovice. Osobné jsem se ucastnil vyjezdu
a strazeni pasti na lokalitdch lom Kosov, Sobensky a Velky Kotelsky rybnik.

3.2 Zpracovani vzorku raki v laboratori

Zpracovani vzorkl probihalo na Vyzkumném tustavu rybaiském a hydrobiologickém
ve Vodnanech. Kromé mnou odebranych vzorkt byli také analyzovani jedinci z dalSich
populaci z uzemi Cech jiz diive ovzorkovanych &leny laboratote ekologie a etologie ryb
a raka, jmenovité populace odlovena v nadrzi v Praze Stodilkach (50°2'18.834"N
14°18'22.057"E), populace ze Stanislavi na Ukrajiné (N 46°33,910' E 32°09,982"),
jedinci z populace lomu Mackov u Blatné (49°23'42.865"N, 13°53"2.658"E) a jedinci
z populace v lomu Regice (49°26'6.180"N 13°51'42.300"E) (Tabulka 1).

3.2.1 Izolace DNA
Izolace probihala Vv laboratofi prePCR, kde nejprve musel byt z ¢asti koncetiny

odstranén tvrdy exoskelet a vySkrdbana mékka tkan. Pfi opakovaném procesu s

koncetinami od dalSich jedinci se musela pokazdé vytfit Petriho miska a nastroje
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(nlizky a pinzeta) lihem a nechat vypalit nad kahanem, aby se piedeslo mozné
kontaminaci DNA a naslednému zkresleni vysledki. Na izolaci DNA byl pouzit
komer¢ni kit NucleoSpin Tissue od firmy Macherey-Nagel. Tkan¢ byly umistény do 1,5
ml zkumavek (eppendorfky) spolu se 180 ul bufferu T1 a tésné¢ pfed umisténim
zkumavek na termoblok bylo jesté ptidano 15 ul proteinasy K. Nasledné se tkan nechala
inkubovat pii teploté 56°C pies noc. Po rozpusténi bun¢k se ptidal buffer B3, vzorky se
promichaly a opét umistily na termoblok s piednastavenou teplotou 70°C na deset
minut. Poté se ptidalo 220 pl 96-100% etanolu a opét se celé vzorky promichaly. Obsah
zkumavek byl napipetovan do kolonek, kde se DNA v prubéhu centrifugace pii 11
tisicich otackach zachytila na filtru. Dal§im krokem bylo promyti kolonek 400 pl B5
buffrem a 300 ul BW bufferem. Nasledn¢ se vzorky nechaly dvé minuty pii 13 000
otackach vysusit. Po vysuSeni se ke vzorkim ptidalo 70 pl BE-,elution bufferu® a
zahtaly se na 70°C. Poté nasledovala posledni centrifugace pti 11 000 otackach. Timto
krokem doSlo k vymyti DNA zachycené na membrané do pfipravené zkumavky. Pro
kontrolu byla zmétfena koncentrace nukleovych kyselin na ptistroji Nanodrop 2000, aby

se zjistila ¢istota a koncentrace DNA ve vzorku.

3.2.2 Priprava polymerazové retézové reakce (PCR)

Izolovand DNA byla pouzita jako templat pro naslednou amplifikaci specifickych

genl pii polymerazové fetézové reakci (PCR).

Pied umisténim na Thermocycler T3000 od firmy biometra byly namichany vzorky
pro amplifikaci mitochondrialniho genu pro cytochromoxidazu a ribosomalni rRNA
12S podjednodku. Pro oba geny se pouzily nasledujici primerové pary: ORCO1F
(AACGCAACGATGATTTTTTTCTAC) (Taylor and Hardman, 2002) a Apa COI 1H
(ATAGCGACTATAGCATAAATTATC) (Pedraza-Lara a kol., 2010) pro COI a
12SF6259 (GTGCCAGCAGCTGCGGTTA) a 12SR6859 (CTACTATGTTACGACTT
ATYTC) pro 12S rRNA. Tyto dva primery byly vyvinuty mym $kolitelem M. Blahou v
laboratofi. Na piipravu 10 pl pro PCR se pouzilo 0,3 pl forward primeru a 0,3 pl revers
primeru, 1 pl vyizolované DNA daného jedince, 5 pul PPP Mastermixu a 3,4 pl vody.
Aby béhem amplifikace nedoSlo k odpateni vzorku, do kazdé mikrozkumavky se
ptidala kapka mineralniho oleje. Vzorky se zvortexovaly a umistily na Thermocycler,

kde se prednastavil program. Zakladni protokol pro PCR byl: inicidlni denaturace pii
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96°C po dobu 3 minut, nasledované 38 cykly s denaturaci pii 96°C po dobu jedné
minuty, nasedani primerd pii specifické teploté (53-56°C) po dobu jedné minuty a
prodluzovani fragmentu pii 72°C po dobu 45 sekund. Poslednim krokem bylo findlni
prodluzovani pti teploté¢ 72°C po dobu 10 minut. Pti ¢ekdni na dokonéeni programu se
ptipravil gel, ktery se skladal z 1,5 g agar6zy a 100 ml TBE bufferu. TBE buffer ma
slozeni z trisu, kyseliny borité a EDTA. Pro vizualizaci DNA v gelu jsou do agardzy
napipetovany 3,5 ul Good View barvicky, kterd vizualizuje DNA v gelu. Ptiprava gelu
probihala navazenim agar6zového prasku a smichanim s TBE bufferem. Tato smés se
musela zahtat, dikladné rozmichat a nasledné zchladit. Namichany gel v tekutém stavu
se nalil do vani¢ky v horizontalni elektroforéze a instaloval se do ni hieben, ktery po
ztuhnuti gelu zanechal komurky, do kterych se pipetovaly vzorky PCR. Elektroforéza
probihala v TBE bufferu po dobu 1 hodiny a 10 minut, pii napéti 90 V. Po skonceni
programu Vv elektroforéze byl gel prosvicen pod UV lampou, aby se zobrazila DNA. Za
dobré znameni se povazoval jasné svitivy a celistvy prouzek DNA, ktery odpovidal
délce amplifikovaného fragmentu. Dosazena délka jednotlivych genli se posuzovala
podle piidaného DNA markeru. Extrakce fragmenti z gelu se provadéla pomoci
skalpelu a vzorky se umistily do zkumavek pro pozd&jsi procisténi pomoci
purifikacniho kitu. Procisténé vzorky byly nasledné zaslany do spole¢nosti Macrogen na
sekvenaci. Vysledky ze sekvenace byly stazeny z webovych stranek spolec¢nosti z uctu

laboratoie ekologie a etologie ryb a raka.

3.2.3 Analyza sekvenci a fylogeneticka analyza

Pro stanoveni divergence sekvenci fragmenta jednotlivych gent byl pouzit program
DnaSP v5 (Librado a Rozas, 2009). Zarovnani (alignment) sekvenci bylo provedeno
pomoci algoritmu MUSCLE (Edgar, 2004) inkorporovaného v programu MEGA 6
(Tamura a kol. 2013). Pro fylogenetické analyzy byla pro COI gen jako outgroup
pouzita sekvence raka fi¢niho z populace Svétlohorska. Pro 12S rRNA byla pouzita
sekvence raka kamenace z webového portalu GenBank (pfistupové ¢islo AY 151527).
Vlastni fylogenetické analyzy byly provedeny v programu MEGA 6 (Tamura a kol.,
2013) za pouziti algoritmu Neighbour-Joining (NJ) a Maximum Likelihood (ML). Pro

evoluci COI genu byl pouzit model Hasegawa Kishino Yano (Hasegawa a kol. 1985) s
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diskrétni Gamma distribuci (nejvhodnéjsi model evoluce byl vybran v programu

MEGA, pomoci Bayesovského informaéniho kritéria).
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4. Vysledky

4.1. Odchyt raka bahenniho

Na zékladg ziskanych dat z webovych stranek AOPK CR, bylo vybrano ve stiednich
a jiznich Cechach 13 lokalit s prokdzanym vyskytem raka bahenniho. Dané lokality
mély charakter vodni nadrze (rybnik, zatopeny lom).

Raci byli odloveni na 6 z 13 vytipovanych lokalit. Na jedné lokalité s uvadénym
vyskytem raka bahenniho byl zjistén vyskyt raka fi€niho (lom Chlum). Na ostatnich
lokalitach (Sobensky rybnik, Velky Kotelsky rybnik, lom Marusék, lom Chlum, lom v
Horkéch u Céslavi, lom Hromady, kaskada rybnikii pod Pravoninem) nebyl vyskyt raka
bahenniho potvrzen. Nejvice jedincl se podatilo odchytit v lomu Kosov a to konkrétné

153 jedinci.

4.2. Geneticka diverzita populaci raka bahenniho

Pro popis genetické diverzity populaci raka bahenniho byly pouzity geny kodujici
ribozomalni 12S rRNA a cytochromoxidazu podjednotku I (COl). Analyzovéano bylo
celkem 30 jedinct z 6 lokalit (Tabulka 1).

Pro 12S rRNA gen bylo analyzovano celkem 30 sekvenci. Délka sekvenci po
zarovnani byla 527 bp s po¢tem 69 variabilnich pozic. Haplotypova diverzita pro 12S
lokalit Kosov a Mackov. Naopak nejvyssi haplotypovou diverzitu vykazovali jedinci z
lokality Regice (Hd=1) a Stanislav (Ukrajina) (Hd=0,866). Pro COIl gen se obdrzelo
celkem 28 sekvenci. Délka sekvenci po zarovnani byla 497 bp s po¢tem 65 variabilnich
pozic. Haplotypova diverzita pro COI byla vrozmezi od 0 do 0,733. Nulova
haplotypova diverzita byla zjisténa v populaci Stodilky, Mackov a Kosov, naopak
analyzovani jedinci z populace ze Stanislavi na Ukrajin¢ vykazovali nejvyssi

haplotypovou diverzitu (Hd=0,733).

4.3 Fylogeneticka analyza mitochondridlnich genii
Topologie fylogenetickych stromt zkonstruovanych za pouziti metody Neighbour
joining (NJ) a Maximum likelihood (ML) byly totozné (Obrazek 2). Populace byli
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klastrovany do dvou hlavnich fylogenetickych linii. Rozdily mezi jednotlivymi
fylogenetickymi liniemi pfedstavovaly 5,5 % pro COIl a 2,6 % pro 12S rRNA. Rozdily
vV ramci jednotlivych linii dosahovaly nizSich hodnot. U 12S rRNA byla divergence
uvnitt linie 1 0,6 %, a pro linii 2 ¢inila 0,3 %. U genu COI dosahovala divergence uvnitf
linie 1 0,5 % a uvnitt linie 2 1 %. Hodnota divergence mezi outgroupem u 12S rRNA,
kde byl pouzit rak kamenac¢, ¢inila 10,1 %. Pro gen COI doséhla divergence 9,8 %, jako

outgroup byl pouzit rak fi¢ni.

Tabulka 1 Piehled lokalit, haplotypu a holotypové diverzity raka bahenniho.

Populace 12S col
pocet pocet
Haplotypy sekvenci Hd  Haplotypy sekvenci Hd
H 01 7
Kozarovice H 02 1 0,607 E 8; i 0,500
H 03 2
o H 01 7
Stodilky H 04 1 0,250 H 01 8 0,000
‘. H 01 1 H 01 1
Recice H 03 1 1,000 H 02 5 0,667
Kosov H 01 3 0,000 H 01 3 0,000
Mackov H 03 1 0,000 H 02 2 0,000
H 05 1
Stanislav H 06 2 H 03 L
. H 07 1 0,866 H 04 2 0,733
(Ukrajina) H 08 1 H 05 3
H 09 1
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Obrazek 2 Fylogram detekovanych haplotyptu zkonstruovany metodou NJ a ML. a) 12S rRNA,
b) COl.
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5. Diskuze

5.1. Vyskyt raka bahenniho na tizemi CR

Jednim z moznych hlavnich divodi nepotvrzeného vyskytu raka bahenniho na 7
lokalitach, rybnicich, je pravdépodobné rybarské hospodaieni a s nim spojené sezénni
vylovy rybnikd. Obecné meliora¢ni zakroky rybafti na rybnicich, jako jsou vapnéni,
zimovani, letnéni, v pfipadé¢ vyskytu jakéhokoliv druhu raka maji na jeho populace
devastujici vliv (Stambergova a kol., 2009). Tuto situaci dokresluje stav na lokalit&
kaskada rybnikd pod Pravoninem, kde byl dokladovany vyskyt raka bahenniho, ale

rybnik byl vypustén a podle rostouci vegetace na dné, jiz delsi dobu.

Dalsim béznym divodem vymizeni populaci ptivodnich druhd rakt je pfitomnost
neptivodnich druhti pfenasejicich puvodce onemocnéni ra¢iho moru, Aphanomyces
astaci (Oidtmann, 2000; Jussila a kol., 2011; Schrimpf a kol., 2012; Filipova a kol.,
2013). Ackoliv je toto onemocnéni pro puvodni druhy raki doslova likvidaéni, tak
pravé u raka bahenniho bylo zjisténo zotaveni populace v tureckych jezerech i po
nakaze ra¢im morem (Kokko a kol., 2012). Dale bylo dokonce popsano pieziti raka
kamenace (Austropotamobius torrentium) infikovaného A. astaci ve Slovinsku (Kusar a
kol., 2013). Nicméné moznost vymizeni raka bahenniho ze vzorkovanych lokalit
vramci CR zdavodu ra¢iho moru je nepravdépodobnd, i kdyz ji nemizeme
stoprocentn¢ vyloucit. Na téchto lokalitdich vSak nebyl zjistén vyskyt neptivodnich
druhii raka. Je tak ziejmé, Ze sniZeni lokalit s uvadénym vyskytem je logickym
vyusténim stylu hospodatfeni na rybnicich vyuzivanych k chovu ryb. Jsou to pravé
lokality typu zatopeného lomu ¢i piskovny, kde byl a je vyskyt raka bahenniho
opakované potvrzovan. Zde raci dlouhodob¢ ptezivaji bez vétSich problémt a uspéSné

se zde také rozmnozuji.

5.2. Geneticka diverzita raka bahenniho

V soucasné dob¢ existuje pouze jedina zminka o genetické diverzité raka bahenniho
(Maguire a kol., 2012). Na tizemi Ceské republiky je genetickd diverzita vyjadiena
poctem haplotypti ¢i genetickou divergenci spiSe nizka (Tabulka 1). Jako hlavni diuvod
pfipadd vlvahu zejména omezené mnoZstvi rakl, ktefi byli na naSe uUzemi
introdukovani na konci 19. stoleti (Stépan, 1932; 1933; Lohninsky 1984). Lze tedy
predpokladat, e na izemi CR bude diverzita niz§i nez v porovnani s celym aredlem
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vyskytu, ¢i v porovnani vyrazné vzdalenych populaci jako v ptipadé zminky Maguire a
kol. (2012). Piekvapivé bylo zjisténi existence dvou dobie oddélenych fylogenetickych
linii (divergence mezi liniemi 5,5 % COIl a 2,6 % 12S rRNA). Tyto linie, nazyvané
evropska a asijska, popisuje také Maguire a kol. (2012). Nami zjisténé divergence mezi
dvéma detekovanymi liniemi vramci mé bakalaiské prace odpovidaji hodnotam
uvadénym Maguire a kol. (2012) pro gen COI (4,22 — 8,25 %). Druha linie byla tvofena
populaci ze Stanislavi, kterd méa piivod na Ukrajin€. To vysvétluje vyrazné rozdily mezi
touto populaci a zbytkem analyzovanych jedincd, ktefi pochazi pravdépodobné

z prvniho nasazeni na konci 19. stoleti.

V porovnani s ostatnimi druhy rakti v Evropé je divergence sekvenci COI genu z nasi
studie (5,5 %) podobna divergencim v ramci druhu raka bélonohého (Austropotamobius

pallipes; 6 %) ¢i raka kamenace (A. torrentium; 4 %); (Trontejl a kol., 2005)

Haplotypovéa diverzita v ramci lokality Reéice byla vysoka (Hd=I; 12S rRNA a
Hd=0,667; COIl), ovSem je to vysledek analyzy pouze dvou (12S) ¢i tii jedinctu (COI),
kteti méli odlisné haplotypy (Tabulka 1). Naopak u jedinct z lokality ze Stanislavi
(Ukrajina) je vysoka diverzita vysledkem analyzy vice jedinct (6) s vy$$im poctem
dosazenych haplotypt (5 pro 12S rRNA; 3 pro COI). Pravé zjisténi pravého pivodu
jedinct z této populace déva jasnou odpovéd na vyssi diverzitu v porovnani s naSimi

ostatnimi populacemi.

5.3 Druhovy komplex raka bahenniho

Zajimavosti raka bahenniho plynou Zz nejasnosti kolem poc¢tu druht &i
morfologickych forem. Skupina autorG fadi tento druh do samostatného rodu
Pontastacus (Bott, 1950), ktery obsahuje velké mnozstvi druhd ¢i poddruht
(Brodski,1983; Starobogatov, 1995). Jina skupina autord (Gherardi a Holdich, 1999;
Taylor, 2001; Souty-Grosset, 2006) uvadi pouze nazev rak bahenni Astacus
leptodactylus Eschscholtz, 1823 a kupiikladu Holdich (2002) pouziva pro tyto
morfologicky podobné jedince nazev druhovy komplex raka bahenniho. Pravé pouziti
molekularnich metod dava jedine¢nou moZnost rozklicovat vztahy v ramci tohoto

druhového komplexu, pokud pouzijeme oznaceni Holdicha (2002).

Velikost divergence v ramci vSech sekvenci pro oba geny ¢inila X (COI) a X (12S

rRNA). Divergence mezi dvéma hlavnimi liniemi v ramci analyzovanych populaci
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dosahovala 5,5 % pro COI a 2,6 % pro 12S rRNA. Tyto hodnoty odpovidaji bézné
mezidruhové divergenci pro 12S rRNA u riznych druht korysi: napiiklad 2,5 — 3,5 %
(buchanky rodu Acanthocyclops; Blaha a kol., 2010) ¢i 0,3 — 7,2 % (perloocky rodu
Daphnia; Petrusek a kol., 2007, Mergeay a kol., 2005). Také pro gen COI jsou tyto
hodnoty v ramci vnitrodruhovych divergenci ostatnich druhd rakii (raka kamenace a
raka bélonohého; Trontejl a kol, 2005). Velikost divergence indikujici existenci
mozného dal§iho druhu raka jsou zpravidla vys$si, dosahujici hodnot nad 10 % (Trontejl
a kol., 2005). Tomu odpovida divergence mezi sekvencemi raka bahenniho a outgroupy.
V piipad€ genu 12S rRNA ¢inily rozdily se sekvenci raka kamenace 10,1 %, v pfipadé

genu COI dosahovala divergence 9,8 % se sekvenci raka fi¢niho.

5.4 Mozny diivod vzniku dobre definovanych linii

Jedno z vysvétleni pro ziskanou genetickou diferenciaci mezi dvéma zjisténymi
fyloskupinami raka bahenniho, pochéazejicimi ze stiedni Evropy a Ukrajiny, lze hledat
v davné historii utvarejici soucasné rozsSifeni druhi nejen rakii na tzemi Evropy.
Hlavnim faktorem modelujicim recentni rozsiteni druhG byly nepfiznivé Klimatické
podminky béhem doby ledové (Hewitt 1999). Z praptivodni oblasti rozsifeni raka
bahenniho byly jeho populace vytlateny vlivem doby ledové K jihu, ¢i do oblasti
S mirn¢jSim klimatem umoznujici pieziti. Existence dvou pomérné dobie definovanych
linii miZe naznacCovat existenci dvou glacialnich refugii v pribéhu posledni doby
ledové. Umisténi téchto refugii by mohlo byt vzhledem k popsané vysoké morfologické
diverzité (Starbogatov, 1995) a pfirozenému arealu vyskytu raka bahenniho v oblasti
Cerného ¢&i Kaspického moie. Po piekonani nepiiznivych klimatickych podminek v
oblastech, které byly od sebe izolovany, se zacali jedinci z téchto skupin od sebe
geneticky rozchazet (Hewitt 1999). Pro UpIné objasnéni taxonomie a fylografické
historie téchto ptivodnich evropskych rakl je zapotiebi provést analyzu vétsiho poctu
populaci z celé oblasti rozsifeni komplexu druhu A. leptodactylus, spolu s analyzou

jadernych molekularnich markert.
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6. Zavér

V této praci jsem se zabyval molekularnimi metodami, které slouzi ke studiu
genetické diverzity druhd obecné. Aplikoval jsem je na populace raka bahenniho z
tizemi Ceské republiky. Analyzovany byly dva mitochondrialni geny kédujici COI a
12S rRNA. Zjisténa haplotypova diverzita na vSech vytipovanych lokalitach byla spise
nizka, vyjimku tvotili populace Reéice, Stanislav (Ukrajina) a Kozarovice. U obou gentl
byly detekovany dvé velmi dobie definované fylogenetické linie. Divergence mezi
témito liniemi dosahovali hodnot 5,5 % pro COI a 2,6 % pro 12S rRNA. Tyto hodnoty
nenapovidaji 0 existenci dal§iho druhu, spiSe odrazeji hlubsi historii a moZnou existenci
dvou glacialnich refugii. OvSem pro potvrzeni této domnénky je nutné analyzovat vétsi

mnozstvi jedinci z vice populaci napfic¢ celym aredlem rozsifeni tohoto druhu.
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Abstrakt

Rak bahenni (Astacus leptodactylus) byl na nase uzemi introdukovan na pocatku 19.
stoleti. Zdrojové populace pochazeli z oblasti Hali¢e (Polsko). Cilem této prace bylo
kromé osvojeni si molekularnich metod, vzorkovani vybranych populaci a zjisténi
genetické diverzity na téchto populacich v ramci Ceské republiky. Vyskyt byl zjiitén na
Sesti z tfinacti vytipovanych lokalit. Analyzovano bylo celkem 30 jedinci z Sesti
populaci. Zkoumana byla diverzita mitochondridlnich geni COI a 12S rRNA.
Haplotypova diverzita pro oba geny byla nejvyssi v populaci Reéice (12S: Hd=1,000;
COl: Hd=0,667), Stanislav (Ukrajina) (12S: Hd=0,866; COI: 0,733) a Kozarovice (12S:
Hd=0,607; COI: Hd=0,500). Naopak existence pouze jednoho haplotypu byla zjisténa
pro oba studované geny v populacich Kosov, Mackov a Stodulky. Divergence sekvenci
pro 12S rRNA ¢inila 1 %, pro COI 2 %. Topologie fylogenetickych stromi byla totozna
pro oba dva studované geny s existenci dvou dobie definovanych fylogenetickych linii.
Jedna z linii byla tvofena pouze jedinci (haplotypy) z populace ze Stanislavi (Ukrajina).
Druha pak obsahovala zbylé analyzované populace raka bahenniho. Protoze populace ze
Stanislavi je z Ukrajiny, mizeme fici, Ze populace z vychodni Evropy jsou odlisné od
populaci na naSem tzemi, resp. populaci z Polska, odkud byli raci bahenni na naSe
uzemi privezeni. Abychom mohli potvrdit tento trend, je tieba analyzovat vétSi pocet

jedinct a vice populaci z celého aredlu vyskytu raka bahenniho.

Kli¢ova slova: Astacus leptodactylus, COI, 12S rRNA, geneticka diverzita,

fylogenetické vztahy, molekularni divergence
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Abstract

The narrow-clawed crayfish was introduced to our country at the beginning of the
19th century. The population originally came from Galicia in Poland. The aim of this
work was the sampling of chosen populations and the assessing genetic diversity at
these locations in the Czech republic. The occurrence of crayfish was confirmed at 6 out
of 13 chosen locations. Thirty specimens were analysed from 6 populations and the
diversity of mitochondrial genes COI and 12S rRNA was evaluated. The haplotype
diversity was highest for both genes in the Regice population, (12S: Hd=1.000; COIl:
Hd=0.667), Stanislav (Ukrajina) (12S: Hd=0,866; COI: 0,733) and Kozarovice
populations (12S: Hd=0,607; COI: Hd=0,500). On the other hand, the existence of only
one haplotype was recorded for both respective genes in the Kosov, Mackov and
Stodulky populations. The divergence of sequences for 12S rRNA and COIl was 1 and
2%, respectively. The topology of phylogenetic tree was identical for both genes with
the existence of two well defined phylogenetic lineages. One of the lineages was made
up only out of the specimens (haplotypes) from the Stanislav (Ukraine) population. The
other one contained the rest of the analysed populations of the narrow-clawed crayfish.
The Stanislav (Ukraine) population comes originally from Ukraine, therefore it can be
said that the populations from Eastern Europe are different from those at our country, or
the populations from Poland, which is where the crayfish on the Czech Republic
originated from. In order to confirm this trend, it would be necessary to analyze a larger
number of specimens and more population from every area where this crayfish species

occurs.

Key words: Astacus leptodactylus, COI, 12S rRNA, genetic diversity, fylogenetic

relationship, molecular divergence
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