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1 UvoD

Raci jsou na celém & vyznamnou satasti vodnich ekosyst@m Rak ficni
(Astacus astaclge jeden ze dvougvodnich druld raki zijicich u nas (Kozak a kol.,
1998) a jeden z&i pavodnich druli raki v Evrog (Koiv a kol., 2008a). Na gétku
20. stoleti tento druh téth vyhynul kwili zavlecenému réimu moru. Za poslednich
n¢kolik let se zajem o raky zvySuje awbdu zachrany a zZmého navraceni do
tekoucich vod a jezer jako indikator kvality vod§ogak a kol., 1998). V s@asnosti se
rak fi¢ni vyskytuje v 39 zemich Evropy a je nejrdestjSim pivodnim evropskym
druhem raka v zapadni aexdni Evrog (Holdich a kol., 2006; Kozak a kol., 2008a). |
piesto je poetnost rakaicniho v Evrog vyrazré nizsi v porovnani s jehoippzenym
vyskytem v evropskych zemich na konci 19. stolddldich a kol., 1999; Kozak a kol.,
2008a). Pokles vyskytu rak&niho zaznamenava organizace IUCN. Na léstiRed
List of Threatened Species in Europe“ je uvedero jakirozeny druh vyZzadujici
ochranny management (Baillie a Groombridge, 1996ivka kol., 2008a). \Ceské
republice je v satasné dob oznaen za kriticky ohrozeny druh nasi fauny (Policar a
Kozak, 2000). Resto vysledky z posledniho detailniho monitoringgskytu raki
ukéazaly, Ze raki¢ni je jednim z nejhojji zastoupenych rakve vodachCR (Chobot,
2006; Kozak a kol., 2008a). Na druhé stae nutno podotknout, Ze monitorované
populace rakai¢niho vCR, jsou zbytkového charakteru a z hlediskagboosti jeding
malé bez moznosti dalSiho postupu (Kozak a kolQ720Kozak a kol., 2008a).
Geneticky vyzkum tznych druli raki, zejména vzacnych a ohroZenych drude
v sowasnosti stal cilem vyzkumu mnoha&deckych pracovis Cilem genetickych
vyzkumi je zjistit stupé variability jak v ramci jednotlivych populaci, tak mezi
raznymi populacemi navzdjem (Busack, 1988; Fevoldéteassen, 1989; Grandjean a
Souty-Grosset, 1997; Grandjean a kol., 1997; Fetan€randall, 1999; Krane a kol.,
1999; Schulz, 2000; Schulz a kol., 2004, 2006; #ita a kol., 2006; Soroka 2008).
Nicmérg, doposud je velmi malé mnozstvi informaci o swidtpopulaci a genetické
variabilit¢ populaci rak&i¢niho, zejména ki nedostatku informativnich molekularn
genetickych markér(Koiv a kol., 2008a).



2 CILPRACE

1) Vypracovat literarni reSerSi z&fenou na vyuZiti molekularnich metod pro

studium populéni genetiky ral, zejména pak u rak&niho (Astacus astac)s

2) Na zaklad prehledu dosud publikovanych praci, jak pro rékaiho, tak pro
ostatni druhy rak a kory3i, owiit pouZzitelnost skterych metod a provést zmapovani
nékolika populaci v rdmci regidnvyskytu tohoto druhu na tUzeiR.



3 LITERARNI P REHLED

3.1 Biologie a morfologie raka‘i¢niho

Rak fi¢cni ma mohutné svalnaté, jen slabnité €lo, stedrt az tma¢ hnédého
zbarveni. Hlavohrdi (carapa® zaina dlouhym, vyrazh Spicatym celnim trnem
(rostrum. Povrch hlavohrudi ied tylni Cervikaln) ryhou je vybaven dima pary
postorbitalnich list. Zadnéast hlavohrudi je SirSi nez delSi (tvéwerce) a na jejim
povrchu se vyskytuji slabroztrouSené trny. Klepeta jsou Sirok& a velkdpoarchu
drsnd a stefhbarvend jako cel&lb. Na spodni stranjsou klepeta charakteristicky
cervena aervenooranzova atke klouhi je z&ivé cervena u pohyblivéasti klepeta.
Pohlavni zralosti dosahujeitéinou ve ttetim roce Zivota ip velikosti okolo 90 mm.
Délkou a hmotnosti fiZe gedstihnout vSechny ostatni druhy iak Evrop. Samci
mohou dosahovat délkgla bez klepet az 150 mm a hmotnosti 250 g. Rekoodgka
ficniho je uvadn 350 g. Samice byvaji p&kud mensi a na zakladnensi velikosti
klepet i znateld lehci nez samci. Délka¢ka 150 mm a hmotnost 200 g jeéepne
maximum. Plodnost raké¢niho se pohybuje okolo 70 — 200 vak. Ta jsou odijna
(listopadu) docervna zawSena na panozkach z&le (abdomeny samice. Racki¢ni
dosahuji sté i vice jak 15 let (Kozak a kol., 1998). Jako apini letni teplota pro
vyvoj pohlavnich orgain se uvadi rozmezi 16 — 24 °C (Abrahamsson, 197¥aKa
kol., 2008b).

Proti organickému zatizeni présti je odolny, avSak citlivreaguje na chemické
zneisteéni (Skurdal a Taugbgl, 2002; Kozak a kol., 2008i)sah rozpushého kysliku
ve vod by nengl klesnout pod 7 mg.1*, kritickou hranici je pro rak#i¢niho obsah
kysliku 3-4 mg1 (Fureder a kol., 2006; Kozék a kol., 2008b). D&ise Ze rakii¢ni
prosperuje v mirazasaditych vodach (pH 7 — 8,7)ad¥ racimu moru je raki¢ni velmi

nachylny a mMize tak pi nakaze dojit k totalnim uhym obsadek (Kozak a kol., 1998).

3.1.1 Vyskyt raka ¥iéniho v Evropé a vCR

Rak fi¢ni je pavodnim evropskym druhem raka a vyskytuje se ve \B88pskych
zemich. Jeho vyskyt hratina vychod v Rusku, Blorusku, Ukraji a Gruzii, na
zapad ve Francii. Hranice jeho vyskytu na jihu jsoRe&cku a Albanii a na severu ve
Finsku (P6ckl a ko) 2006; Kozéak a kol., 2008b).
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Obrazek 1. Rozsfeni raka ¥iéniho v Evropé (Holdich, 2002)

Rak fi¢ni obyva v tekoucich i stojatych vodach pléSrelou republiku. Obyva
predevsim vodarenské a udolni nadrze, rybniky, mers$edni toky, které jsou mén
hospodésky a rekre&n¢ vyuzivané, nejsou intenzigrnojeny, rybi obsadka je pestra a
0 niz8i hustat Optimalni biotop pro rak&i¢niho se vyznéuje pirozenou okolni
vegetaci. Toky a rybniky obklopené lesem, louk@ubiezich s pasem pordsolSi, vrb
¢i kert, které dané lokality zastiji a kaeny €chto devin zasahuji do vody a vytk&i
cetné ukryty pro raky (Dyk, 1977; Policar a Kozak0R). Velmi vhodné jsou tokgi
nadrze, které maji pevné @iteskamenité dno a iehy ¢i hraze obloZzené kameny,
slouzici rakm jako ukryty (Troschel, 1997; Policar a Kozak, @)Naopak se rakéni
vyhyba vodam se sitnbahnitym dnem (Krupauer, 1981; Policar a Kozalki@0

V rédmci detailniho monitoringu vyskytu rak CR prova@ného pod zastitou AOPK
CR bylo zji&no celkem 681 lokalit s vyskytem raki&niho (Chobot, 2006; Kozak a
kol., 2008b). | pes pordrné velky paet lokalit, které jsou obsazeny rakéfnim, je
ziejmé, Ze ve &Siné pripadi se na &chto lokalitdch jedna o zbytkow& z hlediska
jedinal pasetrg malé populace rdk Snizeni vyskytu rakna GzemCR v sowasnosti je
patrné pi porovnani historickych zaznano vyskytu rak (Krupauer, 1968 a 1981;
Kozak a kol., 2008b).



3.2 Genetické markery

Markery — znaky jsou zékladnimi péackami vyuzZivanymi ke studiu genetické
variability uvnit populaci a mezi populacemi. Za geneticky znakkeme povazovat

ten znak, ktery je geneticky determinovany (HUE})8).

Znaky miZzeme rozdlit do nekolika typa a to v zavislosti od metodiky, kterd je
detekuje: morfologické znaky, cytogenetické zngglymorfni bilkoviny jako znaky a
znaky na arovni DNA — molekularni znaky (Hulak, 300

3.2.1 Morfologické markery

Morfologické znaky pedstavovaly prvni znaky pouzivané pro genetickdyapa
Umoziovali odhalovat pouze malotast genetické variability (Hulak, 2008). Tyto
znaky jsou zahrnuty v genetice kvalitativnich zZinakpati mezi & nag. geometricka
morfologie, ktera mize za pomoci matematické transformacéranych €lesnych
proporci ziskat souboritéZitych dat (Petrtyl a kol., 2007; FlajShans a k&008). Mezi
hlavni rozpoznavaci morfologické znakgdime: &lo - barva &la, barva &la ze spodu,
délka tla bez klepet, hmotnost; klepeta — tvar, povrchy®ae spodu i z vrchu, barva
kloubu klepet, Sgky klepet; hlavohrd — povrch, postorbitalni liSty, rostrum; z&dk&
(Kozak a kol., 1998).

3.2.2 Cytogenetické a chromozdémové znaky

Cytogenetické a chromozomové znakyizeme souhrnh ozn&it jako znaky
morfologicko genetické. Znaky, které ndm souBoposkytuji data o morfologii
jednotlivych chromozorinresp. o ploidii analyzovanych jedina poskytuji nam data o
genetické informaci (Hulak, 2008). Chromozomy jsspecifické utvary, které se
diferencuji v bua¢ném jadru v pibéhu jeho dleni a které slouzi pro uloZeni a
rovnonerné rozdleni genetické informace fip jaderném dleni. Jsou dote
pozorovatelné na cytologickych preparatech po adryadernymi barvivy &nymi
swtelnymi mikroskopy. Jsou zakladnimi strukturami &tmého jadra, které nesou
genetickou informaci, tji. molekulu DNARghout a kol., 2000). Kazdy Zigigny a
rostlinny druh, jeho tkéni kazdou btiku je mozné kromtzv. chromozomalniho gtu
charakterizovat i witym karyotypem, pofipadt idiogramem (Hulak, 2008). Ret
chromozond nalezenych utznych druli raki je velmi variabilni. FestoZe peet

zkoumanych druln je stale velmi nizky, mnozstvi variaci zfisfch mezi jednotlivymi
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druhy bylo pgekvapi pomerné vysoké. Vramci ¢eledi Astacidae, pitem

chromozdéni se zda byt nejvice variabilni, spektrum chromozéého pétu je od 116
az do 376 chromozdim V ramciceledi Cambaridae, rozdily v chromozomalningtpo
se zdaji byt mnohem mérvyrazné, v rozmezi 192 az 200 chromoiofRetzner a
Crandall, 2002).

3.2.3 Polymorfni bilkoviny

Jednd se o enzymy nebo strukturni proteiny, ktendgzné kznymi analytickymi
metodami, nejastji elektroforeticky separovat na Skrobovém geluo@r a kol., 1979;
Brody a kol.,, 1980; Paaver, 1983; Hulak, 2008). éfpouzivagjSim proteinovym
markefim fadime izoenzymy. Jsou to fuik podobné enzymy (stejnd substratova
specifita), ale s rozdilnou strukturou, které jgastorazené viiznych lokusech. &né
alely jednoho enzymu jsou ozimwané jako aloenzymy neboli alozymy (Brody a kol.,
1976; Hulak, 2008). Pro praktickou aplikaci izoemdy je nevyhnutelné, aby mezi
alelami byl vztah kodominance tzn., aby mohl bytpaznany heterozygotni genotyp
(Hulak, 2008). Mezi vyznamné vyhodschto markei pati pomerné nizk4 cena analyz
a velkad sSkala dostupnych izoenaynPaaver, 1983; Kohlmann a Luczynski, 2000;
Huldk 2008). Byl to prvni typ molekularnich dat gowanych ke studiu genetické
variability u raki. Alozymy jsou velice uzZitné @i studiu populani struktury a
odhadovani drowh toku geri, ale mén pouzitelné f ziskdvani zptnych
fylogenetickych vztah vzhledem k otdzkam homologie mezegpokladanymi lokusy
(Swofford a kol., 1996; Fetzner a Grandall, 20083. zaklad proteinové elektroforézy
se ukézal nizky stupevariability mezi Evropskymi populacemi sladkovochiraka
(Busack, 1988; Fevalden a Hessen, 1989; Agerbe€dg0;1Fevalden a kol., 1994;
Soroka, 2008). NejptSi nevyhodouéchto biochemickych markeérje, Ze odhaluji jen
maloucast genetické variability v DNA (Hulak, 2008).

3.2.4 Molekularni genetické markery

Postupnou implementaci Siroké Skaly molekularnichrkexti bylo a je mozné
podrobrji analyzovat rybi populace, studovdizné formy mezidruhové hybridizace,
resp. velmi podrokhn analyzovat geografické roéni a fylogeneticky {vod rybich
populaci (Paaver, 1983; Zardoya a Doadrio, 199%iidann a Luczynski, 2000; Hulak,
2008). V kombinaci s existujicimi statistickymi @& je mozné déle vyuZivat
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molekuldrni markery k analyzdm heterozygotnostiek&fni velikosti populaci,
genetickych vzdélenosti,fipadré drastické redukci velikosti populaci v jeji histor
apod. (Nei, 1972; Nei a kol., 1975; Hulak, 2008).

Mezi charakteristické vlastnostichto genetickych mark&pati:

1. tvoii je sekvence bazi na specifickém fyzickém &ggtnomu (lokusu), tyto
sekvence jsou mezi jedinci variabilni

jsou exaktn testovatelné

mohou, ale nemusi byasti genu

jsou hodnotitelé na drovni zarageeho vyvoje i zarodmych burk

o b~ 0N

vysoce informativni, mohou se ziskat i z velmi rhalémnoZstvi materialu a
také v libovolné fazi ontogenetické vyvoje jedina&treé embryi a &esnych
pozistatki (Hulak a kol., 2006).

Rozdéleni molekularné genetickych markeni (Hulak a kol., 2006)

l. typ Kodujici exprimované geny, nizkd hladina polymorfismu, malo
pouzitelné pro studie diverzity rodin a populaciurcovani identity. Vyuziti maji
v komparativnim mapovani (Hulék a kol., 2006).

Il. typVysoce variabilni sekvence DNApredevSim mikrosatelity (STR, SSR)
a minisatelity (VNTR). Vyznéuji se vysokym polymorfismem, tj. velkym gem alel.
Mikrosatelity jsou kratké repetitivni Useky (2 azb), které se vyskytuji viznych
¢astech genomu (Fetzner a Crandall, 2002). Jsouceysdormativni v popukanich
studiich a fi uréovani rodéovstvi, identity a paternity. Vysoce variabilni gekce jako
mikrosatelity a minisatelity se také vyuZivaji prazbové mapovani gémag.QTL
(Huléak a kol., 2006).

lll. typ Jednonukleotidové polymorfismy(SNP), jsou bodové polymorfismy
(genové mutace) v kédujicididstech geinnebo nekddujicickastech genomu. Jsou ve
srovnani s mikrosatelity v genomeastjsi (Rehout a kol., 2005). Vyskytuji se
v genomu pblizné kazdych 500 — 100 bp (Hulak a kol., 2006).

3.2.4.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrie jsou organely membranového charaktemelikosti 1 — 2 yum, které

jsou stalou strukturou cytoplazmy eukaryotickélu Vnitini membranovou strukturu
12



mitochondrie dotv ribozomy a 5 — 10 kruhovych molekul DNA (mitocluvidlnich
chromozond) uloZenych v bezstrukturni matriRghout a kol., 2000).

Mitochondrialni DNA ma cirkularni charakter stejjako DNA prokaryotni (bakterii
a sinic). V eukaryotni bice tak funguji ve vzajemné sdehdva systéemy — vlastni
eukaryotni a prokaryotni. Neobsahuje Zadné intriakp prokaryotni biika. Také
obsahuje d¥ skupiny gef. Geny nutné pro vlastni existenci a geny, jejigehové
produkty jsou vyuzivany hostitelskou itkou. Mitochondrialni DNA vykazuje asi 10
krat vyssi frekvenci bodovych mutaci nez jadernaADRuvodem je pravépodobré
nizSi pesnost replikace a reparich mechanisin Fitom se vSak jednotlivé sekvence
nelisi frekvenci mutaciVétSina z nich je v8ak neutralnich a tak nedochggji¢h
negativni ani pozitivni selekci. Jsou v mtDNA kuoxdny. Mitochondrialni DNA se
jevi jako vhodny, snadno dostupny a gon presny chronometr — mitochondrialni
hodiny Rehout a kol., 2000). Analyza mitochondrialni DNAd#ezZita a informativni
pro analyzu genetické diverzity a poptra struktury (GrandJean a Souty-Grosset,
2000).

K analyze polymorfismu mitochondrialnich gejsou vyuzivany nap metody PCR
— RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restrictiongiaent Lenght Polymorfism,
délky polymorfismu restriénich fragment po PCR) a fimé sekvenovani jednotlivych
casti (gef) mitochondrialni DNA (Huldk, 2008). Studie na nultmndrialni DNA
provad¢né v poslednich desetileti ukazaly vysSi miru Yditg mezi evropskymi
populacemi sladkovodnich raloproti proteinové elektroforéze, a proto jsou &3sp
pouzivany v popukamich studiich pro ¢kolik taxoni sladkovodnich rak (Crandall a
kol., 1995; Crandall a Fitzpatrick, 1996; GrandjeanSouty-Grosset, 1997; Souty-
Grosset a kol., 1997; Fetzner a Crandall, 1999n@ean a kol., 2000; Soroka 2008).

3.2.4.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity, neboli jednoduché sekvence s opakawa(SSRs, simple sequence
repeats), fedstavuji unikatni typ tandem®wse opakujicich genomovych sekvenci,
které jsou hojs distribuovany nafi¢ genomy a fedstavuji vysoky stupe
polymorfismu alel (Chistiakov a kol., 2005). Polyrfmd jsou diky vysoké mutai
rychlosti (Litt a Luty, 1989; Weber a May, 1989;ufz, 1989; Hulak, 2008). Vysoky

podil mutaci na mikrosatelitnich lokusech vede kému p@tu alelovych variant a tim
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padem k vysokému stupni heterozygotnosti. Znamen&d se nachazeji wanych
variantach v rdmci jedné populace (Hulak, 2008).

~

Nap'.
Alela ACACACACA (4 opakovani CA sekvence)
Alela BCACACACACACA (6 opakovéani CA sekvence)

Existence mikrosatefitv genomu eukaryot je zndma od 70. let 20. st¢Batiford a
kol., 1996; Chistiakov a kol., 2005). Skladaji skratkych (1 — 6 bazickych p&rbp)
tandemovycliad (Tautz a Renz, 1984; Tautz, 1989; O Connell @yhr1997). SSRs
maiji typicky rozsah mezi dvaceti agkolika stovkami bazi (Beckman a Weber, 1992;
Chistiakov a kol., 2005). V genomu obratlévie nefasgjSi dinukleotidovy motiv
(AC)n (Toth a kol., 2000; Chistiakov a kol., 2005kdyz se mikrosatelity vyskytuji
v genomu nejizrgjSich organism ve velkém mnoZstvi, ipsto je jejich biologicka
funkce stale nejasna (Fdiskova, 2007). V &kterych organismech pet detekovanych
alel na jednom lokusuiekraiil 40 a mohou tak dosahnout vysoké heterozygotrin8ti
az 0,9. Mikrosatelity se velmi o&kily pii studiich populaci (Wright a Bentzen, 1994;
Xu a kol., 1999; Fetzner a Crandall, 2002). Miktesity jsou kodominantni markery, o
relativne malé velikosti, které mohou byt snadno amplifikeyapolymerazovou
fetzovou reakci. Vryb&tvi a akvakultte jsou vyuzivany pro charakterizaci
genetickych rod, selekci genegaich ryb, mapovani ekonomicky ulézitych
kvantitativnich znak a identifikaci gef odpowdnych za tyto znaky a aplikaci

markery-asistované selekci (Chistiakov a kol., 2005

Struktura SSRs

Mikrosatelity se mohoudit na rizné typy podle opakujici se sekvence na dokonalé,
nedokonalé, ferusené nebo sloZzené (Oliviera a kol., 2006). Dakd(perfect) obsahuji
jenom jeden motiv bez tpruseni ...CACACACACACACACA.... U nedokonalych
(imperfect)  mikrosatelit je repetice feruSena jednou  jinou  bazi
..CTCTCTCTGTCTCT.... ReruSené (interrupted) mikrosatelity, ve kterycmaehazi
inzerce  malého pou  bazi, které  nenasleduji  strukturu  repetice
...CACACATTCACACATTCACACA.... SloZzené (compound) mikrosatelgéiladaji se
ze dvou a vice ifiéhajicich mikrosatelit s odliSnym typem repetice
CACACATGTGTG (Goldstein a Schlotterer, 1999).
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Podle délky repetice se mikrosatelitylidna dinukleotidové (nap CACACACA),
trinukleotidové (nap ATGATGATGATG), tetranukleotidove (n&p
CATGCATGCATGCATG), atd. U trinukleotidovych mikrotdita jsou nefastjSi
sekvence (AAT)n a (CAG)n (Stallings, 1994; HancotR95; Foriiskova, 2007). U
tetranukleotidovych mikrosatelitse nejvice vyskytuji sekvence (GATA)n a (GACA)n
(Jarne a Lagoda, 1996).

Distribuce v genomu

Mikrosatelity jsou vSudyfitomné u prokaryotnich a eukaryotnich, &mrR |
v nejmensich bakterialnich genomech (Gur-Arie a, 000; Chistiakov a kol., 2005).
Nejvice se vyskytuji v nekédujicich oblastech (edoy, subtelomery, heterochromatin
u centromer) (Metzgar a kol., 2000). V koédujicichlastech obratlovic se nachazi
pouze 9 — 15% mikrosatali{fMoran, 1993; Jurka a Pethiyagoda, 1995; Van &itfan
Zutphen, 1996; Fofiskova, 2007). Tato nizkd frekvence mikrosaielitkddujicich
oblastech mize byt vys¥tlena negativni selekci posunovych mutadi fpanslaci
(Metzgar akol., 2000; Li a kol., 2004; Chistiakoka., 2005).

Dinukleotidové a tetranukleotidové motivy jsou ¢t8inou  shromazthy
v nekddujicich oblastech. U obratldévjsou distribuovany 42 krat a 30 krat miémsto
v exonech neZ v intronech a mezigenovych oblasf&€oth a kol, 2000; Chistiakov a
kol, 2005). Trinukleotidové repetice a hexanukldotié repetice se vyskytuji take

v exonech, kde neporusudjeci ramec (Toth a kol., 2000).

Aplikace mikrosatelita

Mikrosatelity dosahuji velmi vysokého stupheterozygotnosti, uvadi se€kay az
90% (Baker a kol., 1999; Starcova, 2009). Prota poodné k pouziti v analyzach, kde
je potebné rozlisit jedince individu&tn(Starcova, 2009).

Jednotlivé alely se snadno a rychle detekuji metod®CR pouzitim dvou
oligonukleotidovych primet, které ohrarduji mikrosatelitni lokus (Foriskova, 2007).
Izolace mikrosatelitnich markiepro nové organismy tZe bytcasto obtiznagasow
narana a takeé finatn¢ nara&na. Nicmes, ve chvili kdy jsou publikovany sekvence
primeri pro PCR amplifikaci, vyuziti mikrosatelitnich mark je dostupné pro Siroké
spektrum aplikaci a fin&ni nar@nost analyz neni v dnesni dobysoka. Schopnost
amplifikovat mikrosatelitni lokusy, které byly v milosti popsany pro blizcefipuzné
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druhy (vyuziti primeit popsany pro vicéi mére pribuzny druh cross-priming) iie
pomoci zredukovat s tim spojené naklady (Fetzr@raadall, 2002).

3.3 Molekularni znaky a jejich analyza

V poslednichétyriceti letech nam oblasti molekularni genetiky vyrazpomohly
porozungt mnoha sférdm biologiecetre: systematiky, poputai genetiky a biologie
ochrany pirody. Studiem genetické variability uvhé mezi jednotlivci, populacemi a
druhy mizeme ziskat rozhodujici informace o konkrétnim oigau, nebo skupin
organisnii, které by nemohly byt ziskany klasickymi postugetgner a Crandall,
2002). V 60. a 70. letech 20. stol. byla pro stodijednotlivych drufi a populaci
pouzivana analyza polymorfismu krevnich skupin. postupem ¢asu nahradila
elektroforetickd analyza alozymovych maikdGrant, 1980; Huldk, 2008). Analyza
alozymovych markeér se tak stala dinnym nastrojem studia struktury a variability
geneticky vzdale¥jSich populaci (Davis a kol.,, 1999; Kohlmann a kal999;
Murakaeva a kol., 2003; Hulak, 2008). Dodnes jenwelrekventoval pouZzivana,
nékdy jako jedina metoda a téasto v kombinaci s metodami molekularni biologie,
nag. s analyzou mtDNA, RFLP, RAPD nebo s analyzou aggch nukleovych
markefi (Hulak, 2008). DalSi pokrok v molekularni genetigginesla metoda
sekvenovani DNA schopna ditr skuteny bazicky par sekvence genetického kodu
(Maxam a Gilbert, 1977; Sanger a kol., 1977; Fetan@randall, 2002).

Posledni d¥ dekady 20. stoleti fmesly mnoho technickych a metodologickych
pokroki, které znamenaly plom v molekularg-genetickych analyzach. Sirokého
uplatreni se tyto techniky dtkaly az po objeveni PCR metody (1985 — 1988).
Automatizace mnohych technologickych postuypyntéza pozadovanych UgeRNA,
analyza nukleotidovych a proteinovych sekvenci) &mila aplikaci molekularnich
metod v masovém &hitku (Hulak, 2008).

V poslednim desetileti bylo zaznamenano rostouadiizitly satelitni DNA i
zkoumani genetické variability a divergenceétdiha sodasnych vyzkum se zanituje
na jednu kategorii satelitni DNA a to mikrosatelityelky zajem o mikrosatelity je
z divodu jejich vysokého stugn variability, kterou Ize zkoumat pomoci PCR
(O’Connell a Wright, 1997).
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3.3.1 Izolace DNA

Metod izolace DNA je ohromné mnoZstvi a liSi selpddho, jaky typ typ DNA ma
byt izolovan (genomova DNA, plazmidova, virova, .atgpodle stupé pozadované
Cistoty a kvality a i podle zdroje DNA (bakterialmgstlinnéci zivoc¢isné buiky, zaschlé

kapky krve, muzejni preparaty) (Zurovec a kol., 999

Prvnim krokem izolace nukleovych kyselin je ziskén$penze jednotlivych bék
Suspenze buwk vznika naruSenim bgtné stny (fyzikalné, enzymaticky) a naslednym
uvolnénim roztoku s obsahem hbikn Po uvolrni burééného obsahu je nevyhnutelné
odstranit maximum nezadoucich kompoienthodnymi purifik&nimi metodami
(vazani katiofi kova chel&nimi ¢inidly, enzymaticka degredace bilkovin proteindzou)
Z divoda ziskani co nejstSi DNA (Hulak, 2008).

Pro izolaci fiznych typgi DNA z nejiizréjSich zdroji existuje zn&né mnozstvi
komegnich kit1. Vyhodou &chto kit je jednoduchost a rychlost provedeni (Zurovec a
kol., 1999). U izolované DNA jedIné owtovat jeji ¢istotu (nap. fotometricky v UV
oblasti, spektroskopicky, fluorimetricky) a prowédkvantifikaci (stanovit mnoZzZstvi
izolované nukleové kyseliny) (Ipser, 2006). lzologanukleova kyselina wiie byt
uchovana bdi v ztedné forne, resp. ve form koncentrovanych zasobnich roziold
to kratkodol pri O — 4°C, resp. dlouhodélpii -20 az -80°C (Hulak, 2008).

3.3.2 Metody elektroforetické

Separace nukleovych kyselin (DNA)

Pti elektroforetické separaci nukleovych kyselin jgu¥ivano zaporného naboje
fosfatové kostry nukleovych kyselin (Huldk, 200Bychlost pohybu molekul DNA je
ne@imo umernd logaritmu jejich velikosti, dale ji ovihje koncentrace nanaSeného
gelu, konformace DNA, s#én elektrického pole, aplikované elektrické sapsloZzeni
bazi, gitomna interkaléni barviva a slozeni elektroforetickych pufrKladré nabité
molekuly migruji k zaporné elektréda zapors nabité molekuly migruji ke kladné
elektrod. Gelova elektroforéza separuje molekuly nukleov¥siselin podle jejich
molekulové hmotnosti (Clark, 2005) a velikosti nggb(Sambrook a kol., 1989; Hulak,
2008). Kvizualizaci fragmefit DNA jsou vyuZivana barviva, nggsgji ethidium

bromid u agarosy ai$brné barvivo u polyakrylamidu, které jsou pitidani do gelu
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vazany na DNA a vzniklé fragmenty je naslédmozné vizualizovat v UV sile

pomoci transiluminatoru (Hulak, 2008).

3.3.2.1 Zakladni elektroforetické metody

Elektroforetické metody se mohou reéimlat podle #kolika kritérii, nap. podle
charakteru pouzitého nosného média nebo podle tadena tvaru tohoto média.
RozliSovéana je ndiklad elektroforéza horizontélni, vertikalni, kapbva, nebo podle
charakteru nosného média, elektroforézu na Skrobpvéolyakrylamidovéem,

agarosovém a acetylcelul6zovém gelu (Hulak, 2008).

AGE - Agarose Gel Electrophoresis (elektroforéza nagarosovem gelu)

Nejvice DNA je separovano pouzivanim elektrofordayagarosovém gelu. Agarosa
je polysacharid extrahovan z iskych fas (Clark, 2005). Agarosové gely jsou
pripravovany podob#fjako Skrobové gely — z&fita smds agarosy a pufru se nalije do
formy a necha se ztuhnout. Koncentrace agarosy Wsiou 1 — 2 %, ve specifickych
piipadech mZe byt pouZita i koncentrace 2 — 3x vySSi. Do fojmwnaen heben,
ktery se po ztuhnuti gelu odstranii¢pmz se vytvti jamky, do kterych jsou pipetovany
vzorky (Hulak, 2008). Optimalni velikost separovelnynolekul na agarézovém gelu je
100 — 50000bp

Obrazek 2 Elektroforéza

18



PAGE - Polyacrylamid Gel Electrophoresis (Polyakryhmidova gelova
elektroforéza)

KratSi fragmenty DNA tak jako proteiny jsodasto separovany na gelu
z polyakrylamidu (Clark, 2005). Je to druha casgjSi elektroforetickd metoda
v molekularni biologii. Polyakrylamidové gely vzaik katalytickou polymeraci dvou
monomei, akrylamidu a N, N"- methylen bisakrylamidu (bi&el je tvden dlouhymi
vlakny polymerizovaného akrylamidu, navzajem spgjein viakny bisakrylamidu.
Jedna se o vertikalni elektroforézui jteré smds akrylamidu a bisakrylamidu je
polymerizovana v pufry (TAE) pomoci volnych radikgboskytovanych persulfatem
amonnym (APS), kterym je apobovano homolytické &eni vazeb O-O. K urychleni
polymerizace je pouzivana volnd zasada TEMED ftettglendiamin), kterou je
katalyzovana tvorba volnych radikalpersulfatu amonného. Polymerizace neni
uskuténovana pi nizkém pH nebo i ptitomnosti kysliku. Pouziti koncentrace
akrylamidu je rozliSovano podle velikosti separoyancasti fragmenit DNA od 3,5 %
(fragmenty 1 — 2 kb) az po 20% gely pro separovaalych fragmerit 10 — 100bp
(Huldk, 2008). Tato metoda se da vyuzit ke genatgi mikrosatelii, pokud neni
k dispozici sekvenatoiRehout a kol., 2005)

3.3.3 Polymerazova fietézova reakce PCR (Polymerase Chain
Reaction)

Objev PCR koncem 80. let 20. stol. znamenal obrawskevoluci v oblasti
molekularni biologie. Metoda byla objevena KaryNBulisem v dubnu 1983. Za 8y

objev obdrzel Nobelovu cenu za chemii v roce 1@8d¢vec a kol, 1999).

PCR je metoda, ktera umiage selektive namnozit (amplifikovat) poZzadovany usek
DNA in vitro. Tato metoda je zaloZzena na mnohonasobné ampiifileanplatove
molekuly DNA. Toho je dosaZzeno cyklickym opakovéanifach kroki: denaturace
templatu, hybridizace se syntetizovanymi oligonokildy (primery) a prodluzovanim

primeri termostabilni DNA polymerazou (Hulak, 2008).
Zakladni princip PCR

PoZadovany uUsek, ktery ma byt amplifikovan, se ainomoci dvou primer
Primery jsou komplementarni k sekvencim, které aehazeji na okraji mnozeného

Useku a lezi na opaych vlaknech DNA, tak Ze jsou orientovany svymi Bonci
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k sok&. Prvni primer (forward primer) se vaze na jednékab a druhy (revers primer)
je navdzadn na druhé komplementarni vidkno denaanv DNA. Nasledn
termostabilni DNA polymeraza prodluzuje syntetizo&alakno DNA. V jednom cyklu
PCR se tak pget molekul zdvojnasobi (Innis akol.,, 1988; Hulak008).
Prostednictvim PCR Ize tak namnozit fragmenty DNA naguiané mnozZstvi volbou
poctu cykla (n). P&et amplifikovanych fragmeftje tak teoreticky rovenr2zvySuje se
exponenciala s patem cykii (Ipser, 2006). Po 30 — 40 cyklech je mozné dosdihno
amplifikace 18 — 10. Zpasatku dochézelo ip tepelné denaturaci DNA také
k denaturaci DNA polymerazy, proto bylo nevyhnuéefii kazdém cyklu tento enzym
znovu dodavat. Vyznamnou inovaci bylo zavedeni melazy z gram-negativni
bakterieThermus aquaticystera je stabilni pro vysoké teploty, tZvaq polymerazy

(Innis a kol., 1988; Hulak, 2008).

Alter 30~40
First cycle Second cycle cveles
I o |
e A ]
Primer I
.
5 I 5 T35
Thermal — Annealing DNA Thermal Annealing  DNA synthesls  Amplification of
denaturation of synthesis denaturation target segment 10
of IL'|.|I|_.|IE.1||' i imers [ ] over 1 billion times
DNA (50~T2°C}
[92~07C) B zoom

Obréazek 3. Schéma PCR (http://csls-text.c.u-tokyocjp/active/02_04.html)

Primery

Primery jsou syntetické jednovlaknové oligonukldgtio ptimérné délce 17 — 30
bazi (Hulak, 2008). Jsou kontae& snadno dostupné a mohou byt syntetizovainein
nékolika malo dni. Délka primérje velmi dilezitd. Primery by rly byt dostaténg
dlouhé, aby byly schopné stabilni hybridizace swili sekvenci za optimalni teploty
pro @ipojeni primet. Tuto teplotu je nutné stanovit vzdy préigusny par primer a
dany PCR cycler. Jako voditko poslouzi teoretick&eni T, — melting temperature

(teplota tani primeéi), coz je teplota, ip které je 50 % molekuly DNA ve stavu
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dvousroubovice. J roste se zvySujicim se obsahem G a C a zpravalpolybuje
v rozsahu 55°C — 75°C.ibodem, prd je nutné, aby byl primer dostate& dlouhy je,

Ze musi mit svou cilovou sekventigm specifickou Rehout a kol., 2005).

RT-PCR (Reverzrgé-Transkrip éni) a kvantitativni (q)PCR
RT-PCR pedstavuje modifikaci PCR,fipkteré je jako templat vyuZivdna RNA.
V prvnim kroku je RNA zptné piepsand enzymem reverzni transkriptdza do DNA. Ta

je nasleda mnozena pomoci klasické PCR.

Nejcastji se vyuzivA ve spojeni Real-Time PCR kvelmi pesné detekci a
kvantifikaci konkrétni mMRNA virznych tkanich a kvantifikacich genové exprédeal-
Time PCR vyZaduje pouziti specidlniho cykleru, ktery &bk zndtit mnoZstvi
fluorescekiné znaenych sond navazanych na fragmenty DNA, které \@gnikii
amplifikaénich cyklech (Hulak, 2008).

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)

Tato metoda je zaloZzena na PCR, ve které jsou nezn#&eky genomové DNA
amplfikovany pouzitim primér o 10bp, jeZz obsahuji nahodné sekvence (Williams a
kol., 1990; Fetzner a Crandall, 2002). Do kgdksnesi pro PCR sefjdava pouze jeden
primer, ktery ma mnoho komplementarnich mistimych¢astech genomu, zidodu
jeho malé délky. Tzn., Ze vznikne s velkou prgatobnosti sis fragmenit o rizné
délce, které je mozné elektroforeticky analyzowdtlak, 2008). Vyhodami RAPD je
univerzalnost, nizka cena a pé&ms jednoduché technické vybaveni. Nevyhodami jsou:
citivost na nepatrné kontaminace a dominance, .respesivita fragmefit coz
v konené fazi znemaiuje rozliSit heterozygoty od dominantnich homozyggiulak,
2008).

RFLP (Restiction fragment lenght polymorphism)

Variabilita velikosti restriknich fragment, podléhajicich v populaci mendelovské
segregaci, se vSeobe&coznauje jako polymorfismus délky resttikich fragment,
zkrace’ RFLP (Hulak, 2008). V PCR reakci je amplifikovaalymorfni lokus DNA,
amplifikat je poté &fpen restriktazou, ktera rozeznava svoji cilovoweski Rehout a
kol., 2005). Existuji doslova stovkyéahto restriknich enzymi dostupnych od
biotechnologickych spodmosti. Jednou vyrobené vysledné fragmenty jsoureegay
na gelu paskovanymi vzory zaznamenany a uloZertgrieea Crandall, 2002).
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Metoda RFLP se sklada ze dvou zakladnich k&rd¥rvni je aplikace konkrétniho
Useku DNA pomoci primér Casto jsou pouzivany primery komplementarni
k zatatkim a koném koédujicich gedn okolo nekddujicich intergenickych oblasti.
Druhym krokem je restrikce (n@#tani) — jedna se o néistani namnozeného Useku

pomoci enzyra restrikinich endonukledz, které specifickg@tDNA.

Patet restriknich mist na analyzované DNA je zavisly na jejikasti, sekvenci a

délce rozpoznavaci sekvence. KratSi sekvence ggtuyjiscastji nez delsi.

RFLP je vyuZivana iedevSim na fylogenezi taxéna je zakladem mnohych

fylogenetickych studii a @vovani mikrotaxonomickéh&denéni druhi (Hulak, 2008).

AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism)

Tato metoda pouzivA PCR v kombinaci sg&him produkt restrikknimi enzymy.
Narozdil od RAPD, vznika vysokou mirou opakovatsthoNevyhodou je vSak vysSi
cena a technicka namoost. Vyhodou je schopnost rychle vygenerovat vetkezZstvi
polymorfnich marker a to i u druli, od kterych nemame zadnotedchozi genetickou
informaci (Hulak, 2008).

V prvnim kroku je DNA Sipena d¥ma restriknimi enzymy. Rozpoznavaci misto
jednoho z nich je kratké, naopak druha restriktaylledava delSi sekvenci aépt
mére ¢asto. Timto zfisobem je zareno, Ze vznikne dostatek fragminkteré budou
na jednom konci odshnuty jinym enzymem neZ na druhém konci (Hulak)@0 Ve
stejném kroku jsou na konce fragmereinzymem ligdzoufipojeny kratké nastavce —
adaptory. Jsou to kratké Uuseky DNA o znamé sekyéderé se vazou na konce
fragmenti vytvorenych gisluSnou restrigni endonukledzou, od ni se odvozuje jeji
nazev (nap Msel adapter). Restriini S€peni a pipojeni adaptar probiha sotasre.
Navazanim adaptorse ziskaji fragmenty, které maji na obou konciddmze sekvence.

Ty se nasledhmohou amplifikovat pomoci PCR (Hulak, 2008).

3.3.4 Sekvenovani DNA

Pfi sekvenovani molekul DNA (nebo jejich fragméntse stanovuje padi
jednotlivych nukleotid v polydeoxyribonukleovychetzcich, tj. primarni struktura.
DnesSni automatizované systémy sekvenovani vychaeejidvou zakladnich metod:
Sangerova nebo Maxam Gilbertova (Ipser, 2006). 8hookolnosti byly nezavisle
publikované ve stejném roce, 1977 (Huldk, 2008).
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MAXAM-GILBERTOVA (chemickd) metoda sekvenovani

Je zaloZzena na specifické chemické degradettzce DNA, ktery byl na konci
oznaen. Jedno vlakno je vétyirech variantach vystaveno chemickéinidlu. To
narusSuje vazby u titého nukleotidu (Ipser, 2006). Po uskiréni reakce jsou
produkty rozdleny v sekvenénim gelu s rozliSovaci schopnosti jedné baze (Hulak
2008) a sekvence nukleotid analyzovanéhorettzce DNA jsou odé&eny na

vizualizovaném elektroforetogramu (Ipser, 2006).

SANGEROVA enzymatickd metoda

ZaloZzena na modifikované polymerazové reakci. X$giti reakeni smesi; ve vSech
je obsazena ssDNA (denaturovana dsDNA) s funkciriceatDNA polymeraza bez
nukleadzové aktivity, primery, sks dNTP a jeden — ovSem v kazdégsiminy — 2°,3"-
dideoxyrybonukleotidtrifosfat (ddNTP). ProtoZze vielale ddNTP je v poloze
C3'misto skupiny OH atom vodiku, néhe mezi 3- koncem ddNTP a 5°- koncem
nasledujiciho dNTP vzniknout fosfodiesterova vaaleyntézaetzce se vzdy ukati
v mist inkorporace ddNTP. Vigledku toho se nasyntetizujeciie spektrum zne
dlouhych komplementarnidetézci, zakogenych na 3°-konci vzdy tim ddNTP, ktery
byl v dané variartreakini snesi pouzit (Ipser, 2006).

Produkty polymerazové reakce jsou poté stenay elektroforeticky v sekvetaim
gelu (tj. v polyakrylamidovém gelu s rozliSovacklidi schopnosti jedné baze a
obsahujicim m&vinu jako denatukani c¢inidlo). Sekvence nukleotidu v analyzované
DNA je stanovena analyzou vizualizovanych elektrefograni: sekvence, igétena ve
sméru od ¢ela ke startu, je sekvenci-5" 3" komplementarni k matmimu fetzci
(Ipser, 2006).

DalSim pokrokem v sekvenovani DNA bylo zavedenomauatickych sekvenatdy
které znamenaly podstatné zjednoduSergsovou Usporu analyz a tim i raesii

moznosti experimentalnich praci a analyzovanychieseld DNA (Hulak, 2008).

v v

3.4 Mikrosatelitni markery pro raka‘i¢chiho Astacus astacus

Alozymni markery selhaly v odhalovani poptria struktury kvili nizkému stupni
variaci a malému g@tu polymorfnich lokus (Agerberg, 1990; Felvoden, 1994; Koiv a
kol., 2008a). Proto jsou nutné vysoce polymorfriknosatelity jako efektivni analytické
nastroje. Prvni mikrosatelity byly charakterizovarg vzorki 172 dosplych jedinai
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raka fi¢cniho. Pochézely ze sedmiznych populaci z Estonska, Svédska, Norska a
Finska. Vzorky byly z firodnich populaci s vyjimkou dvou Svédskych, kigpéhazely
zrai farmy. Genomova DNA byla izolovana ze svalovén&kaDélka alel byla
stanovena ALF express Il DNA analyzérem. Z 30 nshtelitnich lokus bylo pouze 8
polymorfnich (se 2 — 10 alelami). Ve studovanyclpyacich se pget alel na lokus
pohyboval od jedné do sedmi a sledovana heteroaggb(Ho) byla od 0 do 0,80,
zatimco @¢ekavana heterozygotnogtle) se pohybovala od 0 do 0,72 (Koiv a kol.,
2008a).

Tabulka 1. 8 izolovanych mikrosatelitnich lokus a jejich primerové sekvence (Koiv a kol., 2008)

Locus Primer sequence 5'-3 Repeat No. of Size GeneBank
motif* alleles range accession no.

Aas3666 Forward MI3-TTTTGCATCGTCAGCGAACAT (GT)yy 3 245-253" EU313796
Reverse TCTCAGCGACAAGGTACTGGAAGC

Aas3040 Forward MI3-GTTGTGTGGTAACTCCTGACGA (TA)a 3 255-259" EU313794
Reverse CAATCGTATCCCACATGCAG

Aas3lis Forward Cy5-GACTGTGCCCTGCGGTACAGTG (GT)yy 4 173-191 EU313795
Reverse GGGCTCCATCATCACACGTGGCAA

Aas2489 Forward MI13-AGGTGAGTCAAATATGTG (CA)a 2 243-245" EU313797
Reverse TTCCTTCCCGATATACCA

AasT790 Forward MI3-CAAGTTCCTAAATGCCGTTCTT (GT)s 2 145-149" EU313798
Reverse GGTGAGTACACACAGCCAAA

Aas1198 Forward MI3-CGTTTATTTCCTTTCCCCTTCA (CT)yy 4 193-201" EU313799
Reverse TGCATTGAGGTGGTGTCACT

Aas3950 Forward Cy5-ATCTAAGTCGTTCTCCTGAAGACC (CT)a2 10 164-190 EU313800
Reverse TACTGGTGATTGTGGGTGGTACG

AasT66 Forward M13-CGTACTGCCTCTCTGCCACT (GT)yg 7 225-305" EU352853
Reverse AACACACTCCACACCATTCG

* Longest uninterrupted repeat
" Size including a 19 bp M13 tail

Locus: mikrosatelitni lokus; Primer sequence 5:-s&kvence primérptipojenych na vlakno DNA
od 5" konce ke 3’konci; Repeat motif: opakujicinsativ dinukleotidovych bazi ; No. of alleles: q&

alel na lokus; Size range: razpdélky alel;

3.4.1 Pi‘ehled praci zabyvajicich se mikrosatelitnimi markey u raki

Baker a kol. (2000) izolovali sedm mikrosatelitnicharketi uraka modrého
(Cherax quadricarinatus),z Australie, u kterého zjistili vySSi Urovegenetické
variability, nez dive popsanou pomoci allozyn{Macaranas a kol., 1995). Fetzner a
Crandall (2002) zkoumali mozZnost cross-priming dafikgice a vyuZzZiti marker
popsanych pro druh rodDherax(C. estructoy a zjistili, Ze dva lokusy u tohoto druhu
byly polymorfni. Pozorované stupmeterozygotnosiiHo) se pohybovaly v rozmezi od
0,261 do 0,650 (fmeér = 0,443), coz jsou ietelrt vySSi nez stuph zjiStené
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alozymovymi lokusy. P&et alel zjis&nych na lokus byl také paimé vysoky a
pohyboval se od 10 do 22 {onér = 14,4).

Belfiore a May (2000) izolovali a popsali 23 mikabslitnich lokud u raka
cerveného Procambarus clarkii Jejich lokusy zahrnuji dinukleotidové a
tetranukleotidové repetice. Heterozygotn@sb) se pohybovala od 0,43 do 0,91, i kdyz
velikosti vzorku byly porarné malé, coz mZe tyto odhady zkreslovat. & alel
na lokus se pohyboval od 2 do 26ufpoer = 8,6) (Fetzner a Crandall, 2002).

Gouin a kol. (2000) popsali 6 mikrosatgélizolovanych u druhiAustropotamobius
pallipes Paet alel zjis¢nych na &chto lokusech se pohyboval od 3 do 12 a pozorovanéa
heterozygotnost(Ho) se pohybovala od 0,0 do 0,72 u zkoumanych rubdu
Austropotamobius.Dale zkoumali moznost amplifikovat tyto lokusy u Igieh
desetinohych kory§(Decapoda). Akoliv ne vSechny tyto lokusy fugovaly, alesiporo
kazdy druh fungoval jeden lokus (s vyjimkddephrops norvegicuskde nedoSlo
k Zadné amplifikaci). Jefgjmé, Ze tyto lokusy mohou byt pouzitelné u mnalmnych

druhi a je jeSt potteba provad testovani v Sirokém &hitku.

Walker a kol. (2002) pouzili mikrosatelitni markeuydruhuOrconectes placidus
k uréovani rodéovstvi. Vice nez 900 kudsjuvenilnich jediné z 15 lokalit bylo
analyzovano za delem uteni rodtovstvi. Ukazalo se, Ze vSechny samice byly
matkami vSech juvenilnich jediicmoSenych samicemi &i$ina samic se pda dvakrat
¢i vicekrat, gicemz navylihnuta vajka steji@ jako vylihnuti potomci jednotlivych

samd byli nahodr rozmiseni.

Genetickou strukturu populace rak@ustropotamobius pallipess pomoci pti
mikrosatelitnich markér studovali Gouin a kol. (2002), kiestudovali Sest lokalit
vyskytu vramci jednoho toku. Zji&ta urové genetické variability byla relativn
vysoka a pimérna heterozygotnost v ramaichto Sesti lokus cinila 0,394 v ramci
téchto Sesti lokalit. Rozdily v genetické struidumezi jednotlivymi lokalitami nebyly

zaznamenany.

Genetickou strukturu druhAustropotamobius pallipes ramci populaci v italské i
rakouskétasti Tyrolska studovali Baric a kol. (2005) na za@klmitochondrialni DNA
a ¢tyfech mikrosatelitnich markér Pomoci sekvenci mitochondrialni DNA byla
ZjiSténa extréma nizka urové diferenciace mezi populacemi i variability v rdmci

populaci jizniho Tyrolska. Mikrosatelitni data nafprtomu ukézala witou strukturu
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populaci, ale také igdni Urové variability v rdmci ¢tyfech ze Sesti studovanych
populaci z jizniho Tyrolska,figemz dalSi d¥ populace byly viceménuniformni a

stejre jako populace z Rakouska vykazovaly fixaci alehmci ti lokugi.

Popul&ni strukturu rakaAustropotamobius pallipes ramci 44 populaci z Francie
studovali Gouin a kol. (2006).¢Pmikrosatelitnich lokus bylo genotypovano u celkem
44 populaci pochazejicich @znych ¢asti Francie. Pozorovana heterozygotnost se
pohybovala od 0,000 po 0,564 a v ramci sledovamggbulaci bylo mozné na zakkad
odliSnych frekvenci alel a také jejich délek odldwe skupiny odpovidajici populacim
ze severni a jizniasti zend. Predpoklada se, Ze toto rageni vzniklo hem posledni
doby ledové v Pleistocenu. Na zaklagichto dat byly navrZzeny dvaizné celky pro

strategie managementu populaci tohoto druhu raka.

Partenogenticky Zysob rozmnoZzovani raka ozfmwaného jako ,Marble crayfish®
nebo také ,Marmorkrebs" potvrdil pomoci mikrosatgiich markelt Martin a kol.
(2007). Tento rak je roz&n mezi akvaristy arpdpoklada se, Ze jde o asexdase
rozmnoZzujici formu druhuProcambarus fallax 19 jedindé tohoto raka ziznych
generaci a jejich potomstvo bylo genotypovano YV Seskrosatelitnich lokusech.
VSichni sledovani jedinci byli iderdi ve sloZeni alel, polovina vSech sledovanych

jedinai byla heterozygotni.

Koiv a kol. (2008a) izolovali prvnich 8 mikrosateich markeit pro rakaii¢cniho
Astacus astacusPolymorfismus byl testovan na 172 jedincich zénsepopulaci ze
severni Evropy. Ret alel na lokus se pohyboval od 2 do 10afmirné 4,4) a
pozorovand heterozygotnost jednotlivych mikrosatlh lokus$i se pohybovala od
0,000 do 0,800, heterozygotnostekavana se pak pohybovala od 0,000 do 0,720.
Stejny kolektiv Koiv a kol. (2008b) publikoval da& 11 no¢ izolovanych
mikrosatelitnich markér pro rakaticniho Astacus astacus témze roce. Z celkem 35
mikrosatelitnich loku na testovacim panelu slozeném z 38 jadire dvou populaci.
Prvni z populaci byla ffrodni populace z Lake Aher, Estonsko a druha melha
Z uzaveneho chovu ve Wielenbachugmecko. Poet alel na lokus se pohyboval od
jedné do sedmi a pozorovana heterozygotnost pak0,080 do 0,737 zatimco
heterozygotnost &ekavana byla v rozmezi od 0,000 do 0,757. Odchamé&ypepulace
vykazovala v piméru mnohem vySSi polymorfismus nezirpdni populace, coz je

v rozporu s teoretickymi ipdpoklady (¢ekava se, Ze geneticka diverzita klesa u
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odchovavanych populaci,adodem je ,founder effect® a mala efektivni velikost

populace).

Huldk a kol. (2010) testovali cross-priming amigti lokusi raka signalniho od
dalSich 5 druth raki. Variabilitu 10 aspsné amplifikovanych lokug ziskanou ze 4
druhi poté testovali u 60 jedifiadaka pruhovanéhddfconectes limos)gpochazejicich
z 3 @irodnich populaci: ¥eky Dunaje v Bogyiszlo, M#arsko a z rybnika Stary Kbv
a zCernovického potoka(eska Republika. Ret alel uvnit populaci se pohyboval od
4 do 10 alel na lokus. Sledovana heterozygotifdst) byla od 0,650 do 0,900 a
heterozygotnost &ekavana(He) byla od 0,660 do 0,890. Vyznamné odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy byly zjity pouze ve velmi malé e, (Einnost
cross-amplifikace byla zavisla na fylogenetickychtazich drufi, pro které byly

mikrosatelity givodné vyvinuty.

Patnact mikrosatelitnich markepro Cherax quadricarinatusendemicky druh pro
Australii a Novou Guineu izolovali Xie a kol. (20LOMikrosatelitni markery byly
testovany na panelu 66 rfdpiznych jeding, pricemz tinact z mikrosatelitnich lokus
bylo polymorfnich. P&et alel na lokus se pohyboval od 2 do 7icemz zjiStna
heterozygotnost se pohybovala od 0,172 do 0,98&exrdrygotnost &ekavana pak od
0,373 do 0,778.

Popul&ni strukturu Sesttinskych populaci invazniho drulRrocambarus clarkii
pomoci deviti polymorfnich mikrosatelitnich marnkesledovali Yue a kol. (2010).
NejvySSi pdet alel v jednotlivych lokusech a nejvyssi varidgdilbyla zaznamenana
v ramci populace z lokality Nanjing a tento faktigisi také s pepokladem, Ze préwo
této lokality byl tento druh (s areéleniyodniho vyskytu v severovychodnim Mexiku a
jihu az stedu USA) introdukovan z Japonska wecatych letech minulého stoleti.
V ramci vSech lokalit byl zaznamenan deficit hetggmtnosti, ktery byl fisuzovan

~founder effectu“ a nendhodnémuipai.

U korejského rakaCambaroides similisizolovali a popsali 8 mikrosatelitnich
markefi Ahn a kol. (2011). 8 mikrosatelitnich loKubylo posano na zaklad9 jeding
ze ctyi lokalit z jizni Koreji. P@et alel na lokus se pohyboval vrozmezi 2 az 12,
zZjisSttn4 heterozygotnost se pohybovala v rozmezi 0,000,833 a heterozygotnost
otekdvana pak od 0,125 po 0,943. Na zaklgd byla zjiS&na nejvysSi diferenciace
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mezi populacemi z Mt. Gawanak a Mt. Bukhan (0,17&Bpopulace z Mt. Gawanak se
mezi sebou liSily vyraznmére (0,0454).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1. Studované populace rék

Vzorky zkoumanych rakii¢nich pochazely ze Sesti lokalit: Jarim maléa populace
rakii z rybnika od jednoho chovatelejyodem odloveni z neznamé&imdni lokality,
Boskovice — pehradni nadrz s velkou populaci waktajici ftadow tisice az desetitisice
raki, ktera tu byla jes$tpred napu&nim pehrady na fivodnim potoce; LandStejn —
piehradni nadrz, populac&ta rddow stovky aZz moznd tisice dagfch jedindi;
Swtlohorska nadrz — nevypustitelna nadrz v CHKO Sumgopulace madkolik set
dosglych jedindi; Kramata — nadrz gena ke sportovnimu rybolovu v blizkosti CHKO
Sumava, porrné velkd populace rak ¢itajici nskolik stovek az tisic jedirig
Zelenohorsky potok — raciigodem z Kramat drZzeni v klecich v roce 2006 — 2887
Ucelem jiného experimentu. Z kazdé lokality bylo odetm 20 vzork, kroms
Zelenohorskéeho potoka, odtud odebrano 10 jédidadivodu otestovani pouzitelnosti
metody mikrosatelitnich markier byla v této prvni fazi vramci bak#tké prace
zkouména pouzeast vzork: Jarondt 14 vzorki, Boskovice 8 vzonk, LandStejn 8
vzorki, Swtlohorska 9 vzork, Kramata 7 vzornk a Zelenohorsky potok 7 vzark

Jarom ér
oc: 50°22'5.02"N,
15°55'47.412"E

Svétlohorska
Loc: 49°0'23.243"
13°43'43.567"E

Zelenohorské . _
Loc: 48°58'18.86"N, Kramata Boskovice

13°41'45519'"E  Loc: 49°340.851"N, ~ Landstejn _ Loc: 49°29'51.724"N,
13°43'2.06"E Loc: 49°119.669"N,  16°42'4.383"E

15°14'29.396"E

Obrazek 4. Lokality vzorkovani
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4.2. Odlér tkani a izolace DNA

Vzorky tkani o velikosti cca 3mms3 byly vypreparoyantretich kr&ivych kortetin
rakaticniho, které byly uloZzeny v 96 % lihu. Celkem bytalovana genomova DNA
53 jedind ze Sestitiznych populaci. Kousky tké&rbyly zality 100ul lyzé&niho pufru,
byly pfidany 4ul proteinazy a vzorky byly inkubovanyti pteplo€ 55°C na
thermomixeru za neustalého gegavani a udrzovani teploty. Redh hodinach, kdy se
vzorky tkani v roztoku rozpustily, seg$lo k izolaci DNA pomoci komé&niho DNA
Lego Kitu (Top Bio, CR).

Do kazdé zkumavky s lyzatem byldigano 200ul vazebného pufru. Péiddni
vazebného pufru byly vzorky znovu promichany a bdaany po dobu 3 min. &em
inkubace byly na dalSi sadu zkumavek nasazeny oloriky, do kterych bylo
naneseno 100ul roztoku DNA bind particule (obsalujiemicité sklo). Minikolonky
byly centrifugovany tak, aby v kolonce vzniknakekniity filtr, ktery slouzil k navazani
DNA. Lyzat s vazebnym pufrem pak byl pastech nanesen do jednotlivych kolonek a
centrifugovan 1 minutuip 1000 rpm (otéek za min) tak, aby cely obsah rozgngt
tkare proSel kolonkou. Kolonky byly poté vysuSeny kratkeentrifugaci fi 6000 rpm.
Kolonky byly poté dvakrat promyty, vzdy 100ul provagiho pufru, aby se DNA
navazana v kolonce zbavila zbftkproteili a neistot. Po kazdém naneseni
promyvaciho roztoku byly kolonky steny v centrifuze. Kolonky byly iepmistny do
novych zkumavek a do kolonek bylo naneseno 2 x @thiho pufru, picemz mezi
nanasenim byly kolonky zcentrifugovany po 1 mifi. 00 rpm. Po naneseni druhé
¢asti el&niho pufru nasledovala centrifugacé BO00 rpm. lzolovana DNA byla
nasleds elektroforeticky testovana, kratkodblskladovana v ledniciip teplot 4°C,

dlouhodols pak v mrazicim boxuip- 20°C.

4.3 Oveni izolatu DNA elektroforézou na agar6zovém gelu

Po izolaci DNA z tkaé bylo nutné zkontrolovat kvalitu izolatu. Kvalitaalace byla
oveéiovana elektroforézou na agarosovém gelu. Elek#atorprobihala na 1,2%
agarosovém gelu. K vizualizaci DNA bylo vyuZito 8mu Gold View, kdy bylo do
100ml 1,2% agarosoveho roztokdidano 2,5ul barviva Gold View pro detekci
nukleovych kyselin v gelu. Do jamek v gelu bylo &&eno 5ul templatové DNA a 3l

nanaseciho roztoku Loading dye. Do jedné z jamkynapesen DNA marker (ladder)
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slouzici k uteni velikosti DNA. Elektroforetické &leni probihalo po dobu 50 mirfip
60V a 50mA.

4.4 PCR

Testovali jsme pouziti osmi mikrosatelitnich matkgropsanych Koivem a kol.
(2008a), lokusyAas 776, Aas 790, Aas 1198, Aas 2489, Aas 3043 HdsAas 3666,
Aas 3950 Charakteristikaéchto lokusi byla popséana spolu s rozsahem zaznamenanych
alel a optimalni teplotou annealingu (nasedani @winv originlni publikaci. PCR
probihala v celkovém objemu 10ul. Samotna ¢ralsnts obsahovala 1ul templéatu,
0,3ul kazdého z primér (koncentrace 10pm/ul), 3,4ul.8; a reakni smés byla
doplréna 5ul PPPmaster mixu (Top Bio). Reak snts tedy obsahovala: 75 mM Tris-
HCI, pH 8,8, 2,5 mM MgGl 20 mM (NH;).SO;, 0,01% Tween 20, 200M dATP, 200
uM dCTP, 20uM dGTP, 200uM dTTP, 2,5 U Taq purple DNA polymerazy.

Po pa&atenim testovani nezganych primerovych pérjsme pro praci s primery
fluorescené znaenymi zvolili nasledujici dva programy. PCR prograrazvany
Asta55kdy po pa@ateini denaturaci DNA § teplot 95°C po dobu 3min. nasledovalo
35 cykli zahdjenych denaturacti geplo® 95°C po dobu 40s, poté annealing pritner
pii 55°C po 40s a prodluzovani amplifikovanétezce i teplog 72°C po 40s.
Zawrecna elongace DNA bylatpteplog 72°C po 20 min. Tato PCR reakce byla
pouzivana pro amplifikaci lokdsAas 2489 a Aas 3040, protoZié annealingu primer
pii teplo€ 60°C, nebo jiné, se ukazaly velmi nespecifickédpkiy. Druhy PCR
program Asta60 probihal nasledown pocateini denaturace DNA ip 95°C po 3min.
Poté nasledovalo 35 cyklzahdjenych denaturacii@5°C po 40s, poté annealing
primert pii 60°C po 40s a prodluZzovaréttzce i 72°C po 40s. Z&retna elongace
DNA byl pii 72°C po 20 min. Tato PCR reakce byla pouzivana gmplifikaci
zbyvajicich Sesti lokus
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Obrazek 5. Testovani anealingu primeit pri teplotadch 55°C a 60°C.

(Obr. 4) Drahy v gelu ozianécisly 1 — 8 znazdwiji jednotlivé amplifikované
lokusy, na kterych bylo testovandigmjeni primet pfi dvou fiznych teplotach. Radi
lokusi : 1 —Aas 3040, 2 — Aas1198, 3 — Aas 3666, 4 — Aas7+6A\&s 3950, 6 — Aas
790, 7 — Aas 3115, 8 — Aas 2489- ladder slouzici pro porovnani kvality produktla
prvnim lokusu Aas 3040 bylo zj&to, Ze vznikly nespecifické produktyi @nnealingu
60°C a pi annealingu 55°C vznikly specifické produkty. Natim lokusuAas 3666e
to presré naopak a na osmém lokudas 2489%vznikly specifické produkty ip 55°C a
pii 60°C nedoslo k amplifikaci Zzadného PCR produktu.

Po ukorteni reakce PCR cyklu byly produkty amplifikace oesiny elektroforeticky

na 1,2% agarosovém gelu. PCR reakce probihaly darayBio Rad C1000 Thermal
cycler.
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Obrazek 6. Termocykler

4.5 Fragmenta’ni analyza, sekvenator

PCR produkty byly po testovani na agarosovém gekiyaovany fragmentai
analyzou na automatickém sekvenatoru. K tomu bylzityautomaticky sekvenator
Beckman Coulter CEQ 2000. Délky amplifikovanychdurkt v bazickych parech (bp)
byly uréovany kapilarni elektroforézou na akrylamidovém ugeh pomoci
fluorescerniho zn&eni PCR produkt Primery pro PCR primeru tedy byly navrzeny
tak, aby umoovaly fragmenténi analyzu gkolika lokudi v jediné kapilée — aby
mohly byt PCR produkty skladany do tzv. multiplexu.

Podle @ekavanych délek PCR prodiktedy bylo zvoleno fluorescéni zna&eni
jednotlivych primei tak, aby celkem 8 lokidsmohlo byt analyzovano v rdmci 3 vzérk
pro automaticky sekvenator. Ke fluorest@imu zn&eni bylo vyuZivano barviv
Beckman Coluter D2, D3 a D4iiBemz vzdy jeden z prim&rz primerovych pdr pro
kazdy lokus je zngen timto zgisobem, coz umadilije elektroforetickou detekci
amplifikovanych loku8. Sowasre tedy mizeme analyzovat vice fragménpokud se
vyrazre liSi délkou nebo barvou fluorescerho zn&eni. Pro usnadmi prace se 8
lokusa pro jednoho jedince roztilo do 3 seii. Set 1 obsahoval lokusias 790, Aas
3115, Aas 3040Set 2 lokusyAas 3950, Aas 1198, Aas 366& setu 3 byly tyto lokusy
Aas 2489 a Aas 776. Reai snes pro sekvenator se skladala z 28,6LS (sample
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loading solution), 0,1@l standardu DNA (DNA Size Standard 400) a 0,16-Q3PCR
produktu v zavislosti na intenzivytéZku PCR reakce u konkrétniho lokusu a barvivu
pouzitému k fluoresceémimu zngeni.

Fragmetani analyza probihala podle metody Frag3 systémkmBan Coulter. B
fragment&ni analyze byly fragmenty DNA v kapité& rozaleny elektroforézou podle
délky amplifikovanych fragmeft DNA Size Standard 400 obsazeny v kazdém vzorku
umozioval prepaiet elektroforetické rychlosti na délku jednotlivyithgment. Ziskana
data o délkach alel byla zpracovavana pomoci pnogréENALEX, vyhodnocovany
byly poaity alel na lokusNa, praimérny pcaiet alel na lokus v ramci populac&rka
heterozygotnost: heterozygotnost sledewdoaheterozygotnostéekavanae.
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Obrazek 7. Délky alel zobrazené fragmenini analyzou
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5 VYSLEDKY

Nejprve byl testovan annealing prinigoro 8 lokus pri teplotach 55°C a 60°C. U
lokusi Aas 2489 a Aas 304€e ukazala jako optimalni teplota pro annealinger
55°C. Pro zbyvajici lokuspas 776, Aas 790, Aas 1198, Aas 3115, Aas 26A8s
3950byla optimalni teplota 60°C prdipojeni primeti v PCR reakci.

Fragmentani analyzou na automatickém sekvenatoru bylgowdny délky
amplifikovanych alel v jednotlivych lokusech. Ceftkebylo analyzovano 53 jedific
rakaficniho pochazejicich z 6 populactiggmz bylo zkouméano 14 vzark Jarongie
(nadrz), 8 vzork z Boskovic (nadrz), 8 vzotkz LandsStejna (nadrz), 7 vzdrk Kramat
(nadrz), 9 vzorik ze S¥tlohorské (nadrz) a 7 vzoikze Zelenohorského potoka.
Z davodu nizkého p&tu analyzovanych vzotkbyly statisticky vyhodnoceny pomoci
programu GENALEX pouzefit zdkladni parametry a to pet alel na lokus a
pozorovana a &@kavana heterozygotnost a to pro porovnanivegni praci Koiva a
kol. (2008a) popisujici izolaci a zakladni charaktéku téchto mikrosatelitnich
markefi. Pro \&tSi efektivitu fragmentani analyzy byly dva azitprodukty amplifikace
smiseny do multiplexu, @ovani délek multiplexu bylo umo#Zno odliSnym

fluorescekinim zn&enim a tznou délkou alel.

V jednotlivych lokusech bylo v ramci naSich 53 vkbmalezeno od 1 do 13 alel —
jeden z lokug byl monomorfni v ramci vSech analyzovanych vZorkdeterozygotnost
sledovana byla vrozmezi od 0 do 1 a heterozygbtodskdvana se pohybovala
v rozmezi od 0 do 0,847.

Tabulka 2. Patet a délka alel na jednotlivych lokusech w@eskych populaci

Lokus Motiv Na Rozpéti
Aas
3666 (GT)27 ? 209-230
Aas
3040 (TA)20 5 237-245
Aas
3115 (GT)20 5 160-188
Aas
2489 (CA)13 1 223
Aas
790 (GT)15 2 129-150
Aas
1198 (CT)24 5 172-185
Aas
3950 (CT)a2 13 170-196
Aas
766 (GT)29 5 284-292
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(Na: paset alel; Motiv: dinukleotidovy motiv bazi; ro#: rozpsti délky alel )

Patet alel pro lokusAas 3666prozatim nebyl wen, PCR cyklus pro amplifikaci
tohoto lokusu by si zaslouZil dalSi optimalizacdpovysledk fragmentani analyzy na
automatickém sekvenatoru. Na lokusas 2489%byla zjiS€na jedna monomorfni alela
pro vSechny populace o délce 223 bazi. Naopakaeepiel bylo zji&ino na lokustAas
395Q celkem 13 alel o délkach v rozmezi 170 — 196.1Rdiet a délky ostatnich alel
jsou uvedeny v tabulce (viz. tab. 2).

Tabulka 3. Primérny poéet alel na jeden lokus

Pop BOS JAR KRA SH ZH LAN
N 8 14 7 9 7 8
PpNa 3,86 3,43 3,43 2,57 3 2,43

Pop: populace; BOS — Boskovice; JAR — Jathi{RA — Kramata; SH — S¥#lohorska; ZH —
Zelenohorska; LAN — LandStejn; N: et analyzovanych jedific PpNA: pfimérny paset alel na jeden
lokus

Tabulka 4. Geneticka variabilita zkoumanych vzorki populaci raka ¥iéniho na osmi lokusech

Aas Aas Aas Aas Aas Aas Aas Aas

Pop 3666 3040 3115 2489 790 1198 3950 766
BOS | N - 8 8 8 8 8 8 8
Na - 5 2 1 2 5 7 5

Ho - 1 1 0 0,625 0,875 1 1

He - 0,758 0,117 0 0,375 0,609 0,828 0,727
JAR | N - 12 13 14 13 14 7 13
Na - 5 2 1 1 5 7 3

Ho - 1 0,308 0 0,538* 0,929 1 1

He - 0,667 0,074 0 0* 0,26 0,816 0,607
KRA | N - 7 6 7 6 7 7 7
Na - 3 3 1 5 2 7 3

Ho - 1 0,5 0 0,833 1 1 1

He - 0,622 0,292 0 0,611 0,133 0,786 0,602

SH N - 9 9 8 8 8 8 8
Na - 3 2 1 1 1 6 4

Ho - 1 1 0 0,875* 0,25* 1 1

He - 0,611 0,105 0 0* 0* 0,758 0,648

ZH N - 6 6 7 7 7 7 7
Na - 5 2 1 2 1 8 2

Ho - 1 0,833 0 0,143 0,143 1 1

He - 0,694 0,153 0 0,133 0 0,847 0,5
LAN | N - 7 8 8 8 7 6 6
Na - 3 2 1 2 1 6 2

Ho - 1 0,75 0 0,25 1 1 1

He - 0,561 0,469 0 0,117 0 0,75 0,5

N: pcet jedindi; Na: pacet detekovanych alel u daného lokuldo; heterozygotnost sledovartde:
heterozygotnostikavana; BOS — populace Boskovice; JAR — populacadi; KRA — populace
Kramata; SH — populace &lohorskd; ZH — populace Zelenohorska; LAN — popelaandstejnHo* a

He*: genotyp nebyl wen u vSech analyzovanych jedinc
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6 DISKUZE

Pro rakaricniho bylo popsano 8 mikrosatelitnich martkev ptvodni praci Koiva a
kol. (2008a) bylo pomoci neévpopsanych mikrosatelitnich markestudovano 7
populaci rakai¢niho (celkem 172 jediriy. Jednalo se o 3 populace z Estonska, 2 ze
Svédska, 1 z Finska a 1 z Norska¢d®alel na lokus se @dhto populaci pohyboval od
2 do 10. Heterozygotnost sledovana byla vrozmedi @ do 0,80, zatimco

heterozygotnostikavana byla v rozmezi od 0 do 0,72 (Koiv a kdQ&a).

Tabulka 5. 5 Porovnani evropskych populaci (EstonskFinsko, Svédsko,Norsko) podle Koiva a kol.
(2008a) steskymi populacemi

Evropa Evropa CR
Lokus Motiv Na rozpéti Na rozpéti
Aas
3666 (GT)27 3 226-234 ? 209-230
Aas
3040 (TA)20 3 236-240 5 237-245
Aas
3115 (GT)20 4 173-191 5 160-188
Aas
2489 (CA)13 2 224-226 1 223
Aas
790 (GT)15 2 126-130 2 129-150
Aas
1198 (CT)24 4 174-182 5 172-185
Aas
3950 (CT)42 10 164-190 13 170-196
Aas
766 (GT)29 7 206-286 5 284-292

Na: paet alel; Motiv: dinukleotidovy motiv bazi; ro#p: rozpsti délky alel

Na lokusuAas 3666u evropskych populaci byly zj&ty 3 alely v délkovém rozsahu
226 — 234 bp, zatimco u naSich vabpr& populaci nebyl celkovy pet alel uten,
jelikoz podle vysledi fragmentani analyzy by si PCR cyklus pro amplifikaci tohoto
lokusu zaslouZzil dalSi optimalizaci, jak jiz byloninéno vySe. RozliSovaci schopnost
automatického sekvenatoru spmie s velmi malymi rozdily mezi zaznamenanymi
alelami znemoznila fesné weni alel. ZvySeni piu vzorki a snaha o dalSi
optimalizaci PCR amplifikace by vSakém umoznit korektni ufovani alel i v tomto
lokusu. U lokusuAas 3040 byly u evropskych populaci zaznamenany 3 alely
v délkovém rozsahu 236 — 240 bp, kdezto u naSighulpoi u tohoto lokusu bylo
zjisténo 5 alel s rozsahem délek 237 — 245 bp. V dalskusduAas 3115u evropskych
populaci byly zji&tny celkem 4 alely s délkami 173 — 191 bp a u napmpulaci to
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bylo 5 alel s délkami 160 — 188 bp. Pro lokAss 2489%yla u naSi populace zjita
pouze jedna monomorfni alela o délce 223 bp, zatimevropskych populaci byly
zjistény alely 2 s délkami 224 — 226 bp na tomto lokusulalSiho lokusias 790byly
Zjistény u obou populaci 2 alely, avSak rozsah délekwattropskych byl 126 — 130 bp
a v rdmci naSeho testovani byly zaznamenany atdbkdl29 — 150 bp. Na loku#\as
1198 byly zjistny 4 alely s délkami 174 — 182 bp u evropskych pegua v ramci
naseho testovani bylo zjéio 5 alel s délkami 172 — 185 bp. Lokbas 3950se ukazal
jako velice polymorfni pro abpopulace. U evropskédnl0 alel s délkami 164 — 190
bp a u naSich populaci bylo 13 alel s délkami 17196 bp. Osmy loku&as 766byl
také velmi polymorfni, u evropskych populacélni alel s délkami 206 — 286 bp a u
nasich populaci zde bylo 5 alel s délkami 284 — B@2 V populaci rak ungle
odchovanych v rybnice u Jaréfa byla sledovana podobna heterozygotnost jako u
populace rak fi¢nich jako v Boskovické nadrzi. V p alel na lokus se liSi pouze ve
dvou gipadech. Na lokusAas 790ma boskovicka populace 2 alely, kdezto v populaci
jarongfické byla nalezena pouze 1lézhito alel. Na lokustAas 766ma boskovicka
populace 5 alel a populace z Jatenalely 2. Na ostatnich lokusech jec¢eb alel

shodny. Rvod Jaronsiické populace je zifrodni lokality, kter4 ovSem neni znama.

Podle pé¢tu alel v jednotlivych lokusech se vyrazlhiSily populace Zelenohorska a
populace z Kramat. Ret zjiS€nych alel na lokus se vyraziisil v péti lokusech ze
sedmi. Ritom raci navzorkovani v Zelenohorském potoce kdichyceni v nadrzi
Kramata. Rozdily mohly byt figobeny velmi malym pitem analyzovanych vzoik

nebo samotnym vzorkovanim.

NejvétSi variabilitu ukazala moravska populace na Bogl@ nadrzi, ptmérny
pocet alel na lokus 3,86, poté sevéska populace z Jarere 3,43 alel na lokus.
Zelenohorska populace 3 alely na lokus &tlisthorska populace 2,57 alel na lokus.

Nejnizsi paimérny paiet alel na lokus #a populace z LandStejna 2,43.

Na zaklad zjisttnych dat nizeme obech porovnavat stupe variability mezi
jednotlivymi populacemi, které jsme zkoumali, aviakkovy p@et analyzovanych
jedinal je nedostatay pro statisticky robustni analyzu dat. Cilem prdo budoucna
bude analyzovat vice jediinz téchto populaci a také zkoumat videmych populaci,
ar’ uz girodnich¢i vysazenych nebo ute chovanych. Déle se znovu z&ihna dalSi
optimalizaci podminek PCR amplifikace ékterych lokus.
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Zjisténim genetické variability jednotlivych populaci OR miZeme vyvodit
konkrétni ochran&ky management pro rak&niho. V Ceské republice byl nedavno
proveden rozsahly monitoringipodnich a nejovodnich druld raki. Bylo zjiS€no, Ze
rak fiéni se vyskytuje na mnoha lokalitach, bohuZzel pogijaou ¥tSinou zbytkového
charakteru. Zajmem édci a ochranéi je znovu posilit tyto slabé populace a
introdukovat fivodni druhy rak na lokality, které tive byly raky obyvany. Jak uvadi
Souty — Grosset a Reynolds (2009), radieni pro repatriaci a introdukci by én
ptivodem pochazet ze stejnych nebo sousednich powadiovska populace, tj. ta, ze
které by ndli byt raci odebrani a vysazeni, musi byt dostatevelka, aby ji odér raki
nijak neublizil. Odebrano by neto byt vice jak 10% populace. Vysazovani raci musi
pochazet z lokalit bez potvrzeného vyskytdilma moru. Genetické analyzy populaci
nam mohou v tomto ohledu dat velice uaité informace, které feme zardit praw
pii reintrodukci rak. Studiem vysazenych rala jejich no¥ vzniklych populaci se vice
dozvime o posunu genetické variability a to namkpime dalSi nezbyth dalezité
informace pro dalSi kroky v ochrarpivodnich druld raki. Zakladani tzv. arch pro
udrZeni genetické variability a konzervaci jedngith populaci je dalSimutezitym

krokem v ochraéraki.

DalSi moznosti odkud brat raky,cené pro vysazovani, jsou dl@ chovy a s tim
roste i hospoddky vyznam chovu rak Raci ungle odchovavani zacélem vysazovani
by taktéz nili pochazet ze stejnych populaci nebo z populacisesdnich povodi
s ohledem na jejich genetickyayod. Chov rak za &elem repatriace jeuteZitou
soutasti jeho ochrany. Pro chovatele je mnohdy vykidiprodukovat raky zacglem
reintrodukce. Ve skandinavskych zemich jdedité pokryti poptavky po racich na
domacim trhu, to umaaiji praw umelé odchovy. Ve sedni a zapadni Evrépmaji
odchovy a vysazovanitr@devSim ochraitgky vyznam, protoZe raci jsoualdzitou
souasti potravnihaetzce. Rozsahlé reintrodukce z&ené na rakyicni probihaly
v poslednich letech napv Polsku (Smietana a kol., 2004), Rakousku (Siflireder,
2004), Francii (Laurent a kol., 1993) a Norsku (dlaal, 2004a,b). Taugbgl a Pay
(2004) uvedli, Ze vysazovani rfakniuze byt vhodné vifpadech recentnzaniklé
populace, fi zajmu roz&ieni pivodnich drul raki na lokality, kde byly historicky
potvrzeny jejich vyskyty a f¥e byt vhodné pro vyt¥eni novych nebo izolovanych
populaci k ochrah a konzervaci genetické diverzity (Kozék a kol. 09D V Ceské

republice vysazovani rékprovadi pouze dkolik subjekti a to ¥tSinou pouze pro
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ziskani ¥deckych poznatk (VURH JU) nebo zadelem vzdlavani mladeze (aktivity
CSOP). Ostatni aktivity ohledrrakii jsou v sodasné dob spise tlumeny. Naproti tomu
chovem rakdic¢niho se v Evrop zabyva 13 zemi (Kozak a kol., 2009). Do budouena j
vSak teba se zatitit na management chds ohledem na udrZeni genetické variability.
Prozatim neni absolutnasné, jaky minimalni get gener&nich raki je nutny pro
udrZeni genetické variability v chovu, jaky vyznatikladat tzv. os¥Zeni krve v chovu

a jaky paet jedind je nutny pro zaloZeni nové populace traka lokalit. Cilem
pokratovani dalSi naSi prace byélm byt otestovani &Siho pdétu jedindi z vySe
zmirgnych lokalit v rimciCR a dale analyzovat populace dlevysazované se znamou

historii pivodni zdrojové populace a §a vysazenych jediric
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7 ZAVER

Tato prace se zabyvala molekularnimi metodami,ékjsou vyuzitelné ip studiu
popula&ni genetiky rak a rekteré z nich byly otfeny a pouzity v praxi. Prace
vychazela z objevu prvnich 8 mikrosatelitnich lakusrakati¢cniho. Cilem bylo ogfit
tyto mikrosatelity v nasi laboraiona rekolika vybranych populacich. @kenim
funkénosti a pouzitelnosti publikovanych mikrosatelitnimarketi pro rakatri¢niho
jsme tak dosahli optimalizace této metodiky. Nyai mozné pomoci této metody
produkovat rozsahla data, kterd ndm budou &rfdteri zkoumani struktury populaci a

nebo i ochrarg raki a jejich zgtnému navraceni daipody.
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9 PRILOHY

Tabulka 1. Patet analyzovanych alel na mikrosatelitnich lokuseckkoumanych populaci
Pop BOS JAR KRA SH ZH LAN
N 8 14 7 9 7 8
Aas ) ) ) ) ) )
3666
Aas
3040 5 5 3 3 5 3
Aas
3115 2 2 3 2 2 2
Aas
2489 1 1 1 1 1 1
Aas 790 2 1 5 1 2 2
Aas
1198 5 5 2 1 1 1
Aas
3950 7 7 7 6 8 6
Aas 766 5 3 3 4 2 2

BOS — populace Boskovice; JAR — populace JafpKRA — populace Kramata; SH — populace
Swtlohorska; ZH — populace Zelenohorskd; LAN — popelaandStejn N — getz analyzovanych
jedinai; Aas 3666 — Aas 766...mikrosastelitni lokusy rexyth byl utovan pdet alel

Tabulka 2. Zpracovany dataset ze sekvenatoru

Aas3115 Aas3950 Aas1198 Aas776

vz Pop.

al BOS | 129 | 150 | 171 | 173 | 239 | 243 | 186 | 193 183 | 185 | 223 | 223 | 284 | 290
a3 BOS | 129 | 150 | 171 | 173 | 237 | 239 | 186 | 191 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
a4 BOS | 129 | 150 | 171 ] 173) 239 | 241 | 182 | 193 183 | 185] 223 | 223 | 284 | 290
a5 BOS | 129 0 171 | 173 | 243 | 243 | 186 | 192 178 | 185 | 223 | 223 | 288 | 292
a6 BOS | 129 | 150 | 173 | 188 | 241 | 245| 184 | 192 185 | 189 | 223 | 223 | 288 | 290
a7 BOS | 129 | 129 | 171 | 173 | 239 | 241 | 178 | 182 183 | 185 | 223 | 223 | 284 | 290
a8 BOS | 129 | 129 | 171 | 173 ] 241 | 243| 180 | 190 185 | 187 | 223 | 223 | 288 | 290
a9 BOS | 129 | 129 | 171 | 173 | 237 | 239 | 184 | 190 183 | 185 | 223 | 223 | 284 | 286
j10 JAR | 129 0 171 | 173 | 239 | 241 0 0 172 | 185 | 223 | 223 | 284 | 290
j11 JAR | 129 | 129 | 173 | 173 | 239 | 245 0 0 183 | 185| 223 | 223 | 284 | 290
j13 JAR | 129 | 129 173 | 173 | 241 | 243 | 189 | 192 183 | 185 | 223 | 223 | 284 | 290
j14 JAR | 129 | 129 | 171 | 173 | 239 | 241 0 0 185 | 193 | 223 | 223 | 288 | 290
j15 JAR | 129 | 129 171 | 173 | 239 | 241 | 172 | 178 183 | 185)] 223 | 223 | 289 | 290
j1 JAR | 129 | 129 171 | 173 | 241 | 243 | 191 | 197 183 | 185 | 223 | 223 | 284 | 290
j2 JAR | 129 | 129 | 171 | 173 | 239 | 241 | 180 | 199 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
i3 JAR | 129 | 129 | 173 | 180 | 239 | 241 | 189 | 193 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
4 JAR | 129 | 129 173 | 173 | 239 | 243| 185 | 193 183 | 185| 223 | 223 | 288 | 290
i5 JAR | 129 | 129 171 | 173 | 239 | 241 | 189 | 193 183 | 185| 223 | 223 | 288 | 290
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6 JAR | 129 | 129 | 173 | 173 | 239 | 241 0 0 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290
i7 JAR 0 0 0 0 0 0 184 | 191 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
i8 JAR | 129 | 129 | 173 | 173 | 237 | 239 0 0 179 | 185 | 223 | 223 | 272 | 290
i9 JAR | 129 | 129 173 | 173 | 243 | 256 | 180 0 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
k2 KRA | 150 | 150 | 173 | 175| 239 | 241 | 176 | 185 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
k4 KRA 0 0 173 | 173 | 239 | 243 | 184 | 186 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
k5 KRA | 129 | 150 | 171 | 173 | 239 | 241 | 182 | 186 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
k6 KRA | 136 | 150| 159 | 173 | 239 | 243 | 178 | 182 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290
k7 KRA | 146 | 175| 173 | 173 | 239 | 241 | 182 | 195 183 | 185 | 223 | 223 | 286 | 290
k8 KRA | 129 | 150 | 171 | 173 | 239 | 243 | 181 | 183 183 | 185 | 223 | 223 | 286 | 290
k9 KRA | 150 | 150| 173 | 175| 239 | 243 | 182 | 184 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
s10 SH 150 | 150 | 160 | 173 | 239 | 241 | 180 | 184 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
sl SH 150 | 150 | 171 | 173 | 239 | 241 | 183 | 192 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 292
s2 SH 150 | 150 171 | 173 237 | 239| 179 | 183 183 | 185 223 | 223 | 290 | 292
s4 SH 150 | 150 | 171 | 173 | 239 | 241 | 79 88 183 | 185 | 223 | 223 | 286 | 290
s5 SH 150 | 150 | 171 | 173 | 237 | 239 | 179 | 185 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
s6 SH 150 | 150 | 171 | 173 | 237 | 239 | 182 | 184 112 | 117 190 | 190 | 270 | 274
s7 SH 150 | 150 171 | 173 237 | 239| 178 | 191 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290
s8 SH 0 0 171 | 173 | 237 | 239 | 178 | 185 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
s9 SH 150 | 150 | 171 | 173 | 237 | 239 | 184 | 190 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
z1 ZH 129 | 150 | 171 | 173 0 0 187 | 196 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290
z2 ZH 150 | 150 0 0 241 | 243 | 179 | 183 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
z3 ZH 150 | 150 | 171 | 173 | 239 | 243 | 179 | 187 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
z4 ZH 150 | 150 | 171 | 173 | 237 | 239 | 177 | 183 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
z5 ZH 150 | 150 | 171 | 173 | 239 | 243 | 183 | 187 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290
z6 ZH 150 | 150 | 171 | 173 | 239 | 243 | 181 | 187 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
z7 ZH 150 | 150 | 171 | 173 | 240 | 246 | 176 | 184 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
11 LAN | 129 | 129 | 186 | 188 0 0 191 | 197 183 | 185 223 | 223 | 291 | 295
12 LAN | 129 | 150 | 188 | 188 | 237 | 239 | 186 | 195 283 | 285| 323 | 323 | 389 | 391
16 LAN | 129 | 129 | 173 | 173 | 239 | 241 | 191 | 193 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
111 LAN | 129 | 129 | 171 | 173 | 239 | 241 | 191 | 193 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
110 LAN | 129 | 129| 186 | 188 | 239 | 241 | 180 | 191 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290
122 LAN | 129 | 129 | 173 | 188 | 239 | 241 | 281 | 284 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
123 LAN | 129 | 129 | 173 | 188 | 239 | 241 | 193 | 199 183 | 185 | 223 | 223 | 288 | 290
126 LAN | 129 | 129 ] 186 | 188 | 239 | 241 | 191 | 195 183 | 185 223 | 223 | 288 | 290

vz: vzorek; Pop: populace; Aas 790 — Aas 776: nsiitelitni lokusy;. Zde jsou uvedeny délky

jednotlivych alel v pétu bazi. Kde jsou zapsany nuly, tam jsme blize diedeélku alely.
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ABSTRAKT

Moznosti vyuziti molekularnich metod pro studium pgulaéni genetiky
raka Fiéniho Astacus astacus

Rak fi¢cni (Astacus astacl)ge jeden ze dvoutwodnich druld raka Zijicich u nas,
ktefi jsou na celém naSem Uzentispe chrargni, protoZe jsou ozrigni za Kriticky
ohrozeny druh. V Evrap je to jeden z @i piavodnich drul raki, zaznamenan
organizaci IUCN jako ohrozeny druh, ktery imituje ochranny management. Jeho
populace byly rapidhsnizeny kuli racimu moru, ktery genaseji nejpprodni druhy rak
ze Severni Ameriky, kté byli v minulosti zavléeni do Evropy a posléze i doeské
republiky. V minulosti byly izolovany a popsany mokatelitni markery pro raka
ficniho (Koiv a kol., 2008a). V ramci této prace byestovano pouziticthto osmi
mikrosatelitnich markér na vzorcich ziskanych ceskych populaci raka&i¢niho.
Testovani jsme provedli na 53 vzorcichtrade Sesti populaci. Testovani vzirylo
provedeno izolaci DNA z tké&ntieti kr&ivé kontetiny pomoci DNA Lego Kitu.
Naslednym ovienim izolatu DNA elektroforézou na agarézovém gélestovani
teplotniho cyklu PCR amplifikace vychazeloipdni publikace Koiva a kol. (2008a),
nasledg byl PCR cyklus upravovan podle kvality PCR produkiskanych v nasi
laboratd@i. Jako nejvyhod¥jSi byla zvolena teplota annealing priine80°C pro Sest
testovanych lokustj. Aas 3666, Aas 3115, Aas 790, Aas 1198, AaD3®RAas 766,
pro dalSi dva lokusy Aas 2489 a Aas 3040 byla zwléeplota annealingu 55°C.
Vysledné produkty PCR byly testovdny na agarézov@elu a nasledn byly
fragmenté&ni analyzou na automatickém sekvenatoru Beckmanlt€€o€CEQ8000

uré¢ovany délky PCR produktv multiplexech sloZzenych zkolika lokug.

V jednotlivych lokusech bylo v ramci naSich 53 vabmalezeno od 1 do 13 alel —
jeden zlokug byl monomorfni vramci vSech analyzovanych viorkNejwtsi
variabilitu ukdzala moravska populace na Boskovickérzi, pimérny paiet alel na
lokus 3,86, poté sevareska populace z Jarere 3,43 alel na lokus. Zelenohorska
populace 3 alely na lokus a &whorskd populace 2,57 alel na lokus. NejnizsSi

pramérny paiet alel na lokus #la populace z LandsStejna 2,43.

Cilem této bakak&ské prace bylo vypracovat literarni reSerSi o méthdmolekularni

biologie vyuZivanych # studiu raki a zarové owfit moznost vyuziti 8 dosud
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popsanych mikrosatelitnich markepro rakaii¢niho. V laboratornich podminkach se
poddilo UspSré optimalizovat pouziti sedmi mikrosatelitnich maitkez osmi
popsanych. Tyto mikrosatelitni markery bylgnbyt pouzitelné pro popuai studie, a
nebo pro ufovani rodéovstvi (otcovstvi) v reprodukich experimentech. V ramci
ovérovani pouzitelnosti mikrosatelitnich markebyly vyhodnocovany i &které
zakladni popukni charakteristiky, optimalizace a testovani paidisti
mikrosatelitnich markérvsak bylo provaého jen na velmi nizkém gtu vzorki, proto

tyto charakteristiky maji pouze velmi omezenou wjigaci schopnost.

Kli ¢ova slova: mikrosatelit, alela, primer, PCR, fragmetita analyza, management

ochrany
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ABSTRACT

Possibility of utilization of molecular methods festudy of population
genetics of noble crayfishstacus astacus

The noble crayfishAstacus astac)ss one of two native species of crayfish livimg i
this country who are all over our country strigbipptecte, because they are identified as
critically endangered species. In Europe it is ofidive native species of crayfish,
reported by IUCN as an endangered species thatsngedection management. Its
population was dramatically reduced due to crayfildgues, which carry non-native
crayfish species from North America, who were idtrced in the past in Europe and
later to the Czech Republic. In the past, have lim@ated and described microsatellite
markers for crayfish (Koiv et al., 2008a). As pafrthis work was tested using the eight
microsatellite markers on samples obtained from dhech population of crayfish.
Testing was performed on 53 samples from six pajusa of crayfish. Test samples
were subjected to isolation of DNA from tissuesttté third walking legs using DNA
Lego Kit. Then test isolate DNA electrophoresisagiarose gel. Testing the temperature
cycle of PCR amplification based on the originablpation Koiv et al., (2008a),
followed by PCR cycles were adjusted according e guality of PCR products
obtained in our laboratory. Primer annealing terapge 60°C was chosen as the best
for six tested loci i.e. Aas 3666, Aas 3115, AaB,7®as 1198, Aas 3950 and Aas 766,
for two other loci Aas 2489 and Aas 3040 was chd&&1€ annealing temperature. The
resulting PCR products were tested on agarosengesabsequently fragment analysis
on an automatic sequencer Beckman Coulter CEQ88tmining the lenght of PCR

products in multiplex consisting of several loci.

In the individual loci were in our 53 samples founaim 1 to 13 alleles — one of the
loci was monomorphic in all samples analyzed. Theravian population in the
Boskovice tank showed the greatest variability, alierage number of alleles per locus
3.86, then the north bohemian population from J&to®43 alleles per locus.
Zelenohorska population of 3 alleles at a locus Sm&tlohorsk& population of 2.57
alleles per locus. The lowest average number efeallper locus had a population from
LandStejn 2.43.
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The aim of this bachelor thesis was to developeadiure search of methods use in
molecular biology studies of crayfish and also datle the use of eight microsatellite
markers have described for the noble crayfishabhwotatory conditions were succesfully
optimized using seven microsatellite markers frohe teight described. These
microsatellite markers should be used for popotatstudies, or for determining
parentage (paternity) in breeding experiments. Jdrdication of the applicability of
microsatellite markers have been evaluate and $ongamental characteristics of the
population, usability testing and optimization oicrosatellite markers, however, was
done only on a very small number of samples, becthese characteristics have only a

very limited explanatory power.

Key words. microsatellite, allele, primer, PCR, fragment asa@y protection

management
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