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Abstrakt

Stfedni Evropa na sever od Alp byla kolonizovana jednou z balkanskych haplotypovych
linii raka kamenace Austropotamobius torrentium po konci posledni doby ledové. V povodi
Dunaje a Ryna je rak kamena¢ povazovan za plvodni druh. Plvod populaci v povodi Labe
je stale diskutovan, fada recentnich evropskych praci zabyvajicich se rozsifenim raka udava
raka kamenace v povodi Labe jako nepuvodni druh.

Hlavnim cilem mé prace bylo zhodnotit otazku puvodu raka kamenace v povodi Labe
pomoci popisu rozloZzeni genetické variability, kterd dosud nebyla v povodi Labe u raka
kamenace studovana. K tomuto acelu byl pouzit 617 pard bazi dlouhy uUsek
mitochondridlniho genu malé podjednotky | cytochrom ¢ oxidazy. Variabilita tohoto markeru
je u populaci na sever od Alp sniZzenda, coz souhlasi s pfedpokladem rychlé kolonizace po
skon&eni posledni doby ledové. Nalezena haplotypova diverzita je nicméné dostate¢na pro
zodpovézeni dané otazky. Mezi 22 populacemi z povodi Labe byl nalezen jeden dominantni
a tfi vzacné haplotypy. Jedinci z izolovaného Luéniho potoka v Podkrkono$i maji haplotyp,
ktery byl dosud nalezen jen ve stfednim Slovinsku, a tato populace je pravdépodobné
introdukovana. Krom toho byly nalezeny dva vzacné haplotypy z nichz jeden se vyskytuje
kromé povodi Labe také v jiznim Némecku a druhy je pro povodi Labe unikatni. PocCet a
rozlozeni vzacnych haplotypl v povodi Labe je velmi podobny jako v ¢astech povodi Dunaje
a Ryna na sever od Alp, coz podporuje pfedpoklad pfirozeného puavodu vétSiny populaci raka
kamenace v povodi Labe. NejpravdépodobnéjSim scénafem osidleni povodi Labe je
prekonani rozvodi Labe a Dunaje v Ceském lese a nasledna kolonizace povodi Labe stejnou
kolonizac¢ni vinou, ktera osidlila celou ¢ast arealu na sever od Alp.

Z duvodu zjisténé malé variability studovaného Useku genu COIl jsem se v druhé ¢asti své
prace pokusil zvysit rozliSeni dat, ktera by ale zarover méla byt srovnatelna se starsimi udaji.
Proto jsem se pokusil nalézt protokol umoznujici amplifikovat a osekvenovat vyrazné delSi
usek studovaného genu (COI). Kombinace primer( pouzité pro tento gen v jinych pracich
zaméfenych na raky se nicméné neukdazaly jako vhodné, amplifikovaly jaderné pseudogeny
mitochondrialniho genu COI. Pro budouci prace studujici genetickou diverzitu raka severni

Casti arealu raka kamenace by mély byt pouzity variabilnéjsi markery, napfiklad mikrosatelity.

Klicova slova: Austropotamobius torrentium, COI, haplotyp, geneticka diverzita,

pseudogen, povodi Labe.



Abstract

Central Europe north of the Alps was colonized by one of the Balkan haplotype lineage of
stone crayfish Austropotamobius torrentium after the end of the last ice age. Stone crayfish is
considered a native species in the basins of the Danube and the Rhine. The origin of
populations from the Elbe basin is still debated. Most of recent European studies dealing with
the crayfish distribution indicate the stone crayfish in Elbe basin as non-indigenous species.

The main aim of my work was to evaluate the question of the origin of stone crayfish in the
Elbe catchment by describing the distribution of genetic variability, which has not been yet
studied in the Elbe river basin for this species. | have used 617 base pairs long section of
mitochondrial gene for small subunit | of cytochrome ¢ oxidase (COIl). The variability of this
marker is reduced in area on the north of Alps, which agrees with assumption of rapid
colonization after the end of last ice age. Observed haplotype diversity is nevertheless
sufficient to suggest the most likely scenario. Among 22 populations from Elbe basin, one
dominant and three rare haplotypes were found. Individuals from the isolated Luéni creek
close to the KrkonoSe (Giant Mountains) region have a haplotype that has so far been found
only in central Slovenia, and this population has most likely been introduced by humans. Of
the two rare haplotypes, one occurs also in southern Germany and the other is unique for the
Elbe basin. Number and distribution of rare haplotypes in the Elbe basin is very similar as in
parts of the Danube and Rhine north of Alps, which supports the assumption of the natural
origin of most stone crayfish populations in the Elbe basin. The most likely scenario of
colonization of Elbe basin is overcoming the water divide of the Elbe and Danube in the
northen part of the Bohemian Forrest, and subsequent colonization of the Elbe basin by the
same colonization wave that colonized the whole area north of the Alps.

In the second part of my thesis, | attempted to increase resolution of the dataset, while
retaining a direct comparability with previous data. Therefore, | tried to optimize a protocol
that would allow amplification and sequencing of a substantially extended section of the COI
gene. Primers that have been used in other studies in case of stone crayfish apparently
anneal to the sequence of different gene, which is the reason why | obtained only COl-like
sequences. They are most likely nuclear pseudogenes of the mitochondrial COI gene and
they are thus unusable for my study. Future studies of stone crayfish genetic diversity in the

north of Alps should use more variable markers, such as microsatellites.

Key words: Austropotamobius torrentium, COIl, haplotype diverzity, pseudogene,

Elbe catchment.
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1 Uvod

Raci jsou nejvétSi mobilni sladkovodni bezobratli. Jiz dlouhodobé budi zajem lidi,
napfiklad v Evropé byli jiz od stfedovéku pfenaseni a vysazovani jakozto oblibeny druh jidla
(Holdich a kol 2009a). V Evropé a Severni Americe jsou jiz dlouho oblibenym modelovymi
druhy anatomu a fyziologu a v poslednich desetiletich se stavaji sttedem zajmu molekularni
biologie. V poslednich letech je k nim upfena vétSi védecka pozornost z dlvodu jejich
ohrozeni (Holdich 2002a). V Evropé se vyskytuje jen pét az Sest puvodnich ra€ich druhd
patficich do Celedi Astacidae (Holdich a kol. 2009b), coz je velmi maly podil z celkového
poctu pfiblizné 600 racich druhd (Crandall a Buhay 2008). Evropské raci druhy jsou v
soucasnosti ohrozené zejména v dusledku vysazovani a Sifeni nepuvodnich racich druh(
a zménami habitatd zpusobenymi lidmi (Holdich a kol. 2009b). Nejnebezpelnéjsi invazni
druhy raku pochazi ze severni Ameriky (Filipova a kol. 2009). Tito raci jsou pfena$eci raciho
moru, coz je choroba smrtelna pro jiné druhy rak( (Kozubikova a kol. 2009). Raci jsou ¢asto
klicové druhy ekosystému (Holdich a kol. 2002a) a jejich ztrata nebo nahrazeni neplvodnimi

druhy Casto vede ke zmé&nam vodnich ekosystémU (Gherardi 2010, Strayer 2010).

Pro planovani ochrany ra€ich druhl je nezbytné znat jejich genetickou variabilitu, ktera
odpovida historii konkrétni skupiny populaci a mize zahrnovat i specifické adaptace na
lokalni podminky prostfedi (Bermingham a Moritz 1998). Vhodné metody pro vyhodnoceni
udaju o genetické diverzité poskytuje fylogeografie. Fylogeografie je védni obor, ktery studuje
geografické rozloZzeni genealogickych linii ajeho historické pFiCiny (Avise 2000). Jako
ochranarské jednotky by mély byt chapany skupiny populaci se spole€nou historii majici

unikatni genetickou variabilitu (Moritz 1994).

Poskytovani podkladli pro ochranafsky management je pouze druhotny vystup
fylogeografie. Primarnim cilem fylogeografie je studium faktort podilejicich se na sou¢asném
rozlozeni genetické diverzity na vnitrodruhové urovni. Srovnani fylogeografie vice druhu
muze vést k pochopeni pfi¢in sou¢asného rozlozeni biodiverzity. Pfikladem muze byt studie
srovnavajici fylogeografii ryb Bernatcheze a Wilsona (1988). RozSifeni genealogickych linii
souvisi s historickym zvétSovanim a zmensovanim areall a izolaci populaci. ZvétSovani
aredlu zavisi na disperznich schopnostech druhu, které predurcuji jak efektivné se dokaze
Sifit a jaké typy bariér dokazi jeho Sifeni zastavit. Ekologické naroky druhu pak urcuji, zda se
dokaze na nové osidlené lokalité udrzet. Fylogeografie druhu sama o sobé mize naznacovat
jeho historii. Napfiklad vétSi geneticka variabilita mize znamenat dlouhodobou pfitomnost
druhu a dobré propojeni populaci. Oproti tomu vyskyt skupiny vice divergentnich linii v jedné

oblasti muze znamenat dlouhodoby vyskyt v nespojitétm arealu. Mala variabilita muaze



odpovidat nedavné kolonizaci nebo vyraznému poklesu pocetnosti lokalnich populaci nebo
vysazeni lidmi. Ke spravné interpretaci rozlozeni genetické diverzity je zapotfebi porovnani
s historickymi daty o vyvoji oblasti, napfiklad paleoklimatologickymi nebo orografickymi
(Bermigham a Moritz 1998).

Fylogeografie sladkovodnich zivodich(l jako jsou raci, je specificka tim, ze vodni prostfedi
je pfirozené fragmentované a ze existuji pfirozené bariéry Sifeni a zaroven jasné migracni
koridory v ramci povodi. U sladkovodnich zivocich(, ktefi nejsou bézné schopni pfekonavat
bariéru souSe oddélujici povodi Ize pfedpokladat, ze jejich fylogeografie bude odpovidat
historickym zménam v propojenosti a obyvatelnosti vodnich habitatl (napfiklad Siegismund
a Muller 1991, Zaccara a kol. 2005).

K vyraznym zménam v obyvatelnosti a propojenosti povodi doSlo na severni polokouli
v pribéhu pleistocénnich dob ledovych. V pribéhu poslednich 700 tisic se zintenzivnila série
zalednéni z nichz kazdé trvalo zhruba 100000 let, a které byly oddéleny kratSimi teplejSimi
obdobimi interglacialt. S témito cykly klimatickych zmén souvisel periodicky Ustup vétSiny
druht do refugii v chladnych obdobich a rychla rekolonizace severnich ¢&asti Evropy
v obdobich interglacialG. Tradi¢nimi refugialni oblasti, kde druhy pfezivali obdobi zalednéni
se v Evropé nalézaji na jiznich poloostrovech, s ¢imz u mnoha druht souvisi vy$si geneticka
variabilita na jihu Evropy. Dusledkem rychlé rekolonizace po skonceni posledni doby ledové
je snizeni genetické variability na sever od Alp. Disledkem pfezivani ledovych dob v riznych
refugiich je také vznik vnitrodruhovych linii, které se znovu setkaly az po posledni dobé
ledové. Linie riznych druhd, které prezili chladna obdobi ve spole¢nych refugiich se mohly
Sifit spoleénymi kolonizaénimi cestami. Vliv ledovych dob Casto ztéZuje odhaleni pfFicin
rozdeéleni starSich linii (obvykle druhovych) napfiklad v pribéhu klimatickych a orografickych

zmén v Evropé v prubéhu tretihor (Hewitt 1996, Taberlet a kol. 1998).

K vysvétleni fylogeografie celé fady evropskych taxonl bylo tfeba patrat i po jinych nez
klasickych refugiich (Provan a Bennet 2008). O netradi¢nich refugii u sladkovodnich
zivocCichu pisi napfiklad Verovnik a kol. (2005), Gouin a kol. (2006), Vainio a Vainiéla (2003)
a Englbrecht a kol. (2000).

Fylogeografické metody jsou také vhodné pfi feSeni otazky plvodnosti nékterych druhl
v oblastech, kde je nejasné zda jde o druh plGvodni. Ukazkovym pfikladem muze byt série
¢lankd diskutujicich ptvod Spanélsych populaci raka bélonohého, kdy prvni studie s malym
poctem vzorkd doSly k zavéru, Ze jde pro tento poloostrov o druh neplvodni (Grandjean a
kol. 2001, Trontelj a kol. 2005), zatimco novéjsi studie genetické variability presvédcivé

potvrdily, Ze jde o druh puavodni (Beroiz a kol 2008, Diéguez-Uribeondo a kol. 2008, Pedraza-
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Lara a kol. 2010). Ve své praci se snazim zjistit zda Ize pomoci studia genetické diverzity
potvrdit nebo vyvratit pfedpoklad, ze je rak kamenac plvodnim druhem povodi Labe. Povodi
Labe pfedstavuje izolovany severozapadni okraj aredlu raka kamenace a vétdina
soucCasnych praci (napf. Holdich a kol. 2009b) stale opakuje pfedpoklad Machina a Flredera

(2005) a Machina a Holdicha (2006), Ze je rak kamenac v povodi Labe neptvodnim druhem.

1.1 Molekularni markery vyuzivané ke studiu genetiky raku
V soucasnosti existuje velké mnozstvi markeru, které Ize pouzit pfi studiu genetiky raku.
Dale vSak popisuji jen zavedené metody, které byly u rakll Uspésné pouzity a nékteré mozné

nové metody.

NejpouzivanéjSim markerem ve studiu fylogeografie zivoCichl je mitochondrialni DNA
(mtDNA). Mitochondrialni markery jsou nejpouzivanéjSi na zakladé obecnych vlastnosti
mtDNA. Mitochondrialni DNA je pfitomna u vSech zZivocichl a je dostate¢né konzervativni,
aby bylo mozné pouzit stejné metody u rliznych druhu, sou¢asné mutuje dostateéné rychle,
aby umoznila studium vnitrodruhové variability. Mitochondrialni DNA je u vétSiny zivocichu
dédéna pouze po matce a kazdy gen byva u jednoho jedince pfitomen obvykle jen v jedné
varianté (Petrusek a kol. 2013). Pro vétSinu obecnych pfedpokladd o mitochondrialni DNA
byly nalezeny u rGznych druh( vyjimky a probiha diskuze otom na kolik je vhodné tyto
markery vyuZivat jako pro studium fylogeografie. Diskuzi o vhodnosti mitochondrialni DNA

pro molekularni studie shrnuje Galtier a kol. (2009).

Variabilita mtDNA mlze byt zkoumana pomoci délkového polymorfismu restrikénich
fragment (RFLP). Metoda RFLP spociva v izolaci mtDNA a nasledném §tépenim pomoci
restrikénich enzymu. Pocet i délka vznikajicich restrikénich fragmentl je specificka pro
daného jedince. Identifikace a analyza produktl Stépeni se provadi pomoci gelové
elektroforézy. Metoda RFLP byla pouzita napfiklad pro popis genetické variability raka
bélonohého v anglickych populacich (Grandjean a kol.1997). Tato metoda ovSem neni pfi

studiu ohrozenych racich druhl zcela vhodna, protoze vyZzaduje usmrceni jedince.

DalSimi mitochondrialnimi markery jsou uUseky sekvenci mitochondrialnich geng.
Sekvence Casti genu Ize ziskat velmi snadno i z malého mnozstvi tkané a zkoumané jedince
neni tfeba zabijet. NejpouzivanéjSimi mitochondrialnimi markery u rakl jsou mitochondrialni
geny pro COI, a geny umisténé na malé a velké ribozomalni podjednotce (12S a 16S rRNA
geny). Z téchto genu je obecné povazovan za nejvariabilnéjsi gen COIl. Ve studii Trontelja a
kol. (2005) se gen COIl ukazal jako variabilngjSi a vhodnégjSi pro popis fylogeneze a

fylogeografie rodu Austropotamobius nez gen 16S. Gen COIl se také ukazal vhodnéjSim nez



12S rRNA gen pfi ur€eni druhové pfisluSnosti raka mramorovaného jako partenogenetické
fromy raka Procambarus fallax (Martin a kol. 2010). VétSi variabilitu a informativnost nez 12S
a 16S rRNA geny mél gen COl i ve studii fylogeneze nékolika druhu krevet (Baeza a Fuentes
2013). Gen COI se pouziva i jako hlavni marker barcodingu, coz je metoda ur€eni druhu
podle kratké sekvence genu (Hebert a kol. 2003). U raku je barcoding uzite€ny napfiklad pfi
uréovani druht z Celedi Cambaridae, u kterych Ize podle morfologickych znak( urcit do
druhu pouze samce v pohlavné aktivni fromé (Kozak a kol. 2013). Pomoci sekvence genu
COl byla dale popsana napfiklad fylogeografie raka fi¢niho (Schrimpf a kol. 2011). 16S gen
byl pouzit napfiklad pro fylogeografickou studii raka bélonohého a novy navrh jeho
taxonomie (Grandjean a kol. 2002, Fratini a kol. 2005). 12S gen byl pouZit jako jeden

z markeru ve studii hodnotici fylogenezi vSech rakud (Sinclair a kol. 2004).

Vzhledem ke své matefské dédicnosti je ale mitochondrialni DNA nevhodnym markerem
pro vyhodnoceni genového toku nebo reprodukénich bariér mezi druhy. Mitochondrialni DNA
je také nevhodna pro vyzkum genetické diverzity u populaci, které proSly vyraznym
poklesem pocetnosti z toho duvodu, ze efektivni velikost populace je pro mitochondrialni
DNA Cdtvrtinova oproti jaderné DNA. Jaderné markery jsou také vhodnéjSi pro studium

genetické variability na vnitropopulacni Urovni a zjistovani historie populaci.

Jednou z nejstarSich metod pracujicich s jadernymi markery je enzymova elektroforéza,
ktera nezkouma pfimo genetickou informaci, ale vyuziva skuteCnosti, ze variabilita protein
kédujicich genll se mize odrazet v rozdilné struktufe kédovanych proteinl, coz se odrazi v
rzné pohyblivosti proteind v elektrickém poli. Pomoci enzymové elektroforézy byla napfiklad
zkoumana variabilita skandinavskych populaci raka Fiéniho (Agerberg 1990), raka
bélonohého v zapadni Evropé (Santucci a kol. 1997) a Ceskych popualci invazniho raka
pruhovaného (Filipova a kol. 2009). Enzymova elektroforéza je neprakticka zejména kvdli
zpusobu uchovani vzorkl. Vzorky musi byt Cerstvé nebo hluboce zmrazené na rozdil od

standardnich analyz DNA, u kterych stac¢i vzorek uchovat v lihu.

Z jadernych genu se u rakd pouzivaji napfiklad geny 18S a 28S, které pouzil jako jedny

z fylogenetickych markert Crandall a kol. (2000) pro vyfeSeni otazky monofylie raku.

DalSi metodou pouzivajici jaderné markery je metoda RAPD (Random amplified lenght
polymorfism), pfi této metodé jsou vétSi mnozstvi primerd s velkym mnozstvim templatové
DNA. Pfi PCR se pak nahodné amplifikuji rizné dlouhé fragmenty a pomér a pocet rGzné
dlouhych fragmentd mize vzniknout ¢astecné unikatni profil pro jedince. Tato metoda byla

uspésné pouzita pro raka bélonohého (napfikald Gouin a kol. 2003).
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Obecné plati, ze lepsi predstavu o rozlozeni genealogickych linii podavaji studie
kombinujici vice markerd. Tyto studie zaroven umoznuji lepSi vyhodnoceni fylogenetickych
vztahu (napfiklad Cataudella a kol. 2010, Trontelj a kol. 2005, Crandall a kol. 2000).

Dal8imi variabilnimi nové&jSimi variabilnimi markery jsou mikrosatelity. Mikrosatelity jsou
nekddujici opakujici se sekvence jednoho az nékolika nukleotidd, jejichz pocet opakovani
velmi snadno mutuje. Fragmenty DNA obsahujici mikrosatelity se proto mohou liSit svou
délkou, ¢ehoz se vyuziva pfi jejich hodnoceni. Mikrosatelity byly napfiklad pouzity ke studiu
genetické variability raka bélonohého v alpské oblasti (Baric a kol. 2006) a ve Francii (Gouin
a kol. 2006). Navic existuji navrzené mikrosatelity pro raka fi¢niho (Koiv a kol. 2008) a raka
kamenace (lorgu a kol. 2011). DalSim vysoce variabilnéj§im markerem, ktery pravdépodobné
bude urakd brzo pouzit jsou SNP (single nucleotide polymorphisms). Tato metoda

vyhodnocuje bodové mutace pro konkrétni nukleotidy jednoho genu (Petrusek a kol. 2013).

1.2 Popis studovaného druhu raka kamenace

1.2.1 Taxonomické zarazeni raka kamenace

Konkrétni taxonomické zarazeni vlastniho druhu raka kamenace je nasledujici: Podkmen:
Crustacea (Brunnich, 1772), Tfida: Malacostraca (Latreille, 1802), Podtfida: Eumalacostraca
(Grobben, 1892), Nadfad: Eucarida (Calman, 1904), Rad: Decapoda (Latreille, 1802),
Podrad: Pleocyemata (Burkenroad, 1963), Infrafad: Astacidea (Latreille, 1802), Nadc&eled:
Astacoidea (Latreille, 1802), Celed: Astacidae (Latreille, 1802), Rod: Austropotamobius
(Skorikov 1907), Druh: torrentium (Schrank, 1803) (Crandall a kol. 2000).

Recentni objev vyrazné se liSicich haplotypovych linii v oblasti Dinarského krasu (Trontel]
a kol. 2005, Klobucar a kol. 2013) povede pravdépodobné ke zménam v taxonomii raka
kamenacCe ajeho pfijeti jako druhového komplexu. Taxonomie je nejasna i u ostatnich
evropskych raka (Holdich 2002b). U sesterského taxonu raka bélonohého probiha
dlouhodoba  diskuze ojeho ¢&lenéni na druhy  Austropotamobius  pallipes
s. s. a Austropotamobius italicus a Clenéni A. italicus na podruhy. U rodu Astacus je
taxonomie nerozieSena hlavné kvuli nedostatku udaji z vychodni Evropy. Problematiku
taxonomie puvodnich evropskych racich druht rozebiram detailné€ji ve své bakalarské praci
(PeSek a kol. 2011).
Sesti druhd rozdélenych do dvou rodd. Rod Astacus zahrnuje druhy A. astacus, A.
leptodactylus a A. pachypus. Rod Austropotamobius zahrnuje dva druhové komplexy:
Komplex raka bélonohého, ktery vétSi pocet autorl ¢leni na druhy A. pallipes s. s. a A.

italicus, ackoli toto €lenéni je stale pfedmétem diskuze, a komplex raka kamenace, ktery je
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zatim povazovany za jeden druh. Celkovy pocet péti az Sesti druhtd rak( v Evropé
predstavuje jen velmi malou &ast z celkového poctu pfiblizné 600 druhd rakua (Crandall a
Buhay 2008).

1.2.2 Areal raka kamenace

Rak kamena¢ ma nejmensi areal z puavodnich evropskych druh( rakua (Holdich a kol.
2006). Jeho vyskyt je v sou€asnosti potvrzen ve stfedni a jihovychodni Evropé. Severni
hranice arealu prochazi Ceskem a Né&meckem. Nejsevern&j$i populace byla nalezena v
Sasku nedaleko Drazdan (Martin a kol. 2008). Jihovychodni hranice aredlu prochazi
Rumunskem, Bulharskem, Reckem a evropskou &asti Turecka (Trontelj a kol. 2005), z&dpadni
hranice prochazi Lucembureskem (Holdich a kol. 2009b).

Ve stiedni Evropé na sever od Alp se rak kamenac vyskytuje v povodi v povodi Dunaje,
Ryna a Labe (Schubart a Huber 2006). Stavajici vyskyt v povodi Labe je potvrzen minimalné
na 46 lokalitach (Stambergova a kol. 2009, Martin a kol. 2008). Rak kamenag je na$im
nejvzacnéjsim puvodnim racim druhem s centrem vyskytu ve stfednich a zapadnich
Cechach v povodich tek Uslava, Uhlava, Radbuza, Stfela, Klabava, Berounka a Zubfina.
Dale se omezené vyskytuje na Uzemi CHKO Ceské Stfedohofi, v Podkrkonosi
(Stambergova a kol. 2009).

1.2.3 Ekologie raka kamenace

Habitatové naroky raka kamenace pfedurcCuji jaké typy lokalit bude schopen osidlit.
Typickym prostifedim raka kamenace jsou malé az stifedné velké horni toky s kamenitym
dnem (Maguire a Gottstein-Matocec 2004, Machino a Flreder 2005, Vlach a kol. 2009).
Kamenité dno je pro raka kamenace i dalSi raky dllezité z toho duvodu, Ze poskytuje ukryty.
V malych tocich by byli nechranéni raci snadnou kofisti pro norky nebo vydry, ktefi jsou
v téchto tocich vyznamnymi predatory rakd (Fischer a kol. 2009). Velka zavislost raka
kamenace na ukrytech se projevila i v jeho chovani pfi laboratornich experimentech, kdy rak
kamenac v porovnani s rakem signalnim travil v ukrytech vice €asu a byl agresivnéjsi pfi
jejich obrané (Vorburger a Ribi 1999).

Kromé oblibenych mezer pod kameny poskytuji dalsi ukryty napfiklad velké kofeny nebo
diry pod bfehem, rak kamenac¢ si také dokaze vyhrabavat nory v jilovych bfezich (Kozak
2002, Machino a Fureder 2005, Parvulescu 2012). Toky osidlené rakem kamenacem nejsou
obvykle SirSi nez 10 m a nachazeji se az na vyjimky v nadmofské vysce do 800 m (Kouba
a kol. 2013). V Ceské republice jde o toky se $ifkou 40 cm aZ 8 m v nadmorské vysce 360 —

600 m (Vlach a kol. 2010). Raci kamenaci dobfe snasi vySsi rychlost vody, ale vyhybaji se
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mistdm srychlosti nad 25 cm/s. Rak kamenaé ma z evropskych racich druhd
letni teplotu se povazuje 14-18 C, ale pfi dostate¢né saturaci kyslikem to mlze byt az 20 °C.
Okoli toku je obvykle tvofeno smiSenymi nebo listnatymi lesy nebo doprovodnym pasem

kefl a vrb, v némz prevladaji vrby, topoly a jilmy (Kouba a kol. 2013).

Na Ceskych lokalitach raka kamenace méfili hodnoty riznych chemickych a fyzikalnich
faktorl napfiklad Svobodova a kol. (2008) a Vlach a kol. (2012). Z téchto praci zahrnuli
Vlach a kol. (2012) nejvice lokalit, na kterych byly jednotlivé hodnoty méfeny opakované
v pribéhu &tyF let. Dllezitym faktorem je napfiklad biochemicka spotfeba kysliku (mnozstvi
kysliku spotfebované pfi oxidaci vesSkerych organickych latek ve vodé) méfena pomoci
hodnoty BSK5. Tato hodnota odpovida mife znecisténi a s ni souvisejicimu poklesu Kkysliku.
Vlach a kol. (2012) naméfily hodnoty BSK5 v rozmezi 1,17 - 4,8 mg/l, coz blizi hodnotam
naméfenym Svobodovou a kol. (2008). Vlach a kol. (2012) navic zaznamenali zvySenou
mortalitu raku v pfipadech prudkého narGstu BSK5. Souvisejicim faktorem je koncentrace
kysliku, ktera byla naméfena v rozmezi 7,47-11,9 mg/l (Vlach a kol. 2012), coZ se podoba
vysledkiim Svobodové a kol. (2008), ktefi navic zaznamenali zménu chovani raka kamenace
pfi poklesu kysliku a zvySeni teploty, kdy se raci pohybovali mimo ukryty i pfes den, coz
pravdépodobné souvisi s tim, Ze v jejich Ukrytech bylo snizené mnozstvi kysliku v disledku
biochemickych procesu probihajicich v sedimentech dna. S biochemickymi procesy ve
vodach souvisi i hodnota pH, kterd se v tocich obyvanych rakem kamenacem pohybuje
v hodnotach 6,96 — 8,41 (Vlach a kol. 2012), podobné hodnoty namérili i Svobodova a kol.
(2008). Hodnota pH ovliviiuje i toxicitu dalSich latek. Pfi vys8ich hodnotach pH se
amoniakalni dusik vyskytuje v toxické formé. Koncentrace amonného iontu byla urena jako
hlavni limitujici faktor vyskytu raka kamenace Vlachem a kol. (2012), ktefi naméfili hodnotu
mezi 0,0002 - 0,0024 mg/l. Svobodova akol. (2008) naméfili podobné koncentrace.
Koncentrace jednotlivych latek popsané pro Ceské toky obyvané rakem kamenacem se
podobaji istudiim z jinych casti arealu, napfiklad zrumunské c¢asti povodi Dunaje

(Parvulescu a kol. 2011).

Svobodova a kol. (2008) i Vlach a kol. (2012) se shodli na vyjimecnosti Zakolanského
potoka. Tento potok je silné znecidtény komunalnimi odpadnimi vodami a byla zde naméfena
také velmi nizka koncentrace kysliku 2,8 Svobodova a kol. (2008) a 1,77 mg/l (Vlach a kol.
2012). V tomto potoce se vyskytovali spole¢né rak kamenac i rak fi¢ni (Svobodova a kol.
2008). Ani rak fi¢ni ani rak kamenac¢ nejsou vhodnymi bioindikatory Cisté vody (Svobodova a

kol. 2008, Stambergova a kol. 2008). Poté co byla populace raka Fiéniho v hlavnim toku
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Stroupinského potoka caste¢né vyhubena v dlsledku havarie vody rozsifil se tam rak
kamenac€ z pfitokl, coz naznaduje, ze pro raka kamenace byl dulezitéjsi vétsi pocet ukrytl

nez znecisténi (Svobodova a kol. 2008).

Z naSich raki ma nejpodobnéjsi naroky na prostfedi jako rak kamenaé rak Ficni
(Svobodova a kol. 2008, Stambergova a kol. 2009). Z ostatnich evropskych rakii ma velmi
podobné naroky rak bélonohy. Od raka kamenace se odliSuje hlavné menSimi naroky na

mnozstvi kysliku (Trouilhé a kol. 2007).

Krom tekoucich povrchovych vod se rak kamena¢ maze vyskytovat i v dostateéné Cistych
vodach stojatych. Pfikladem muaze byt jezero Haldensee v Rakousku (Machino a Fureder
1998). Rak kamenac se navic muze vyskytovat také v podzemnich vodach, nejznaméjsim
pfipadem je jeskynni systém Aggitis na severu Recka, kde byla nalezena populace raka
kamenace hluboko v jeskynnim systému (Koutrakis a kol. 2005). Moznost pfezZivani raka
kamenace v jeskynnich je diskutovana pfi zvazovani glacialnich refugii (Parvulescu a kol.
v tisku) (viz kapitola 1.2.4).

Dulezitou vlastnosti spolu uréujici sou€asné rozsifeni genealogickych linii raka kamenace
jsou disperzni schopnosti. U raku bylo jako adaptace na zivot v tekoucich vodach potlaceno
stadium planktonni larvy a nemaji ani jina specializovana disperzni stadia umoznujici pasivni
Sifeni nebo preziti vyschnuti lokality, které jsou jinak u vodnich bezobratlych bézna (Palmer
a kol. 1996). Neni také znamo, Ze by u nich hralo vyznamnéjsi roli pasivni Sifeni se zvifecimi
vektory, které bylo popsano u jinych skupin sladkovodnich bezobratlych (Frisch a kol. 2007,
Vanschoenwinkle a kol. 2008). U vice druhu se predpoklada, Ze jsou schopni se Sifit mezi
lokalitami s pomoci volavek, pfikladem muize byt rak Fi¢ni (Aldridge 2011). Nicméné oproti
vétsiné jinych sladkovodnich zivogicht maji raci tu vyhodu, Ze umi chodit po sousi. Tato raci
schopnost byla detailnéji zkoumana napfiklad u raka Procambarus clarkii (Grote 1981)
a u raka Orconectes rusticus, u kterého jde o nezbytnou adaptaci vzhledem k tomu, ze se
Casto vyskytuje v &astecné vysychajicich tocich (Claussen a kol. 2000). Je mozné
predpokladat, Ze raci obyvajici horni toky v blizkosti rozvodi by mohli kolonizovat sousedni

povodi pfechodem malého Useku souse (viz kapitola 5.1.1).

Pfi studiu pohybu ve vodé byla u raka kamenace zjisténa tendence setrvavat v blizkosti
ukrytu (Pockl a Streissel 2005). Ve 140 dni trvajicim experimentu v pfirodnich podminkach
zUstala vétSina raku v blizkosti svého Ukrytu a pouze nékolik jedincli pfekonalo za 24 hodin
vzdalenost 55 metrll pfi€emz nebyla zaznamenana silnéjSi preference pro migraci po proudu
nebo proti proudu (Péckl a Streissl 2005). Podobné vysledky méla i studie srovnavajici

pohybovou aktivitu raka kamenace a rak ficniho (Kadlecova a kol. 2012), jejiz vysledky

14



Vv s

mira pohybu mezi pohlavimi. Nejvétsi vzdalenost z raklli kamenacu prekonala samice, ktera
se usla po proudu 133 m za 55 dni, zatimco jedna ze samic raka Ficniho usla 151 m proti
proudu za 33 dni (Kadlecova a kol. 2012). Studie, ktera pouzila ke sledovani pohybu raka
bélonohého vysilatky dospéla k podobnym, i kdyz pfesné&jSim udajim o pohybu nez jaké
byly zjistény u raka kamenace. Raci bélonozi se za den pfemistili v priméru o 23,3 cm
(Bubb a kol. 2008). OvSem toto nizké Cislo odrazi i fakt, ze studie probihala celoro¢né. Mala
pohyblivost raka kamenacle pravdépodobné souvisi s jeho velkou zavislosti na ukrytech
(Vorburger a Ribi 1999).

Vzdalenosti, na které se bézné pohybuji rak kamenac, rak bélonohy a rak Fi¢ni (Pockl
a Streissl 2005, Bubb a kol. 2008, Kadlecova a kol. 2012) byli podstatné mensi nez rychlost
Sifeni invazniho raka signalniho, ktery se ve dvou anglickych fekach Sifil rychlosti 2,4 km za

rok (pfiblizné 66 m za den), pfiemz pfevazovalo Sifeni po proudu (Bubb a kol. 2005).

Vyskyt raka kamenace neni ovlivnén jen jeho naroky na prostfedi a disperznimi
schopnostmi, ale iinterakcemi s jinymi organismy. Dulezitd je mezidruhova kompetice
s jinymi druhy rakd. Mezi raky byly ¢asto pozorovany agresivni interakce, ve kterych je
rozhodujicim faktorem velikost soupeficich jedinct (Vorburger a Ribi 1999). Rak kamenac je
nejmensSim a nejpomaleji rostoucim z evropskych racich druh(l (Kouba a kol. 2013), coz ho
ve vétdiné mezidruhovych interakci preduréuje k roli porazeného. Parvulescu a kol. (2013)
predpokladaji, ze pro nespojity vyskyt raka kamenace v Rumunsku existuji dva ddvody.
Jednim ztéchto ddvodl je poloha predpokladanych glacidlnich mikrorefugii (viz
kapitola 1.2.4) a druhym je neschopnost raka kamenace rozSifit se do vod obsazenych
kompetiéné silngjSim rakem Ffiénim. Rak kamena¢ celkové c&astéji prohraval
i v experimentalnich soubojich s rakem signalnim (Vorburger a Ribi 1999), i kdyz projevuje
vétSi agresivitu pfi obrané umeélych ukrytd. Kompetice o ukryty mezi raky ma za nasledek
vystaveni slabSiho kompetitora silnéjSimu vlivu predace, coz bylo popsano v Anglii na
lokalitach, kde rak signalni vytésriuje raka bélonohého (Dunn a kol. 2009). Invazni raci druhy
maiji oproti druhim puvodnim znaénou vyhodu, jsou pfena$eci raciho moru, ktery pro jiné
nez severoamerické druhy rakd smrtelny. Propuknuti rac¢iho moru ¢asto predchazi
samotnému kontaktu potencionalnich kompetitort (Duri§ a kol. 2013). Piivodcem ragiho
moru je parazit Aphanomyces astaci (Schikora, 1903). ze skupiny Oomycetes (Soderhall
a Cerenius_1999).

Lokality raka kamenace jsou negativné ovliviiovany ruznymi faktory. NejvyznaméjSim z téchto

faktorli je vySe zminény parazit Aphanomyces astaci, plvodce rac¢iho moru prenaseny
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severoamerickymi invaznimi raky. Sifeni nepivodnich ragich druht je obecné povaZovano za nejvétsi
hrozbu raéi biodiverzity (Holdich a kol. 2009b). O ra¢im moru v Ceské Republice pie naptiklad
Kozubikova a kol. (2006). Ceské populace jsou navic ohrozeny predaci norkem americkym Mustela
vison (Schreber, 1777) a vydrou obecnou Lutra lutra (L., 1758) (Fischer a kol. 2009). Problémem pro
populace raka kamenace jsou také nevhodné upravy tok(l a intenzivni rybafstvi a zemédélstvi, které
maji za nasledek zanaseni toku a racich ukryta (Fischer a kol. 2004, Holdich a kol. 2006, Vlach a kol.
2009).

V dasledku vySe popsanych faktorl je areal raka kamenace fragmentovany pouze na oblasti
hornich toku. Z toho ddvodu je i velmi ztizena moznost obnovy vymfelych populaci raka kamenace
pFirodni cestou. Rak kamenac¢ u nas patfi k nejohrozenéjSim zZivocichiim (Fischer a kol. 2004), coz se
odrazi v tom, Ze je uveden v &eském Cerveném seznamu ohroZenych druht (Stambergova a kol.
2005). V seznamu ohrozenych druhG IUCN (International Union for Conservation of Nature) je
uvedena pouze klesajici pocetnost a chybi jasné vyjadfeni o stavu z didvodu nedostatku dat (IUCN
2013).

Kromé toho, zZe jsou raci soucasti evropského kulturniho dédictvi ma jejich ochrana
i prakticky ddvod, kterym je vyznam rak(l v€etné raka kamenacde pro fungovani vodnich
ekosystému. Raci jsou vzhledem ke své velikosti vyrazné druhy a mohou slouzit jako
destnikové druhy pfi ochrané celého FfiCniho spoleCenstva (Souty Grosset a kol. 2011).
Bohuzel jen malo autorli se zabyva ekologickym vyznamem raka kamenace. Nasel jsem
pouze jedinou studii zabyvajici se trofickymi vztahy u mého modelového druhu (Weinlander
a Fireder 2011). Z toho dGvodu zde cituji pfevazné studie o jinych druzich rakd. Raci jsou
nejvétsi sladkovodni bezobratli a mohou dominovat biomase zoobentosu (Haggerty a kol.
2002). Vzhledem k velikosti rakll se jejich pohybové aktivity odrazi na zménach v odnosu
a usporadani sedimentl a jsou tudiz povazovani za ekosystémové inZenyry (Statzner a kol.
2003). Raci také mohou ménit svUj habitat hrabanim nor (Holdich a kol. 2002a). Raci jsou
¢asto omnivorni. Mladi jedince se Zivi spiSe dravé jinymi druhy bezobratlych (Holdich a kol.
2006). V rakouské Karinthii je v disledku selektivni predace rakem kamenace silné
redukovana pocetnost malostétinatych krouzkovcu (Weinlander a Fureder 2011). Raci maji
také vliv na slozeni spoleCenstva primarnich producentl. Dlsledkem predace raka
Orconectes rusticus na herbivornich bezobratlich bylo zvySeni mnozstvi perifytonu
(Charlebois a Lamberti 1996). Rak Orconectes rusticus snizuje herbivorii pocetnost
a druhovou pestrost vodnich makrofyt (Lodge a Lorman 1987). V typickych hornich tocich
obyvanych rakem kamenacem je hlavnim zdrojem organického uhliku listovy opad. Zhang
a kol. (2004) popisuji vyznam raka pruhovného Orconectes limosus pfi rozkladu listového
opadu. | rak kamenac¢ je vyznamnym rozkladacem, v tocich kde se vyskytuje bylo zjisténo

vétSi mnozstvi rozpusténého organického uhliku. V tocich, kde se rak kamenac vyskytuje ve
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vétSich poctech, bylo zaznamenano snizeni diverzity a vyskytu jinych druhud drti€d, zejména
riznonohych korysu, v dusledku kompeti¢niho vytésnéni a pravdépodobné také predace ze
strany rak(l (Weinlander a Fireder 2011). Transformace hrubého listového opadu raky na
jemné Castice vede ke zvySeni mnozstvi rozpusténého organického materialu, ktery
predstavuji potravni zdroj pro ekologickou skupinu sbéracu. V tocich obyvanych rakem
kamenacem se potvrdila vétSi pocetnost a diverzita sbéracu a jejich predatort (Weinlander
a Fureder 2011).

Z predchazejici kapitoly je vidét velky vliv rakd na fungovani ekosystému. Zirata
puvodnich raéich druht a jejich nahrazeni neplvodnim raky muze vést ke zménam
fungovani ekosystému (Souty-Grosset a kol. 2011). Napfiklad rak signalni vykazuje vétsi
miru predace bezobratlych a intenzivnéjSi spasani vodnich makrofyt nez puvodni druhy

a také zpusobuje vétsi erozi dna a bfehll v dusledku norovani (Freeman a kol. 2009).

1.2.4 Shrnuti sou€¢asnych znalosti o fylogeografii raka kamenace
Druhovy komplex raka kamenace se oddélil od sesterského druhového komplexu raka
bélonohého v dusledku vyzdvihu Alp a Dinarskych Alp (Régl 1998), coz vedlo k rozdéleni
puvodné spojitétho arealu spole¢ného predka rak( rodu Austropotamobius. K tomuto
oddéleni pravdépodobné doSlo v Miocénu, odhadovano je obdobi pfed 8-12 miliony let
(Trontelj a kol. 2005) ¢i 8-17 miliony let (Klobu€ar a kol. 2013). Populace pfedku raka
kamenace tak zUstaly izolované ze severu a zapadu hrbety Alp a Dinarskych Alp a z vychodu

mofem Paratethys v oblasti, kde se dnes naléza Dinarsky kras (Klobucar a kol. 2013).

Na zakladé variability v sekvencich pro mitochondrialni COl gen nasli Trontelj a kol.
(2005) v celém arealu raka kamenace 3 hlavni linie haplotypl: balkanskou, stfedoevropskou
a vyrazné se liSici linii z oblasti povodi horniho toku feky Kolpy. Linie z Kolpy je z téchto ffi
nejstarsi a oddélila se pravdépodobné pfed 6-9 miliony let (Trontelj a kol. 2005). V novéjsi
studii zamérené hlavné na oblast Dinarského krasu byly nalezeny stejné linie haplotypl jako
vySe popsané, ale navic byly nalezeny dal$i &tyfi linie tvofici spoleéné se skupinou z povodi
horniho toku Ffeky Kolpy skupinu silné divergentnich a izolovanych linii vyskytujicich se
pouze v oblasti Dinarského krasu. Pro COIl se divergence mezi jednotlivymi skupinami
pohybuje mezi 4,1 a 8,7%, pro 16S rRNA v rozsahu 1,6 — 4,8%. Nejvyssi rozdily jsou mezi
dinarskymi skupinami (Klobu€ar a kol. 2013). Zjisténé rozdily zjisténé mezi dinarskymi
a ostatnimi liniemi raka kamenace se blizi primérnym hodnotam mezidruhovych divergenci
v rodech ve vSech tfech racich eledich (Sinclair a kol. 2003). Primérna hodnota divergence
mezi druhy v ramci rodd je u rakd 5,9% divergence genu COI spocitané mezi druhy v ramci

jednoho rodu Sinclairem a kol. (2003) na zakladé 85 sekvenci reprezentujicich vSechny ffi
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Celedi rak. Pro gen 16S uvadi Sinclair a kol. (2003) divergenci mezi druhy v ramci rodu
5,7% na zakladé souboru 227 sekvenci ze v8ech tfi raCich Celedi. Vysledky Sinclaira a kol.
(2004) nejsou bohuzel zcela porovnatelné s rodem Austropotamobius vzhledem k tomu, Ze
naprosta veétSina zahrnutych sekvenci patfi druhim =z celedi Cambaridae. Hodnoty
divergence zméfené Klobu€arem a kol. (2013) se blizi a v nékterych pfipadech i pfevySuji
dfive naméfené hodnoty mezi vyrazné se liSicimi genealogickymi liniemi raka bé&lonohého
A. italicus a A. pallipes pallipes, které jsou nékterymi autory povazovany za samostatné
druhy (Zaccara a kol. 2004, Grandjean a kol. 2000, Fratinia a kol. 2005). Napfiklad Fratini
a kol. (2005) zméfili mezi liniemi A. pallipes pallipes a A. italicus rozdil 3,5 £ 0,73% pro 16S
gen. Druhovy status jednotlivych linii raka bé&lonohého je ale stale diskutovan (Trontelj a kol.
2005, Chiesa a kol. 2011). Pro vyfeSeni taxonomie celého rodu Austropotamobius bude tfeba
dalSiho vyzkumu. | kdyZ nelze zatim urcit taxonomicky statut dinarskych linii raka kamenace,
Ize alesponi fict, Ze linie z dinarské oblasti pfedstavuji jednu nebo vice evoluéné
signifikantnich jednotek. Evolucné signifikantni jednotky jsou historicky izolované skupiny
populaci, které pfedstavuji samostatnou ¢ast evoluéniho dédictvi a pfi jejichz ochrané by mél

byt bran zfetel na jejich jedine¢nost (Moritz 1994).

Vysoka geneticka divergence linii raka kamenace v Dinarském krasu neni pfekvapiva. Jde
o oblast, kde byla zjisténa velka diverzita (geneticka i morfologicka) u vice sladkovodnich
zivoCichll. Vysokd mira geneticka divergence v této malé oblasti Ize vysvétlit velkou
fragmentaci povodi, ktera se utvarela v pribéhu neotektonickych pohybl b&hem pliocénu
ana zaCatku pleistocénu av prib&hu vzniku krasu. Tyto procesy vedly kromé raka
kamenace k vy38i mife genetické diverzity napfiklad u lokalnich populaci berusky vodni
Asellus aquaticus (Verovnik a kol. 2003 a 2004) nebo endemického chrostika rodu Drusus
(Previdi¢ a kol. 2009). Klobucar a kol. (2013) pfedpokladaji, Ze dlouhé pfezivani ve stabilné
studenych vodach Dinarského krasu vedlo uraka kamenace k utvareni jeho teplotnich

narokd.

Nejstard§im rozdélenim mezi liniemi raka kamenace je oddéleni dvou skupin dinarského
krasu datované do pozdniho Miocénu nebo raného Pliocénu (Klobu€ar a kol. 2013), coz
odpovida dobé, do které je datovano oddéleni linie z horniho povodi Kolpy (Trontelj a kol.
2005). Nasledovalo oddéleni dinarskych skupin linii od ostatnich skupin v pribéhu Pliocénu.
V pozdnim Pliocénu dos$lo k oddéleni balkanskych linii a linie stfedoevropské (Klobucar
a kol. 2013).

Vztahy mezi jednotlivymi liniemi haplotypt naznaduiji, Zze k Sifeni raka kamenace v oblasti

Dinarského krasu ze severu na jih doSlo pfed zacatkem Pleistocénu. Nejjiznéjsi z dinarskych
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skupin je také nejpfibuznéjsi balkanskym skupinam. Na jih Balkanu se rak kamenac rozsifil

pravdépodbné na zacatku pliocénu (Klobucar a kol. 2013).

Na jihu Balkanu se nachazi centrum diverzity ostatnich linii A. torrentium (klasicky druh
A. torrentium) a pravdépodobné i jejich glacialni refugium. Zatim bylo na Balkanském
poloostrove nalezeno 6 parafyletickych linii jejichz rozdéleni je datované do obdobi pred 3-4
miliony let. Vysoka diverzita na Balkanském poloostrové je vysvétlovana dlouhodobym
prezivanim raka kamenace v této oblasti po celé obdobi pleistocénu. Velka divergence
balkanskych linii odpovida pfezivani jednotlivych linii ve vzajemné izolovanych povodich. Pfi
pfezivani v malych oddélenych povodich dochazelo pravdépodobné k nahodnému vymirani
nékterych linii, takze se do dnesni doby zachovalo jen omezeny pocet vyrazné se lisicich linii
(Trontelj a kol. 2005).

Stfedni a jihovychodni Evropa byla kolonizovana v pribéhu Pleistocénu povodim Dunaje
jednou z balkanskych linii (Trontelj a kol. 2005). Nejdfive se tato linie rozsifila do oblasti na
jih od Alp, kde se na dvou mistech pfedpokladaji mozna glacialni mikrorefugia. Mikrorefugia
se predpokladaji na jihovychodé Alp (Trontelj a kol. 2005) a ve dvou karpatskych krasovych
oblastech v Rumunsku (Parvulescu a kol. 2013 v tisku). Alpska mikrorefugia byla navrzena
pro vysvétleni vysSi genetické diverzity na jihovychodé Alp (Trontelj a kol. 2013) a krasova
refugia v Rumunsku jsou pfedpokladana na zakladé nespojitého vyskytu soustfedéného do
dvou oblasti v okoli krasovych oblasti (Parvulescu a kol. v tisku). Rak kamena¢ mohl prezit
v krasovych mikrorefugiich obdobi glaciace, ale po konci posledni doby ledové se nedokazal
rozsifit do vétSich Casti povodi Dunaje v Rumunsku, protoze se do téchto oblasti rozsifil
z jihu kompeti¢né silngjsi rak Fi¢ni (Parvulescu a kol. v tisku). Oblast na sever od Alp byla
pravdépodobné osidlena jednou kolonizaéni vinou kratce po konci posledni doby ledové
(Trontelj a kol. 2005).

Pfi popisu fylogeografie raka kamenale je tfeba uvazovat ijeho ekologické naroky.
S ohledem na naroky raka kamenace na nizkou teplotu Ize pfedpokladat, Ze k Sifeni na vétsi
vzdalenosti dochazelo hlavné v chladnych obdobich (Klobu€ar a kol. 2013). K ochlazeni
klimatu doSlo na za¢atku Pliocénu (Erdei a kol. 2007), v dobé kdy rak se rak kamenac rozsifil
z Dinarského krasu na jih Balkanu (Klobu€ar a kol. 2013). DalSi chladné obdobi bylo
napfiklad na konci posledni doby ledové (Erdei a kol. 2007), kdy rak kamenac rekolonizoval
oblast na sever od Alp (Trontelj a kol. 2005, Klobuc&ar a kol. 2013).

DalSi ekologickou vlastnosti raka kamenace, ktera byla diskutovana pfi vysvétleni jeho
rozSifeni v Rumunsku, je jeho schopnost tvofit jeskynni populace (Parvulescu a kol. v tisku)

(viz kapitola 1.2.4). Parvulescu a kol. (v tisku) totiz pfedpokladaji, ze karpatska krasova
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mikrorefugia mohla byt jeskynniho charakteru.

2 Cile prace
Klicovym cilem celé studie zaméfené na analyzu variability COIl v populacich v povodi
Labe bylo otestovat, zda geneticka data mohou podpofit & vyvratit hypotézu, ze rak

kamenac je v povodi Labe plvodnim druhem.

Dosazeni tohoto hlavniho cile vyzaduje spinéni nékolika dil€ich cild. Prvnim z téchto
dil€ich cilt je ziskani a popsani souboru dat o genetické diverzité raka kamenace

v povodi Labe a dalSich ¢astech stfedni Evropy na sever od Alp.

Druhym diléim cilem je porovnani genetické diverzity v ramci stfedni Evropy
a celého arealu, pro které byl vySe popsany soubor dat rozSifen o sekvence z dfive
publikovanych praci. Cilem tohoto porovnani bylo zjistit zda je rozlozeni haplotypové
diverzity v povodi Labe podobné jako v jinych ¢astech aredlu na sever od Alp, coz by
bylo v souladu s predpokladem osidleni stfedni Evropy jednou koloniza¢ni vinou jedné
haplotypové linie raka kamenace a pfirozeného plvodu nasich populaci. Hlavni duraz
byl dan na srovnani situace v povodi Labe a v ¢asti povodi Dunaje a Ryna v jiznim
Némecku. Jizni Némecko je totiz pfedpokladanym mistem plvodu populaci z povodi
Labe.

Druhym hlavnim cilem mé prace bylo nalezeni vhodnych kombinaci primerd pro
amplifikaci prodlouzené sekvence genu COI, ktera by umoznila zvySeni rozliSeni dat pfi

zachovani moznosti srovnani se starSimi daty.

3 Metodika
3.1 Lokality

Cast ze zpracovanych vzorkd z povodi Labe byla odebrana v ramci mapovani vyskytt
rakd v CR, které bylo organizovano v letech 2007-2008. Agenturou ochrany pfirody a krajiny
CR. Vzorky pro genetické analyzy byly odebirany z pfedem vybranych lokalit, které by mély

dobfe reprezentovat eské populace. Dalsi vzorky pak byly ziskany v sezéné 2009.

Vzorky z referen¢nich lokalit na hornim toku Dunaje a Rynu byly odebrany v sez6né 2011
Christophem Chuchollem. Vzorky z lokality v jiznim Sasku (bezejmenny potok na pfedmésti
Drazdan, kde byla pfitomnost raka kamenace objevena v roce 2007; Martin a kol. 2008)
odebral Peer Martin v roce 2008. Seznam vsech lokalit je uveden v tabulce 1. Mapa lokalit

v povodi Labe je na obrazku 1. Vzorky ze dvou lokalit v Malych Karpatech na Slovensku

20



odebiral Adam Petrusek s Eduardem Stloukalem v roce 2006.

Tabulka 1: Seznam lokalit a haplotypt raka kamenace (poznamka: lokalita Drazd’any odkazuje na

bezejmenny potok v blizkosti Drazd’an. Reka Eger neni Ohfe, ale jiny némecky tok se stejnym

nazvem)
Lokality v povodi Labe:
Nazev lokality: Kod nazvu [Haplotypy [N sekvenci Povodi: Haplotypova
lokality:  |na lokalité: haplotypt diverzita
Bertinsky potok BER htl 10 Berounka |0
Bojovka BOJ htl 4 Uslava 0
Bradava BRA htl 10 Uslava 0
Hunikovsky potok  |HUP htl 10 Plou¢nice |0
Chocenicky potok ~ |CHO htl 10 Uslava 0
Lucni potok LK1 htl 5 Labe 0
(Podkrkonosi)
Luéni potok (Ceské |LPL htl 2 Labe 0
sttedohofi)
Miza MIZ htl 2 Berounka |0
Oupor 1 OUP1 htl 7 Berounka |0
Ouport 2 OUP2 htl 8 Berounka |0
Padrt’sky potok PAD htl 10 Klabava 0
Piichovicky potok PRI htl 12 Uhlava 0
Rakovsky potok RAP htl 10 Klabava 0
Radotinksy potok RDT htl aht3 8a?2 Berounka 0,68
Stroupinsky potok  |STR htl 10 Litavka 0
Trebusin TRE htl 3 Labe 0
Upoisky potok UPO htl 10 Berounka |0
Vsenorsky VSE htl 10 Berounka |0
Zbirozsky potok /Bl htl a Sal Berounka 0,28
ZBI2M
Zakolansky potok  |ZKL htl 11 Vltava 0
Zubfiina ZUB htl | Radbuza |0
Drazd’any DRA htl 21 Labe 0
Referencni lokality v povodi Dunaje a Rynu
Bottwar BOTT htl aht3 [lal Neckar 0,5
(Ryn)
Goldbach GOL htl 5 Eger 0
(Dunaj)
Leimenbach LEI htl 6 Bodamské |0
jezero (Ryn)
Wielandsbach WIE htl a 7al Bodamské |0
WIE10 jezero (Ryn)
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3.2 Sbér vzorku

Raci byli na lokalité chytani ruéné pfi prohledavani ukrytd. Za mozné ukryty byly
povazovany volné prostory pod kameny nebo jinymi predméty, obnazené kofenové systémy
nebo vétve zivych imrtvych stromG v toku, jemny naplaveny sediment, spadané listi,
vyhrabané ukryty (rali nory) v bfehu nebo dné, prostory pod kameny v blizkosti
vysychajiciho koryta. V regulovanych tocich byly jako ukryty také prohledavany mezery mezi

opeviovacimi prvky (Dusek a kol. 2009).

Ke genetickym analyzam provadénym v této studii je zapotfebi jen maly kus tkané
(nékolik mm?). To znamenad, Ze vzorek Ize odebirat bez usmrceni jedince. Aby se co nejméné
omezil dopad na zivotaschopnost jedince, byla odebirana jedna kracgiva koncetina
(pereopod) Ctvrteho nebo patého paru. Pereopod byl odlomen v nékterém z noznich kloubt
prednostné blizko trupu, tj. v misté, kde jsou obecné raci dobfe pfizplsobeni k autotomii
(Duri$ a kol. 2013). V nékolika pripadech do$lo nahodné& b&hem odchytu k odlomeni klepeta.
Odlomeny pereopod &i klepeto byly ulozeny do plastové zkumavky o objemu min. 1,5 ml
a konzervovany 96% Cistym etanolem. Zaroven byl do kazdé zkumavky vloZen prouzek
papiru s tuzkou zapsanymi Udaji (kod lokality, Cislo jedince a pohlavi). Etanol byl po nékolika
minutdch vyménén za novy, vyména fixaze pak byla opakovana po nékolika hodinach nebo

dnech. Vzorky byly dlouhodobé skladovany pfi teploté -20°C.

3.3 Laboratorni zpracovani vzorki

Z pereopodu nebo klepeta uloZzeného v etanolu byl pomoci skalpelu a pinzety vypreparovan
kus svalové tkané priblizné o objemu 1 mm® Etanol z vypitvaného svalu se nasledné nechal
odpafit na vzduchu. Pfed pitvanim dalSiho vzorku byly pitevni nastroje vzdy sterilizovany
ocCidténim a postupnym oplachnutim v peroxidu vodiku, destilované vodé a 96% etanolu. Pro
izolaci DNA byl pouzit protokol vyuzivajici substanci Chelex pro odstranéni iontd, které by mohly
ovlivnit naslednou amplifikaci DNA (Nobel 2000). Tkan byla vlozena do oznacené mikrozkumavky
obsahujici 5 pl proteinazy K (20 mg/ml) a 175 ul vody (deionizované, autoklavované). Tkan
v mikrozkumavce byla homogenizovana, poté bylo pfidano 175 pl vody a byl zopakovan proces
homogenizace. Poté bylo do zkumavky pfidano malé mnozstvi kuli¢ek Chelex 100 (pfiblizné 50
pl). Mikrozkumavky byly béhem pitvani a homogenizace udrzovany na ledu. Pak byly jemné
zamichany a nasledujici 4 hodiny inkubovany ve vodni lazni o teploté 56 °C. Po inkubaci ve vodni
lazni byly vzorky 8 minut ohfivany v blokové lazni pfi teploté 96 °C. Poté byly staCeny v centrifuze
po dobu 4 minut pfi rychlosti 12000 otaCek za minutu za ucelem odstranéni kuliCek Chelexu
a pevnych zbytk( tkané. Po centrifugaci byla svrchni ¢ast roztoku pfepipetovana do druhé sady

popsanych zkumavek. Ziskané izolaty DNA byly uskladnény v mrazaku pfi teploté -20°C.
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Obrazek1: Mapa ovzorkovanych lokalit raka kamenace v povodi Labe. 1. Radbuza, 2. Zubfina,

3. Pfichovicky potok, 4. Chocenicky potok, 5. Bradava, 6. Bojovka, 7. Bertinsky potok,
8. Zbirozsky potok, 9. Upoisky potok, 10. Vienorsky potok, 11. Radotinsky potok, 12. Padrt'sky
potok, 13. Rakovsky potok, 14. Stroupinsky potok, 15. Zakolansky potok, 16. Lucni potok
(Podkrkonosi), 17. Luéni potok (Ceské Stiedohoii), 18. Hunikovsky potok, 19. Miza, 20. Oupot
1 a2, 2l1. Drazd’any.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) pro amplifikaci mitochondrialniho genu pro
podjednotku | cytochrom ¢ oxidazy probihala v objemu 25 pl, obsahujicim 23 pl pfedem
pfipravené reakéni smeési (,master mix“) a 2 pl izolatu DNA (= 100 ng). Pro amplifikaci byly
pouzity jednak primery COI-F a COI-R (Folmer 1994) bézné pouzivané pro ziskani useku
genu COIl o délce pfiblizné 600 paru bazi (bp) ufady druhG bezobratlych Zzivocichu
i obratlovcl (Hebert a kol. 2003).

Navic jsem otestoval dvé kombinace primer(, které byly u raka kamenace pouzity poprvé.
Obé tyto dvojice by pfi Uspésné amplifikaci mély umoznit ziskani delSiho useku genu COlI,
ktery by zahrnoval cely kratsi usek a zaroven ho prodlouzil pfiblizné o 500 bp, coz by
umoznilo zvysSit rozliSeni dat o variabilité tohoto genu raka kamenace pfi zachovani moznosti

porovnani se starsimi daty.
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Primery pouzitymi pro amplifikaci delSiho useku genu COI byly dvojice COI-F a COX-R
(Braband a kol. 2006) (vysledné sekvence by méla mit délku pfiblizné 1120 bp) a dvojice
COI-F a Scylla (Gopurenko a kol. 1999) (vysledna sekvence by meéla mit délku pfiblizné
1180. Oba reverzni primery pro dlouhy usek genu COI byly pro raka kamenace v kombinaci
s pfimym primerem COI- F pouzity poprvé, ale byly vybrany na zakladé jejich dfivéjSiho
pouziti. Primer CoxREV byl pouzit s primerem CoxFOR pro vice druhl raku ze skupiny
Astacoidea vCetné raka kamenace (Braband a kol. 2006). Kombinace primert COI-F a Scylla
byla pouzita u raka Austropotamobius italicus z druhového komplexu raka bélonohého,

sesterského k raku kamenaci (Matallanas a kol. 2011).
Sekvence pouzitych primeru jsou nasledujici:
COI-F: 5'- GGTCAACAAATCATAAAGATATTG
COI-R: 3- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
CoxREV: 5'-ACTCCCACARATATTGTAA
Scylla: 5 TTAAGTCCTAGAAAATGTTGRGGGA

PCR probihala na pfistroji iCycler Thermal Cycler (BIO-RAD). SloZeni reakéni smési
a nastaveni teplot cycleru PCR pro kratky fragment genu COIl plavodné vychazely z prace
Filipové a kol. (2010) a pro dlouhy fragment amplifikovany primery COI-F a CoxREV z prace
Brabandové a kol. (2006) a pro amplifikaci primery COI-F a Scylla z prace Matallanasové

a kol. (2011), ale postupné byly optimalizovany do odliSné podoby.

Optimalizace nastaveni teplotnich cykld spocivalo u v8ech dvojic primert v testovani
teploty nasedani primerd. Nastaveni teplotnich cykll PCR reakce je vidét v tabulce
2. Optimalizace slozeni reakéni smési zahrnovala u vSech tfi dvojic primerd zkouSeni
rlznych koncentraci primer( a raznych koncentraci MgCl, (O optimalizaci PCR pojednava
napfiklad Innis a Gelfand 1990) Koncentrace a mnozstvi jednotlivych slozek reakéni smési je
uvedeno v tabulce 2. Za optimalni byly povaZovany takové parametry, pfi kterych vysla

nejlépe kontrola agarézovou elektroforézou (viz dale).

Pro amplifikaci kratkého fragmentu COI byl také pouzit pfedmichany master mix Combi
PPP Master Mix (Top-Bio s.r.0). podle navodu doporuéeného vyrobcem s Upravou spocivajici

ve snizenim mnozstvi primerd na polovinu, takze reakéni smés pro jeden vzorek
obsahovala: 12,5 pl Combi PPP Master Mixu, a po 0,5 pl ze zasobniho roztoku o koncentraci

10 pM od obou primerl. Tato smés byla doplnéna deionizovanou autokldvovanou vodou na
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objem 24 ul a poté k ni byl pfidan 1 pl templatové DNA. Byl zachovan celkovy objem reakce

25 pl doporuceny vyrobcem.

Tabulka 2: Pouzité nastaveni teplotnich cykli PCR
Pouzité dvojice primert:
COI-F a COI-R, COI-F a Scylla
COI-F a CoxREV
Cyklus: [Pocet Typ reakce: Teplota (°C)(Cas (s) Teplota  Cas (s)
opakovani (°O)
Cyklus 1 |1 Pocate¢ni denaturace |94 150 94 300
Cyklus 2 |43 Denaturace 94 45 94 45
Ptisedani primert 50 75 49 60
Prodluzovani 72 60 72 75
Cyklus 3 |1 Finalni prodluzovani |72 600 72 600
Cyklus 4 |1 Ochlazeni produktii po |10 ') 4 00
skonceni reakce

Vysledek reakce byl zkontrolovan pomoci agarézové elektroforézy. 1,5% gel byl pfipraven
rozpusténim a pfevarenim 0,75 g agarézy v 50 ml TBE pufru. Ke gelu byl pfed jeho
ztuhnutim pfidan 1 pl fluorescentniho barviva vaziciho ho se na nukleotidové kyseliny
GelRed™ (Biotium). Do jednotlivych jamek v gelu bylo napipetovano po 4 ul smési skladajici
se ze 2yl PCR produktu a2 pl barviva Gel Pilot Loading Dye (Quiagen). Elektroforéza
probihala v TBE pufru po dobu 30 minut pfi napéti 150 V a proudu 500 mA. Po dokonc&eni
elektroforézy byl gel osvicen UV lampou za ucelem vizualizace prouzkd DNA. Jako spravny
vysledek bylo hodnoceno, pokud kazdy vzorek vySel jako jeden silny pruh, jehoz pozice
odpovidala ocekavané délce amplifikovaného fragmentu (viz vySe). Spravna délka byla
zjiStovana optickym porovnanim srovnanim s zebfikem 1kb DNA Marker (0,2 pg/ul)

(Segenetic).
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Tabulka 3: SloZeni optimalni smési chemikalii pro jeden vzorek

Slozeni smési pro dvojice primertt COI-F, COI-R a COI-F, CoxREV

Slozka smési: Koncentrace Jednotky Koncentrace Mnozstvi ve
zasobnich koncentrace:  |ve smési: smési (pl):
roztokd:

MgCl, 25 mM 2 2

Reakeni pufr s KCI (Thermo 10 X 1 2,5

Scientific)

dNTP Mix 2 mM 0,2 2,5

Taq polymerase (recombinant) 1 Ul/reakci 0,8 0,8

(Thermo Scientific)

COI-F 10 uM 0,2 0,5

COI-R/COX-R 10 uM 0,2 0,5

H,O (deionizovana autoklavovana) - - - 14,2

Celkovy objem - 23

Slozeni smési pro dvojici primertt COI-F a Scylla

Slozka smési: Koncentrace |Jednotky Koncentrace Mnozstvi
zasobnich koncentrace ve smési ve smési
roztoktl

MgCl, 25 mM 2 2

Reakéni pufr s KCI (Thermo 10 X 1 2.5

Scientific)

dNTP Mix 2 mM 0,2 2,5

Taq polymerase (recombinant) 1 U/reakci 0,8 0,8

(Thermo Scientific)

COI-F 10 “M 0,5 1,25

COI-R/COX-R 10 uM 0,5 1,25

H,O (deionizovana autoklavovana) - - - 12,7

Celkovy objem

Vysledek reakce byl zkontrolovan pomoci agardzové elektroforézy. 1,5% gel byl pfipraven
rozpusténim a pfevarenim 0,75 g agarézy v 50 ml TBE pufru. Ke gelu byl pfed jeho
ztuhnutim pfidan 1 yl fluorescentniho barviva vaziciho ho se na nukleotidové kyseliny
GelRed™ (Biotium). Do jednotlivych jamek v gelu bylo napipetovano po 4 ul smési skladajici
se ze 2yl PCR produktu a2 ul barviva Gel Pilot Loading Dye (Quiagen). Elektroforéza
probihala v TBE pufru po dobu 30 minut pfi napéti 150 V a proudu 500 mA. Po dokonc&eni
elektroforézy byl gel osvicen UV lampou za uc€elem vizualizace prouzk( DNA. Jako spravny
vysledek bylo hodnoceno, pokud kazdy vzorek vySel jako jeden silny pruh, jehoz pozice
odpovidala oCekavané délce amplifikovaného fragmentu (viz vySe). Spravna délka byla

zjiStovana optickym porovnanim srovnanim s zebfikem 1kb DNA Marker (0,2 pg/ul)
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(Segenetic).

Po kontrole amplifikace dlouhého useku genu COI pomoci primerd COI-F a Scylla byla
navic pouzita gelova extrakce, za uc¢elem oddéleni dvou fragmentu, které vznikaly ve vSech
pfipadech pfFi pouziti primerd COI-F a Scylla bez ohledu na r(izné obmeény nastaveni
teplotnich cykld PCR (byla zkou$ena teplota nasedani primera v rozsahu 49 -53°C) a slozeni
reakéni smési. Jeden ztéchto fragmentl mél délku odpovidajici otekavanym 1180 bp
a druhy byl kratSi o délce pfiblizné 500 bp. Optimalni protokol nastaveni cycleru a slozeni
reakéni smési pro dvojici primerd COI-F a Scylla uvedeny v tabulce 1 a 2 je ten, ve kterém

vychazel nejsilngji pruh s délkou 1180 bp.

Extrakce fragmentl z gelu byla provadéna pomoci sady PureLink® Quick Gel Extraction
Kit (Invitrogen) podle pfilozeného protokolu vyrobce. Prvnim krokem extrakce z gelu bylo
zopakovani agarozové elektroforézy s hustsim 2% gelem s vétSimi jamkami, do kterych se
odmeéfilo pipetou 15 pl produktu a 5 ul barviva Gel Pilot Loading Dye. Elektroforéza bézela
2 hodiny pfi napéti 120 V a proudu 500 mA, aby doslo k dostate€nému oddéleni obou pruhu.
Prouzky odpovidajici jednotlivym fragmentim byly co nejpfesnéji vyfiznuty z gelu pomoci
Cistého skalpelu pod UV lampou. Vyfiznuté kusy gelu byly zvazeny a ulozeny do dvou sad
popsanych zkumavek o objemu 1,5 ml. V druhém kroku se pfidavalo do zkumavek mnozstvi
pufru rozpoustéjiciho gel (Gel Solubilization buffer L3) odpovidajici vaze jednotlivych kusu
gelu a koncentraci gelu. Zkumavky byly inkubovany ve vodni lazni o teploté 50°C, dokud se
gel nerozpustil (minimalné 10 minut) a nasledné jesté 5 minut po rozpusténi gelu. Béhem
této inkubace byly zaviené zkumavky vzdy po tfech minutach oto¢eny dnem vzhiru, aby
doSlo k promichani obsahu. Rozpusténé vzorky byly pfepipetovany do extrakénich kolonek
slouzicich k zachyceni DNA pfi promyvani (Quick Gel Extraction Column) vlioZenych do
specialnich proplachovacich zkumavek (Wash tube). Ke vzorkim bylo nasledné pfidano 500
dl pufru (Wash buffer W1). V téchto zkumavkach byly vzorky staCeny rychlosti 12000 g po
dobu jedné minuty, poté byl odstranéna kapalina protekla extrakénimi kolonami a byl
zopakovan proces centrifugace. Nasledné byly extrakéni kolonky se vzorky pfemistény do
posledni sady zkumavek a bylo k nim pfidano 50 ul deionizované autoklavované vody, ktera
byla pouzita pro vymyti DNA z extrakénich kolonek pfi posledni centrifgaci. Voda byla
vybrana jako vhodnéjSi promyvaci médium po konzultaci se zaméstnanci Laboratofe
sekvenace DNA biologické sekce PfF UK, ktefi uvedli zkuSenosti s horSimi vysledky
sekvenace u vzorkll rozpusténych v promyvacim pufru dodanym vyrobcem (Elution buffer
E5).

Produkty PCR pro dvojice primerd COI-F, COI-R a COI-F, CoxREV, u kterych
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elektroforéza ukazala spravny prubéh PCR, byly dale precistény etanolovou a octanovou
purifikaci PCR produktl. Pfi tomto postupu byly vzorky dopinény na objem 100 ul vody. Takto
naredéné vzorky byly pfepipetovany do popsanych zkumavek o objemu 1,5 ml a byla k nim
pfidana 1/10 objemu octanu sodného (10 pl) a dvojnasobek objemu vymrazeného 99,9% lihu
(200 pl). Zkumavky byly promichany a 10 minut staceny rychlosti 14000 otaCek za minutu
(RPM). Po skonceni centrifugace byla pipetou odsata vétSina kapaliny (DNA produkt se
vysrazi u dna). Do nyni témérf prazdnych zkumavek bylo pfidano 100 yl vymrazeného 75%
lihu. Obsah zkumavek byl opét promichan, sto€en a odsat. Zkumavky se nasledné daly
vysusit do blokové lazné pfi teploté 40°C minimalné na dvé hodiny. Po vysu$eni byla

purifikovana DNA rozifedé&na vodou na objem 20 pl.

Uspé&sny prabéh purifikace a gelové extrakce byl zkontrolovan zopakovanim elektroforézy
a zméfenim koncentrace a spektra vzorkd na pfistroji NanoDrop Spectrophotometer ND-
1000 (Thermo Scientific).

Vzorky, které proSly kontrolou po purifikaci a gelové extrakci byly odeslany na sekvenaci
bud do korejské firmy MacroGen nebo do Laboratofe sekvenace DNA biologické sekce PfF

UK. Obé laboratore posilaly vysledné sekvence elektronickou postou béhem nékolika dni.

Pfiprava vzorkll na odeslani spole¢nosti MacroGen Inc. spocivala v jejich pfepipetovani

do mikrozkumavek, doplnéni vzorkl na objem 30 pl a zabaleni mikrofilmem proti otevfeni.
Se vzorky se navic posilaly mikrozkumavky s pfesné uréenym mnozstvim primerQ. Sluzeb

spolecnosti MacroGen bylo pouzito jen pfi prvni sekvenaci dlouhého fragmentu genu COI.

Pro odeslani do Laboratofe sekvenace DNA biologické sekce PfF UK bylo tfeba
pfepipetovat 7,5 pl od kazdého vzorku do vlastni mikrozkumavky. Ke vSem vzorkim se pak

pfidavalo po 0,5 pl primeru. Pfi prvni zkuSebni sekvenaci v sekcni laboratofi byly vzorky
sekvenovany z obou smérl, pfi dalSich sekvenacich byly vzorky sekvenovany jen
z reverzniho sméru. V obou smérech byly poté sekvenovany jen vzorky, u kterych bylo tfeba
ovéfit pfitomnost bodové mutace a vzorky sekvenované za ucelem ziskani dlouhého useku

genu COI.

3.4 Zpracovani dat a analyzy
Vsechny sekvence byly upravovany v programu MEGA 5.05 (Tamura a kol. 2011)
postupnym pfidavanim jednotlivych sekvenci k alignmentu, ktery byl tvofen ru¢né nebo

pomoci algoritmu ClustalW (Higgins a kol. 1994). Sporna mista byla ovéfovana a pfipadné
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opravovana porovnanim s chromatogramem dané sekvence v programu Chromas 2.4
(Technelysium Pty Ltd). Spravna uprava sekvenci byla v programu MEGA také kontrolovana
pomoci prekladu sekvence DNA do sekvence aminokyselin (AMK) dle koédu pro
mitochondrialni geny bezobratlych zivoCicht. Gen COI je genem kdédujicim bilkovinu a nemél
by obsahovat stop kodény nebo mezery v sekvenci, které by naruSily pfepis DNA sekvence
do AMK (Buhay 2009). Stopkododn je triplet nukleotidd signalizujici konec translace (Griffiths
a kol. 2000). Pro kontrolu, zda nalezené haplotypy byly jiz dfive publikovany, byly prohledany

vefejné databaze sekvenci pomoci nastroje BLAST (Altschul a kol. 1990).

U sekvenci ziskanych pomoci primerl pro dlouhy usek genu COI byla v alignmentu navic
kontrolovana &ast odpovidajici kratkému Useku genu COI (tato C¢ast by méla byt meazi
kratkym a dlouhym usekem genu COI identicka). Pro znazornéni miry podobnosti téchto
sekvenci a standardni sekvence pro kratky usek genu COI byla spoctena nekorigovana
hodnota divergence (p-distance) vypocitana pro odpovidajici useky sekvenci v programu
MEGA. U ziskanych sekvenci, které se liSily od kratkého Useku byl navic pouzit nastroj

BLAST pro vyhledani nejpodobnéjsSich sekvenci jinych druh(.

Pro nazorngjsi vyjadfreni prostorového rozloZzeni haplotypové diverzity raka kamenace
v povodi Labe byla pouzita haplotypova sit, ktera byla vypocitana v programu Network
4.6.11 (Fluxus Technology Ltd) pomoci metody Median-Joining. Sit byla prekreslena
v programu OpenOffice.org 3.1.1 (Sun Microsystems). Pouzity soubor sekvenci z povodi
Labe zahrnoval kromé& mnou ziskanych sekvenci i 69 sekvenci z pilotni studie genetické
diverzity raka kamenace v povodi Labe zpracované pod vedenim Adama Petruska na
katedie ekologie PFF UK Danem Lestinou béhem jeho gymnazialniho studia, a 21 sekvenci
ze saské populace, které ziskal Adam Petrusek a Peer Martin. Geneticka heterogenita uvnitf
populaci raka kamenace v povodi Labe byla odhadnuta pomoci vypoctu haplotypové

diverzity (h = 1 - 32, kde f; je frekvence haplotypu i).

Pro porovnani Udaju o genetické diverzité v povodi Labe se situaci v jinych Castech
stfedni Evropy, byl soubor dat z referenénich lokality na hornim toku Dunaje a Ryna rozSifen
o data ze studie Schubarta a Hubera (2006). Z této studie bylo pfevzato celkem 45 sekvenci
ze 41 lokalit z Némecka, Svycarska a Rakouska (naprosta vétSina z jizniho Némecka).
Zahrnuty také byly 4 sekvence ze studie Trontelja a kol. (2005). Zahrnuto bylo také
6 sekvenci ze vzorkll ze dvou lokalit v Malych Karpatech, kde byl nedavno potvrzen vyskyt
raka kamenacCe (Stloukal a Harvanekova 2005). Sekvence ze vzork( z Malych Karpat
zpracoval v laboratofi katedry ekologie PfF UK Dan Lestina. Pro ucely vzajemného

porovnani byly vSechny sekvence zkraceny na délku 582 bp.
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Jako vhodna metoda vyjadfeni vztah( mezi haplotypy genu COI raka kamenace v ramci
celého arealu byl zvolen fylogeneticky strom a haplotypova sit. Fylogeneticky strom byl
vytvofen v programu MEGA 5.05 metodou maximum likelihood, pro evoluci genu byl pouzit
model Hasegawa Kishino Yano (Hasegawa a kol. 1985) s diskrétni Gamma distribuci
(nejvhodnéjSi model evoluce byl vybran v programu MEGA pomoci Bayesovského
informacniho kritéria). Jako outgroup byla pouzita sekvence raka fi¢niho stazena
z GenBank. Do tohoto stromu byly zahrnuty kromé vySe zminénych haplotypu dalSi
haplotypy z celého evropského arealu (Trontelj a kol. 2005) a z oblasti Dinarského krasu
(Klobucar a kol. 2013). Haplotypova sit byla vypocitana a upravena stejnym zpusobem jako
sit pro povodi Labe. Pfi tvorbé sité nebyly z dlvodu lepSi prehlednosti zahrnuty velmi
divergentni skupiny haplotypu z Dinarského krasu a pro snadnéjSi zpracovani sité byla
pouzita pfed-kalkulaéni kontrakce, metoda Star contraction (Forster a kol. 2001). Pro
znazornéni miry podobnosti skupin haplotypu byla vypocitana geneticka divergence mezi

skupinami (p-distance).

4 Vysledky
4.1 Geneticka diverzita raka kamenace

4.1.1 Rozsireni souboru dat o genetické diverzité raka kamenace
v povodi Labe

Pro popis genetické diverzity populaci raka kamenaée v povodi Labe byl vytvofen soubor
181 sekvenci kratkého useku genu COIl o délce 617 bp ze 22 lokalit (Obr. 1). V tomto
souboru byly detekovany ¢tyfi haplotypy. Na 20 €eskych (tj. vSech s vyjimkou jedné) a jediné
znamé saské lokalité (Drazdany; Martin a kol. 2008) byl nalezen haplotyp ht1. U jednoho
jedince ze Zbirozského potoka byl nalezen vzacny haplotyp oznafeny podle pfislusného
jedince jako ZBI2M. Haplotyp ZBI2M byl dosud nalezen pouze v této studii a je zatim
unikatni pro povodi Labe. Dalsi vzacny haplotyp ht3 byl nalezen udvou jedincl
z Radotinského potoka. Oba tyto vzacné haplotypy (ZBI2M a ht3) se od dominantniho
haplotypu ht1 liSily jednou substituci. U péti jedincd z Luéniho potoka v Podkrkonosi byl
nalezen vzacny haplotyp Logatec liSici se tfemi substitucemi. Tento haplotyp byl dfive
nalezen v péti populacich v okoli mésta Logatec ve stfednim Slovinsku, méné nez 20 km od
centra Lublané (Schubart a Huber 2006). Informace o vyskytu haplotypu, jejich substitucich
a poctu sekvenci jsou v tabulce 3. Vztahy mezi jednotlivymi haplotypy a mnozstvi lokalit, na

kterych byly nalezeny, jsou zobrazeny formou haplotypové sité na obrazku 2.
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4.1.2 Geneticka diverzita raka kamenace ve stredni Evropé

Pro popis genetické diverzity raka kamenace ve stfedni Evropé byl soubor dat z povodi
Labe rozsifen o sekvence z povodi Dunaje a Ryna ze studie Schubarta a Hubera (2006)
a Trontelja a kol. (2005), 21 nové ziskanych sekvenci ze 4 lokalit z oblasti Badenska-
Wirttemberska a 7 sekvenci ze dvou lokalit v Malych Karpatech. Celkem tak bylo pro stfedni
Evropu hodnoceno 247 sekvenci z 63 lokalit ze tfi velkych stfedoevropskych povodi, kde se
rak kamenal vyskytuje. NejrozSifenéjSim haplotypem byl haplotyp ht1. Kromé tohoto
haplotypu bylo nalezeno 8 vzacnych haplotypud. Konkrétni informace o vyskytu, poctu

sekvenci a substitucich stfedoevropskych haplotypl jsou shrnuty v tabulce 3.

Sekvence APT-Rouderbaach a APT-Breisgau jsou pfevzaté z prace Trontelje a kol.
(2005). Tyto sekvence maiji délku 585 bp a v alignmentu jsou posunuty, nebot jim chybi 76
bp na zaCatku sekvence. Ve celé dostupné délce odpovidaji jinym stfedoevropskym
haplotypum (viz tabulka 3), ale nelze vylouéit, ze neosekvenovana ¢ast mohla obsahovat

bodové mutace, jimiz by se tyto haplotypy liSily.

Z hlediska stfedni Evropy se liSi oblast Bavorskych Alp a sousedici Casti Rakouska
(lokality Allgdu a Haldensee). Na tomto relativné malém Gzemi (v porovnani se zbytkem

studované Casti stfedoevropskych povodi) se vyskytuji tfi vzacné haplotypy ht2, ht3 a ht4.

Podle poctu lokalit je nejrozSifenéjSim ze vzacnych haplotypd haplotyp ht3, ktery byl
nalezen v Radotinském potoce, v Bavorskych Alpach avjedné zlokalit v Badensku-

Wirttembersku a pravdépodobné i v Lucembursku (haplotyp APT Rouderbaach).

Novym vzacnym haplotypem nalezenym v této praci mimo povodi Labe je haplotyp
WIE10 nalezeny u jednoho jedince z lokality Wielandsbach (Badensko-Wurttembersko)
a haplotyp SKV2 nalezeny u 2 jedincl z potoka Vydrica (Malé Karpaty).
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Tabulka 4: Haplotypy raka kamenace ve stfedni Evropé (pozice odpovidaji studii Schubarta a Hubera 2006. Symbol N odpovida skute¢nosti, Ze
haplotypy APT-Breisgau a APT-Rouderbaach jsou kratsi, ale ve své délce jsou totozné s haplotypy o fadek nad nimi)

Nukleotidova pozice Lokalita
Haplotyp N 24 26 193 302 435 103 226 340 547 |N lokalit|Lokalita Povodi Stat
sekvenci
htl 216 C T € A C C [C C A 43 Labe, Dunaj, Ryn |CZ, DE, AT, CH
ht1(APT- 3 N N [C A C C C C A 3 Schlierbaach, Gailbach,Ryn FR, FR, DE
Breisgau) Freiburg
ht2 11 T T € A |C C C C A 4,1 Allgédu, Haldensee Dunaj DE, AT
ht3 C T T A |C C C C A 1, 1,2 Radotinsky potok, Bottwar,Labe, Ryn, Dunaj (CZ, DE, DE
Allgiu
ht3(APT- |1 N N T A |C [ C C Q 1 Rouderbaach Ryn LU
Rouder-
baach)
Ht4 1 T T T A |€C C [ C C A 1 Allgéu: Auerberg Dunaj DE
ht5 1 c T CcC A T C [C C A 1 Wienerwald Dunaj AT
WIEI0 |1 c c c A € € [ C A 1 Wielendsbach Ryn DE
ZBI2M |1 cC T € G c [ [c C A 1 Zbirozsky potok Labe CzZ
SKV2 2 c T Cc A C T [C C A 1 Vydrica Dunaj SK
Logatec |5 c T CcC A |C C T T G 1 Lucni potok v Podkrkonosi|Labe Cz




ZBI2M
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ZhircZsky potok
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Logatec
ht1 o = - . {1 )
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193

ht3
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Radotinsky potok

Obrazek 2: Haplotypova sit’ populaci raka kamenace v povodi Labe. U kazdého haplotypu je uveden jeho
kod (stejny jako v tabulce 4), pocet lokalit, na kterych byl nalezen a v ptipad¢é vzacnych haplotypd také
néazev jejich lokality. Cervené body na spojnicich haplotypt predstavuji substituce, ¢isla u nich udavaji

pozici substituce odpovidajiciho pozici v sekvencich publikovanych Schubartem a Huberem (2006).

4.1.3 Geneticka diverzita raka kamenace v kontextu celého arealu
Pro vyjadieni genetické diverzity ve stfedni Evropé v kontextu celého arealu byl pouzit
fylogeneticky strom haplotypl z celého arealu. Soubor pouzity pro popis diverzity na sever
od Alp byl rozSifen o haplotypy ze zbytku arealu ze studie Trontelja a kol. (2005) a Klobu&ara
a kol. (2013). Celkem tak vznikl soubor 94 haplotypli raka kamenace z celého arealu, ve
kterém bylo nalezeno sedm skupin haplotypu. Pét skupin vysoce divergentnich haplotypl
pochazi z Dinarského krasu (DK1-5). DalSi vyraznou skupinou je parafyleticka skupina
haplotypu z jizniho Balkanu (SB). Nejvétsi areal ma skupina CSE, ktera zahrnuje holotypy ze
stfedni a jihovychodni Evropy, soucasti této skupiny jsou i haplotypy z ¢asti arealu na sever
od Alp, které tvofi samostatnou podskupinu CE. Rozdéleni vlastnich haplotypu raka
kamenace na skupinu SB a CSE, ktera zahrnuje i skupinu CE je vidét na haplotypové siti 66

haplotyp

Genetické divergence mezi osmi skupin haplotyp( jsou ukazany v tabulce 5. V tabulce je
osm skupin misto sedmi, protoze skupina CSE je rozdélena na skupinu CE a SE zahrnujici

holotypy skupiny CSE, které pochazi z oblasti na jih od Alp.
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Obrazek 3: Fylogram vSech holotypii raka kamendce odvozeny metodou maximalni
pravdépodobnosti. Jednotlivé holotypy jsou vyjadfeny kombinaci zkratky holotypové skupiny,
statu nebo statd, kde byl holotyp nalezen. V piipadé holotypti z oblasti na sever od Alp jsou
navic uvedeny jes$té nazvy holotypt stejné jako v textu. Zkratky holotypovych skupin: DK1-5
dinarské holotypové skupiny, SB jizni Balkan, CSE stiedni a jihovychodni Evropa, CE stiedni
Evropa na sever od Alp.

Zkratky statti: AT - Rakousko; BA — Bosna a Hercegovina, BG - Bulharsko; CH - SV}'lcarsko;
DE - Némecko; FR - Francie; GR - Recko; HR - Chorvatsko; IT - Italie; LU - Lucemburk; ME —
Cerna hora; MK - Makedonie; RO - Rumunsko; SR - srbsko; SI - Slovinsko: TR - Turecko.
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Tabulka 5: divergence skupin haplotypt. Nazvy haplotypovych skupin jsou stejné jako v textu.

CE SE SB DK1 DK2 DK3 DK4 DK5
CE
SE 0,008
SB 0,036 0,039
DK1 | 0,073 0,074 0,076
DK2 0,070 0,069 0,072 0,068
DK3 | 0,072 0,076 0,075 0,076 0,077
DK4 | 0,078 0,081 0,080 0,068 0,072 0,065
DK5 | 0,056 0,059 0,057 0,075 0,073 0,077 0,077
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Obrézek 4: Sit haplotypti vytvorena metodou Median Joining se Star Contraction vlastniho druhu raka kamenace. Cervena
kola jsou haplotypy predpokladanych predki. Zluta kola jsou haplotypy ze skupiny CSE. Modfe oznaéené jsou haplotypy z
oblasti na sever od Alp. Zelené jsou oznaceny haplotypy ze skupiny SB. Délky spojnic haplotypli neodpovidaji poctu
mutaénich krokd. Pofet mutaci vy$si nez jedna je uveden Cervenymi &isly u odpovidajicich spojnic. Velikost haplotypt
odpovida poctu lokalit, na kterych byly nalezeny. Vétsi kruhy ve skupiné CSE odpovidaji skupinam blizce piibuznych
haplotypt. Cisly jsou ozna¢eny skupiny haplotypi obsahujici haplotypy nalezené v oblasti na sever od Alp: Skupina 1: htl,
ht2, ATP-Breisgau, Wienerwald, skupina 2: ht3, ht4, ATP-Rouderbaach, skupina 3: ZBI2M, skupina 4: SKV2, skupina
5: zahrnuje 12 haplotypt z oblasti na jihovychod od Alp, ptevazné ze Slovinska, mezi které patii i haplotyp Logatec, ktery

byl nalezen i v Lu¢nim potoce v Podkrkonosi.
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4.2 Amplifikace a sekvence dlouhého useku genu COI

Vysledkem sekvenace dlouhého useku genu COIl pomoci primert COI-F a CoxREV bylo
ziskani 11 sekvenci o délce 1120 bp. Tyto sekvence se v Useku 617 bp, ktery by mél
odpovidat kratkému useku genu COI ziskaného ze stejnych jedinct od tohoto useku liSily
a jejich prepis do sekvence AMK obsahoval stopkodény. Jedna ze sekvenci ziskana pomoci
primerd COI-F a CoxREV, odliSnosti v useku odpovidajicimu kratkému useku genu COI
apreklad do sekvence AMK jsou vidét na obrazku 5. Tato sekvence s nejvétsi
pravdépodobnosti nalezi jadernému pseudogenu (viz diskuze). Ziskana sekvence
pseudogenu se od sekvence haplotypu ht1 liSila 12,5% bazi. Pomoci nastroje BLAST vysla
jako nejpodobnéjsi (87%) k této sekvenci sekvence raka bélonohého (Matallanas a kol.
2011).

Obrazek 5: Nukleotidova sekvence ziskana pomoci primeri COI-F a CoxREV a jeji preklad na sekvenci

aminokyselin.

Sekvence nukleotidii (podtrzeny je usek, ktery v alignmentu odpovida standardnimu kratkému tseku genu

COI, tucné a bez pozadi jsou uvedeny nukleotidy lisici se od sekvence ziskané pomoci primerd pro kratky

fragment):

C (6C (O THA °C )
ICREIC ) ¥T(® C

CChRlIC © C

OTTeTGe

Preklad do sekvence aminokyselin (symbol B znaci stopkodon):

FIFGTWAGMVGTSLSMIIRVELGQPGSLIGDDQIYNVVVTAYAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLVPLMLGAPDMA
FPRMNNMSFWLLQFSLTLLLNSGMVESGVGTGWTVYPPLAIAIAHAGASVDSGIFSLHLAGVSSILGAVNYMT
MAINMRSVGMTMDRMPLFVWSVFITAVLLLLSLPVLAGAITMLLTDRNLNTIFFYPAGGGDPILYQHLFWFFGH
PEVYILILPAF GMVSHIVAIESGKEEAFGTLGMIYAMIPIGVLGFVDWAHHMF TVGMDVDTRAYFTSATMIIAVPT
GIKIF SWLGLHQGYSNILISLSIM SFSFIIMFTVGGLTGVVLANSSIDIILHDTYYVVAHFHYVLSMGA
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Pouziti dvojice primer COI-F a Scylla pfi amplifikaci dlouhého Useku genu COI vedlo
k ziskani dvou fragmentu, které byly oddéleny pomoci gelové extrakce. Pro delSi fragment
odpovidajici na gelu pfiblizné 1100 bp se mi podafilo ziskat 2 identické sekvence (ze dvou
vzorku patficich podle kratkého useku genu COI k haplotypu ht1) o délce 502 bp. Pfeklad do
sekvence AMK obsahoval nékolik stopkoddnl a aligment se sekvenci ht1 obsahoval nékolik
mezer. Na rozdil od sekvenci ziskanych pomoci primerd COI-F a CoxREV, je u sekvenci
ziskanych pomoci primerd COI-F a Scylla téZké urcit zda jde o pseudogen. Tato sekvence se
liSila 55% od sekvence haplotypu ht1. Pomoci nastroje BLAST nebyly nalezeny Zadné
podobné sekvence. Pfi hledani vzdalené podobnych sekvenci byla ve dvou kratkych usecich
nalezena podobnost s mitochondrialnimi geny jinych organismd. Poslednich 15 bp
bezprostfedné predchazejicich primeru Scylla bylo identickych s ¢asti sekvence genu COI
kraba Scylla paramosa (popis druhu). Usek mezi 35 a 77 bp byl z 86% totoZny s &asti

sekvence genu CYTB kvasinky Williopsis makrii (autor popisu).

Od kratSiho fragmentu, ktery mél na gelu délku odpovidajici pfiblizné 500 bp se podafilo
ziskat ziskat 4 identické sekvence (4 vzorky osekvenované nalezejici podle kratkého useku
genu COI k haplotypu ht1) o délce 339 bp. Preklad téchto sekvenci do AMK obsahoval opét
stopkoddny a v alignmentu s kratkym usekem genu COIl obsahoval velké mnoZstvi mezer
(274 mezer rozdélenych do nékolika velkych skupin). Z délky této sekvence je vzhledem
k pouzitym primerim zifejmé, Ze nejde o sekvence genu COI, ale nelze ani uréit zda jde

0 pseudogen.

Z vySe uvedenych duvodu je pochopitelné, Zze zadna ze sekvenci ziskanych pomoci
primert pro dlouhy usek genu COI nebyla pouzita pro popis genetické diverzity raka

kamenace.

5 Diskuze

5.1 Geneticka diverzita raka kamenace

5.1.1 Pluvod populaci raka kamenace v povodi Labe

Klicovym cilem celé studie zaméfené na analyzu variability COIl v populacich v povodi
Labe bylo otestovat, zda geneticka data mohou podpofit & vyvratit hypotézu, ze rak
kamenac¢ je v povodi Labe puvodnim druhem. V pracich vice autorll zabyvajicich se
rozSifenim evropskych rakl se objevuje nazor, Ze rak kamenac je v povodi Labe neplvodni
(napfiklad Machino a Fireder, 2005; Machino a Holdich, 2006, Holdich a kol. 2009b). Tento
predpoklad byl ve své dobé logicky vzhledem k tomu, Ze jes$té nedavno byl rak kamenacé
v povodi Labe povaZzovan za témér vymizely druh s velmi roztfisténym arealem. Jeho vyskyt

byl v literatufe potvrzen jen na péti lokalitach. Témito lokalitami byly potok Miza, Upoisky
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potok, potok Zubfina, dvé lokality na potoce Klabava a Luéni potok v Podkrkonosi (Kozak
a kol. 2002). Vyjmenované lokality patfi mezi ty, ze kterych pochazi i nase vzorky, takze jsou
vidét na obrazku 6. V poslednich deseti letech ale byly potvrzeny mnohé dalSi populace
(Fischer a kol. 2004, Stambergova a kol. 2009, Vlach a kol. 2009). V éeské &asti povodi
Labe je tak zndamo minimalné 45 lokalit raka kamenace (Stambergova a kol. 2009). Rak
kamenaé ma tedy podle poslednich udaji centrum vyskytu v Ceské Republice ve stfednich
a zapadnich Cechach (viz. Gvod). Ktémto lokalitam je potfeba pripogitat i nedavno
objevenou populaci raka kamenace v Sasku v blizkosti Drazdan (Martin a kol. 2008). Je tedy
vidét, Ze rak kamena¢ ma v povodi Labe pomérné velké a v mnoha oblastech relativhé
spojité rozSifeni, coz nepodporuje scénaf nékolika nedavnych lokalnich introdukci Clovékem.

Obrazek 6: Mapa znamych lokalit raka kamenace v povodi Labe podle

prizkumu probihajiciho v sez6né 2000. Mapa byla vytvofena podle Kozaka

a kol. (2002).
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Ve vSech populacich v povodi Labe (s vyjimkou Lu¢niho potoka z Podkrkonosi) dominuje
haplotyp ht1, ktery je dominantni i v dalSich stfedoevropskych povodich s vyskytem tohoto
druhu (Dunaj, Ryn). Pfitomnost tohoto haplotypu znamena jen tolik, ze pfislusné populace
nemaji puvod ze vzdalengjSich oblasti, ale nepomaha nam rozhodnout se, zda jsou
disledkem pfirozeného Sifeni nebo lidské introdukce se sousednich povodi. S FeSenim
otazky puvodu naSich populaci, ale pomaha vyskyt vzacnych haplotypl. V pfipadé
introdukce z povodi Dunaje by se v povodi Labe nemély vyskytovat Zadné vzacné haplotypy
v disledku efektu zakladatele. V povodi Labe byly ale nalezeny dva vzacné haplotypy blizce
pfibuzné haplotypu ht1. Jeden z téchto haplotypl se vyskytuje i na nékolika malo lokalitach v
povodi Dunaje v jiznim Némecku (Schubart a Huber 2006). V pfipadé, ze byly Ceské
populace introdukovany z oblasti, kde se vyskytuje spole¢né haplotyp ht1 a ht3, by mél byt
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tento haplotyp v povodi Labe relativné ¢astéjsi nez v povodi Dunaje, coZ nebylo potvrzeno
(byl nalezen jen na jedné lokalité u tfi jedincd z Radotinského potoka). Druhy vzacny
haplotyp byl nalezen jen udvou jedincu ze Zbirozského potoka aje pro povodi Labe
unikatni. Nalez haplotypu, ktery je zatim pro povodi Labe unikatni, podpruje hypotézu

pfirozeného puvodu raka kamenace v povodi Labe.

Vyskyt unikatniho haplotypu raka kamenace v povodi Labe nemusi znamenat, Ze je zde
puvodnim druhem. Filipovda a kol. (2011) nasli u nékolika jedinct invazniho raka
pruhovaného Orconectes limosus v jedné populaci v povodi Labe vzacny COI haplotyp liSici
se jednou bodovou mutaci od dominantniho haplotypu. Dominantni haplotyp byl nalezen
i u vSech ostatnich evropskych populaci a byl i jednim ze dvou nejrozSifenéjSich haplotypu
v pivodnim arealu (Filipova akol. 2011). Evropské populace raka pruhovaného jsou
pravdépodobné dlsledkem jediné introdukce nékolika desitek jedincl na konci 19. stoleti
(Filipova a kol 2011). Haplotypova diverzita je u raka pruhovaného oproti vétsiné puvodniho
aredlu zna¢né ochuzena (Filipova a kol. 2011), zatimco u raka kamenace v povodi Labe se

témér nelisi od jinych €asti stfedni Evropy na sever od Alp.

LepSimu zvazeni plvodu d&eskych populaci zjizniho Némecka by mohlo pomoci
porovnani rozlozeni unikatnich haplotypd v povodi Labe a v povodich Dunaje a Ryna v
jiznim Némecku (pfesnéji: Bavorsko, Badensko-Wirtembersko a sousedici €asti Alpskych
statl). Takto definované oblasti maji dohromady Sest haplotypu (ht1, ht2, ht3, ht4, ZBI2M,
WIE10). Dva haplotypy jsou sdilené mezi porovnavanymi oblastmi (ht1, ht3). V jizni skupiné
populaci jsou tfi unikatni haplotypy (ht2, ht4, WIE10) a v povodi Labe jeden (ZBI2M). Tento
pomér unikatnich haplotypt vypada velmi podobné vezme-li se v potaz vétsi areal jizni
skupiny, je v8ak otazkou zda by veétsi poCet vzorkl na populaci nevedl k nalezu vice
vzacnych haplotypl i v Némecku. V povodi Labe vychazi na jednu lokalitu pfiblizné devét

rakl kamenacl zatimco ve druhé skupiné populaci jsou to jen 1-2 jedinci na lokalitu.

Dalsi otazkou je, kde mohl rak kamenac prekonat rozvodi pfi kolonizaci povodi Labe.
Autofi Machino a Holdich (2006) navrhovali ve své praci dvé mozné cesty osidleni povodi
Labe rakem kamenacem. Jako prvni z téchto cest je udavano propojeni povodi Labe
a Dunaje v minulosti. Povodi Labe a Dunaje byly naposledy trvale propojeny v tfetihorach
(Chlupac a kol. 2002), ale predpoklada se, ze v pribéhu pleistocénu dochazelo opakované
ke kratkodobym propojenim hornich tokG Dunaje, Labe a Mohanu (Hantke 1993 podle
Hanfling a kol. 2002). Pokud by byl rak kamenac& pfitomen v povodi Labe (a na sever od Alp
obecné) jiz od tretihor, musel by mit podstatné vétsi genetickou variabilitu, nez jaka zde byla
nalezena. Mohl v§ak také kolonizovat povodi Labe v jednom ze ¢&tvrtohornich interglaciall

jak je pfedpokladano u vranky obecné Cottus gobio (Englbrecht a kol. 2000, Hanfling a kol.
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2002).

Kolonizace povodi Labe v interglacialu predpoklada existenci lokalniho glacialniho
refugia. Takové refugium je navrzeno v povodi Labe pro vranku obecnou (Hanfling a kol.
2002), ktera je chladnomilnym druhem s velmi podobnymi ekologickymi naroky jako rak
kamenac (o ekologickych narocich vranky pisi Tomlinson a Perrow 2000). Pfesna poloha
tohoto refugia pro vranku sice neni znama (Hanfling a kol. 2002), ale Ize hypotetizovat, ze
rak kamena¢ mohl teoreticky takové refugium s vrankou sdilet. V pfipadé existence
severniho glacialniho refugia pro raka kamenace by se nicméné dal oCekavat v povodi Labe
vyskyt divergentnéjSich haplotypl, zatimco soucasny stav podporuje spiSe scénar jedné viny
postglacialni kolonizace oblasti na sever od Alp (Schubart a Huber 2006, Trontelj a kol.
2005).

Druha cesta kolonizace Labe navrzena Machinem a Holdichem (2006) vede fekou Ohfi.
Do hornich tokd povodi Ohfe v Némecku se rak kamenad mohl dostat podle Machina
a Holdicha (2006) pfekonanim rozvodi se sousedicimi hornimi toky Dunaje a Ryna.
V pfipadé, Ze by rak kamenac¢ tuto kolonizaéni cestu pouzil, dalo by se oCekavat, Zze se
néjaké populace dochovaji i v povodi Ohfe, kde vSak neni vyskyt raka kamenace znam
(Stambergova a kol. 2009).

Treti kolonizaCni cestou s ohledem na souCasny vyskyt raka kamenace v povodi Labe, je
prekonani hranic povodi v oblasti Ceského lesa a nasledna kolonizace povodi Berounky
a Labe v holocénu (A. Petrusek, os. sdéleni). Centrem sou€asného rozsifeni jsou zapadni
Cechy, kde se rak kamenaé& vyskytuje v tocich v t&sné blizkosti s hranicemi s Némeckem.
V oblasti Ceského lesa se nachazi blizko u sebe potoky obyvané rakem kamenaéem patfici k
povodi Labe a Dunaje. Konkrétné Medvédi a Novosedlecky potok patfi k povodi Dunaje
anachazi se vtésné blizkosti potokll Zubfina a Radbuza, které patfi do povodi Labe.
V takové oblasti mohl rak kamenac¢ piekonat hranice rozvodi pfechodem souse mezi dvéma

blizkymi toky nebo za pomoci nékterych z pfirozenych vektora.

Z tohoto popisu raka kamenace jakozto plvodniho druhu v povodi Labe se vymyka
populace z Lu¢niho potoka v PodkrkonoSi. Tato populace je prostorové oddélena od zbytku
populaci raka kamenace (viz obr. 1) anavic se odliSuje imorfometricky (P. Vlach,
nepublikovana data dle Petrusek 2013). Vylu€nost populace z Podkrkonosi byla potvrzena
i geneticky. U vSech studovanych jedincG ztohoto potoka byl nalezen stejny haplotyp
Logatec, ktery byl nalezen ve stfednim Slovinsku. V tomto pfipadé je mnohem
pravdépodobnéjSi nez pfirozené Sifeni vysazeni lidmi. Pfesna doba, kdy k této introdukci

doslo, neni znama.
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5.1.2 Fylogeografie raka kamenace: povodi Labe ve vztahu ke
zbytku arealu

TFi ze Ctyf haplotypu nalezenych v povodi Labe tvofi spolecné s dalSimi ¢tyfmi haplotypy
z povodi Dunaje a Ryna na sever od Alp skupinu haplotypu, ktera svou pozici v haplotypové
siti (obr. 4) a fylogenetickém stromé (obr. 3) odpovida skupiné haplotyptu z horniho Ryna
popsané v praci Trontelja a kol. (2005). Stfedoevropské haplotypy jsou soucasti SirSi skupiny
haplotypu, ktera navic zahrnuje haplotypy ze Slovinska a jihovychodu Alp (Trontelj a kol.
2005, Klobuc€ar a kol. 2013). Mezi slovinské haplotypy patfi i haplotyp Logatec, nalezeny
v populaci z Podkrkonosi. Skupina haplotypu stfedni Evropy, jihovychodnich Alp a Slovinska
vznikla diverzifikaci jedné ze Sesti haplotypovych linii z balkdnského centra diverzity
vlastniho druhu raka kamenace, ktera se v pribéhu pleistocénu Sifila z Balkanu (Trontelj
a kol. 2005, Klobucar a kol. 2013). Tato haplotypova linie se podle odhadu Trontelje a kol.
(2005) oddélila od sesterské turecké linie pfed 2 miliony let v pozdnim Pliocénu a v prabé&hu
pleistocénu se rozSifila do svého sou€asného arealu. Oblast jihovychodnich Alp a Slovinska
byla pravdépodobné kolonizovana dfive neZ oblast severné od Alp a v této oblasti jsou také
predpokladana glacialni mikrorefugia, ktera umoznila preziti a diverzifikaci haplotypl
lokalnich populaci (v porovnani s haplotypovou diverzitou na sever od Alp) (Trontelj a kol.
2005). Na sever od Alp se rak kamenac¢ dostal pravdépodobné az po skonceni posledni doby
ledové, ¢emuz odpovida i nizka haplotypova diverzita (Trontelj a kol. 2005, Schubart a Huber
2006, Klobucar a kol. 2013, tato prace). Pfedpokladu rychlé kolonizace oblasti na sever od
Alp po skonCeni posledni doby ledové odpovida iuspofadani haplotypové sité
stfedoevropské oblasti, ktera ma hvézdicovity tvar. Takova topologie u haplotypové sité
odpovida populacni expanzi (Avise 2000).

K pfedchazejici Casti je dale tfeba zminit, ze Klobucar a kol (2013) diskutovali vysledky
Trontelja a kol. (2005), o tom zZe populace severné od Alp prosly populaéni expanzi, coz
odpovida i mym vysledkim. Klobucar a kol. (2013) pro tuto diskuzi ovSem pouzili vztahy
mezi haplotypy z oblasti na sever od Alp izjihovychodu Alp a Slovinska a neni tedy
prekvapivé (vzhledem k vySe popsanému), ze pro takovou skupinu haplotypl nebyla v jejich

praci populacni expanze prokazana.

Balkanska skupina haplotypl je odvozena od nejjiznéjSi ze C&tyf skupin vysoce
divergentnich haplotypu raka kamenace (Klobucar a kol. 2013). Po oddéleni od spolecného
pfedka s rakem bélonohym pfed 8-12 miliony let (Trontelj a kol. 2013) nebo 8-17 (Klobucar
a kol. 2013) byl areal raka kamenace omezen pouze na oblast dneSniho Dinarského krasu,
v ramci které se v pribéhu tfetihor Sifil od severu na jih (Klobucar a kol. 2013). Dinarské
populace mohly pfezit Ctvrtohorni cykly glaciaci v pfedpokladanych lokalnich mikrorefugiich

(Klobu€ar a kol. 2013). V pfepoctu na plochu ma relativné mala oblast Dinarského krasu
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nejvyssi haplotypovou diverzitu a pfedpoklada se, Ze dalSi vyzkum v této oblasti povede
pravdépodobné k pfijeti raka kamenace jako druhového komplexu. Vysledky prace
Klobu¢ara a kol. (2013) jsou detailnéji diskutovany v uvodni kapitole o fylogeografii raka
kamenace (Kapitola 1.2.4). Unikatnost dinarskych skupin je vidét na mife jejich divergence
od ostatnich skupin (viz tabulka 5). Zjisténé hodnoty divergenci mezi haplotypy se velmi

podobaji divergencim vypocitanymo Klobu€arem a kol. (2013).

5.1.3 Porovnani zjisténych udajl o genetické diverzité
a fylogeografii raka kamenace s jinymi druhy

Srovnani zjisténych udaju o genetické diverzité raka kamenace s jinymi druhy muze
pomoci Iépe ukazat, nakolik bézné jsou popsané vysledky v ramci celého arealu i v ramci
stfedni Evropy. NejvhodnéjSimi druhy pro takové srovnani by mély mit podobnou ekologii
a disperzni schopnosti. Tyto poZadavky nejsnaze splfiuje druhovy komplex raka bélonohého
arak fi¢ni. Oba tyto druhy maji podobné, i kdyz SirSi ekologické naroky nez rak kamenac
(Maguire a Gottstein-MatoCec 2004) a maji vétsi arealy (Holdich 2002b).

Jako prvni mezidruhové srovnani uvadim sestersky druhovy komplex raka kamenace,
raka bélonohého. PiestoZe je areal raka bélonohého omezen pfevazné na zapadni a jizni
Evropu a s aredlem raka kamenace se téméfr nepfekryva (Holdich 20002b), Ize u téchto
druhd najit spolecné prvky rozlozeni genetické diverzity s klasickymi jiznimi refugii. Centrum
diverzity raka bélonohého se nachazi na poloostrové Istrie (Trontelj a kol. 2005), ktery se
naléza v oblasti severozapadniho Balkanu pfiblizné 250 km severozapadé od Dinarského
krasu, ktery je centrem diverzity raka kamenace (pfedpokladaného druhového komplexu
nikoli vlastniho druhu) (Klobuc€ar a kol. 2013). U raka kamenaée (Trontelj a kol. 2005,
Schubart a Huber 2006) i raka bélonohého se pfedpokladaji dalsi mikrorefugia v alpské
oblasti (Trontelj a kol. 2005, Stefani a kol. 2011). U obou téchto taxonl byla v olbasti Alp
nalezena vy$si diverzita haplotyp(l, u raka kamenace na severu Alp (Schubart a Huber 2006)
a u raka bélonohého na obou stranach Alp (Largiadéer a kol. 2000, Trontelj a kol. 2005).
U raka bélonohého se navic predpokladaji idalSi glacialni refugia (Gouin a kol. 20086,
Cataudella a kol. 2010, Fratini a kol. 2005, Zaccara a kol. 2005) odpovidajici jeho vétSimu
arealu. Rak bélonohy ma stejné jako rak kamenac snizenou genetickou diverzitu v oblastech
na severu od Alp (Grandjean a Souty-Grosset 2000). Rak bélonohy je mnohem vice
studovany nez rak kamenac a vysledky téchto studii nabizi velké mnozstvi témat, ktere ale
nejsou pro ucely moji prace dilezité (detailngji jsem je rozebiral ve své bakalaiské praci,
Pesek 2011).

Popsana geneticka diverzita raka kamenacle v povodi Labe je v ramci Evropy

nejpodobnéjSi udajum o genetické diverzité raka bélonohého v Anglii. Povodi Labe
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pfedstavuje izolovanou okrajovou ¢ast aredlu raka kamenace, stejné jako Britské ostrovy
jsou izolovanou ¢€asti aredlu raka bélonohého. Obé tyto oblasti lezi v ¢asti Evropy, ktera byla
vyrazné ovlivnéna pleistocénnimi cykly zalednéni (Hewitt 1996). Anglie byla pro raky
neobyvatelna, ale v povodi Labe je diskutovano mozné glacialni refugium chladnomilnych
vodnich druhl (Englbrecht a kol. 2000) (viz kapitola 5.1.1). V obou téchto oblastech byla také
diskutovana pravdépodobnost ¢i nepravdépodobnost pfirozeného puvodu populaci rakd rodu
Austropotamobius (Holdich a kol. 2009a,b).

Pdvod populaci raka bélonohého v Anglii je stale pfedmétem diskuze (Kouba a kol. 2013),
i kdyZ v recentnich studiich se raku bélonohém jiz pfevazné pise jako o plvodnim druhu jizni
Anglie (Holdich a kol. 2009a,b, Almeida a v tisku). Pro raka kamenacle existuje vice
argumentd pro jeho pfirozeny plvod v povodi Labe (viz kapitola 5.1.1). VétSina studii
zabyvajicich se genetickou diverzitou raka bélonohého v Anglii pracovala s variabilitou
mitochondrialniho genomu ziskanou pomoci metody RFLP (Grandjean 1997a, Grandjean a
kol. 1997b, Grandjean a Souty-Grosset 2000) na rozdil od raka kamenace, u kterého byla
zatim studovany pouze variabilita ¢asti sekvence mitochondridlniho genu COI, ale zavéry
zobou oblasti jsou velmi podobné. V obou oblastech byla zaznamenana velmi nizka
genetickd variabilita a sdileni dominantniho haplotypu se sousednimi povodimi. U anglickych
populaci byl podle Grandjeana a Souty-Grossetové (2000) nalezen pouze jeden haplotyp,
ktery je zaroven nejpocCetnéjSim haplotypem atlantské linie A. pallipes pallipes, vyskytujici se
kromé Anglie a Irska i v atlantskych povodich Francie (Grandjean a Souty-Grosset 2000,
Gouin a kol. 2006). Pfedpoklada se, Ze rak bélonohy mohl osidlit Anglii pfirozenou migraci
diky propojeni anglickych a francouzskych povodi na konci posledni doby ledové, kdy byla
jeSté Anglie spojena s evropskym kontinentem pevninskym mostem v oblasti dneSniho
pralivu La Manche (Grandjean 1997b). Dominantni haplotyp ht1 z pvodi Labe je
nejrozSifenéjSim haplotypem ive studovanych Castech stfedoevropskych povodi Dunaje
a Ryna. Jako je vpovodi Labe s velkou pravdépodobnosti introdukovanou populace
z Podkrkonosi, tak jsou v Anglii prokazatelné introdukované dvé skotské populace (Holdich
and Reeve 1991). Na britskych ostrovech se pfedpoklada, Ze na Sifeni rakl ve stfedovéku
se vyrazné podilely mnidské fady, které vysazovali raky jako vhodnou nahradu masa
v obdobich nabozenskych plstl, ovSem v pfipadé mnichl Slo vétSinou o pfenaseni na malé
vzdalenosti v ramci Anglie (Holdich a kol. 2009), z Francie do Irska (Gouin a kol. 2003)
a mozna i z Francie do Anglie (Holdich a kol. 2009a). Oproti tomu kamenaci z Podkrkonosi
pravdépodobné podstoupili s pomoci C&lovéka nepferuSenou cestu az ze Slovinska

vzdaleného pfiblizné 500 km.

Souhrnné Ize tedy fici, Ze podobné nizka geneticka diverzita u raka bé&lonohého v Anglii

a u raka kamenace v povodi Labe Ize vysvétlit relativné rychlou pfirozenou kolonizaci téchto
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oblasti na konci posledni doby ledové ze sousednich povodi. V obou pfipadech sehraly svou
roli i introdukce raku, ale vétSinu populaci zfejmé |ze povazovat za puvodni. Rozdilem je, ze
v povodi Labe byly na rozdil od Anglie nalezeny oproti sousednim povodim jeden vzacny

haplotyp, které nebyl jinde nalezen.

V pfipadé Britskych ostrovi se nelze nezminit o Irsku, kde se rovnéz rak beélonohy
vyskytuje, ale jde zde o druh neplvodni. To je podlozeno skute¢nosti, Zze stejné jako zbytek
Britskych ostrovl bylo Irsko béhem posledni doby ledové pro raky neobyvatelné a kratce po
jejim skonc&eni bylo od Anglie oddéleno mofem. Irské populace zkoumané pomoci RFLP
metody nevykazaly zadnou variabilitu a byly identické s jednim z haplotypl ze severni
Francie (Gouin a kol. 2003). Proto byly dale studovany pomoci metody RAPD vyuzZivajici
severojizni pribéh kolonizace Irska rakem bélonohym po vysazeni lidmi na jihu ostrova
(Gouin a kol. 2003). Tato studie potvrzuje vhodnost pouziti jadernych markerd v pfipadé

oblasti s populacemi s nizkou variabilitou mitochondrialniho DNA, cozZ je i povodi Labe.

Druhym racim druhem, se kterym lIze Casteéné porovnat raka kamenace je rak ficni. Pro
tento druh vysla zatim jen jedna prace srovnavajici jeho genetickou variabilitu na vétsiné
pfirozeného arealu (Schrimpf a kol. 2011), je to také jedina prace, porovnatelna s mymi
vysledky. Schrimpf a kol. (2011) pfedpokladaji, ze hlavnim glacialnim refugiem raka fi¢niho
je Balkansky poloostrov, ktery jako hlavni glacialni refugium a centrum Sifeni vyuzil i vlastni
druh raka kamenace. Jedna z haplotypovych linii raka fi¢niho kolonizovala stfedni Evropu
povodim Dunaje stejné jako rak kamenac¢ (Schrimpf a kol. 2011). U severnich populaci raka
ficniho byla nalezena snizena haplotypova diverzita, ktera je zdlvodnéna post-glacialni
rekolonizaci nebo lidskymi introdukcemi (Schrimpf a kol. 2011) podobné jako u raka
kamenace. U raka fi¢niho byl potvrzen vétsi vliv introdukci, ktery se odrazi v ob&asném
vyskytu haplotypd mimo povodi, ve kterém pfevazuji (Schrimpf a kol. 2011), a samoziejmé
také ve vyskytudruhu i mimo jeho aredl v Anglii (Holdich 2002b) a na severu Skandinavie
(Edsman a kol. 2002). V Ceské casti povodi Labe byl nalezen jeden dominantni haplotyp
vyskytujici se ve vétdiné studované oblasti a jeden vzacny haplotyp, ktery byl nalezen i na
jedné lokalité v povodi Dunaje v Rakousku (Schrimpf a kol. 2011). Je ale tfeba dodat, Ze
z Ceské cCasti povodi Labe zahrnuli Schrimpf akol. (2011) 18 jedinci ze tfi lokalit
a porovnavana byla variabilita 350 bp dlouhého Useku genu COI, takze tento vysledek neni

zcela porovnatelny s mymi vysledky.

Tretim druhem, ktery budu porovnavat s rakem kamenace je vranka obecna, ktera byla
vybrana vzhledem k tomu, Ze se vyskytuje ve stejnych typech toku jako rak kamenac¢ a ma

podobné disperzni schopnosti (Tomlison a Perrow 2003) a na rozdil od vySe popsanych
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raCich druhli se u ni nepfedpokladaji introdukce (Engelbrecht a kol. 2000). Vranka obecna
byla pouzita jako modelovy druh rekolonizace stfedni Evropy po posledni dobé ledové
Englbrechtem a kol. (2000) v praci, ktera zahrnovala vzorky z celého arealu, ale byla
soustfedéna hlavné na oblast jizniho Némecka. Ve stfedni Evropé byla u vranky podobné
jako u raka kamenace potvrzena snizena nukleotidova diverzita pravdépodobné v dusledku
zalednéni. Mezi vzajemné odliSenymi skupinami haplotypd stfedni Evropy je si
nejpfibuznéjsi skupina z povodi Labe se skupinou z povodi Mohanu a horniho toku Dunaje.
Naprosta vétSina stfedoevropskych haplotypu patfi k nejstarsi evropské haplotypové skupiné
vranky, ktera je pozustatkem prvni kolonizace Evropy z mofe Paratethys v obdobi tretihor
(Englbrecht a kol. 2000, Hanfling a kol. 2002). Scénar tfetihorni kolonizace stfedni Evropy je
pro raka kamenace znacné nepravdépodobny (viz kapitola 5.1.1 o plivodu raka kamenace
v povodi Labe). Populace vranky dokazaly ziejmé prezit obdobi pleistocénnich glaciaci ve
stfedni Evropé (Englbrecht a kol. 2000), i kdyz béhem nich doslo k vyznamnym populaénim
propadum projevujicich se v sou€asnosti jako snizeni nukleotidové diverzity. Pro vranku bylo
navrzeno glacialni refugium v povodi Labe jakozto jediné mozné vysvétleni rozlozeni
genetické variability v ramci celého evropského arealu (Hanfling a kol. 2002). Englbrecht
a kol. (2000) a Hanfling a kol. (2002) vysvétluji kolonizaci povodi Labe vrankou minulym
propojenim povodi Dunaje a Labe, coZ je jedna ze dvou kolonizaCnich cest navrzenych

Machinem a Holdichem (2006) pro raka kamenace (viz kapitole 5.1.1).

5.2 Neuspésny pokus o sekvenaci dlouhého useku genu COI

Pokud by se podafilo UspésSné osekvenovat dlouhy usek genu COI, mohlo by to vést
u raka kamenace k podobnému zvySeni rozliSeni dat, jaké je vidét v praci Matallanse a kol.
(2011), kde byl poprvé u raka bélonohého uspésné osekvenovan dlouhy Usek genu COI
(1184 bp) pomoci primert COI-F a Scylla. V sekvencich ziskanych ze Spanélskych populaci
raka bélonohého tak byla objevena tfi nova variabilni mista za koncem kratkého useku COl,
coz vedlo ke zlepSeni udaju o genetické variabilité (Matallanas a kol. 2011) oproti dfivéjSim
studiim ze stejné oblasti, ve kterych byl pouzit standardni usek genu COI (Trontelj a kol.
2005, Diéguez-Uribeondo a kol. 2008). Pro porovnani jsou nejvhodnéjsi vysledky Diégueze-
Uribeonda a kol. (2008) ktefi pouzili standardni usek COIl amplifikovany primery COI-F
a COI-R. Mezi reprezentativnimi populacemi z iberské Casti arealu raka bélonohého nasli
Diéguez-Uribeondo a kol. (2008) dva haplotypy. Oproti tomu Matallanas a kol. (2011) nasli na

podobné, ale mensi sadé reprezentativnich populaci osm haplotypu.

Dlouha sekvence, kterou se mi podafilo ziskat pomoci primerd COI-F a CoxREV ma
vlastnosti, podle kterych jsou rozeznavany jaderné pseudogeny mitochondridlnich genu
(nuclear mitochondrial DNA, NUMT). O dalSich moznych sekvenci podobnych COI, které

nejsou pseudogeny piSi Baeza a Fuentes (2013). Sekvence podobné COI mohou byt
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dusledkem heteroplazmie (1j. vyskyt vice kopii mitochondrialniho genomu u jednoho jedince).
Konkrétné u tfasnénky Thrips tabaci nasli Frey a Frey (2004) u nékterych jedincl vice mirné
se lisicich COIl haplotypi. Cast z téchto haplotypli neobsahovala stopkodény a je
povazovana za dusledek heteroplazmie (Frey a Frey 2004). Oproti tomu mé sekvence
stopkodony obsahovaly a liSily se podstatné vice od standardniho useku genu COI. Dalsi
moznosti by bylo, Ze kopie mitochondridiniho genu vznikla duplikaci v ramci
mitochondrialniho genomu, to v8ak neni u korySu az na vyjimky bézné (Baeza a Fuentes
2013). Takze |ze pfedpokladat, Ze COIl podobné sekvence raka kamenale jsou opravdu
NUMT. ZpUsob rozpoznani pseudogenu souvisi s jejich podstatou. NUMT Ize povazovat za
dusledek probihajiciho evoluéniho procesu pfenosu mitochondrialni DNA do jaderného
genomu (Hazkani-Covo a Graur 2007). Tyto kopie mitochondrialnich gend jsou obvykle
nefunkéni a mohou se v nich tudiZz hromadit nepfeloZitelné mutace, které by u funkéniho
genu vedly k jeho eliminaci. Takovymi mutacemi mohou byt inzerce nebo delece nebo
pFitomnost stopkodond, které by naruSily pfeklad do sekvence AMK (Buhay 2009). Z vySe
popsaného vyplyva, ze nejdulezitéjSi kontrolou zda je sekvence funkénim genem je pfeklad
do sekvence AMK, ktery musi byt u spravné upraveného useku genu COIl plynuly.
V GenBank se nachazi mnoho sekvenci podobnych COI, které ale obsahuji odliSnosti
neslucitelné s funkénim genem. Buhayova (2009) pfedpoklada, ze jde ve vétsSiné pfipadud o
pseudogeny. Casti obsahujici stopkodény a dal§i chyby v sekvencich, které Buhayova
(2009) kontrolovala, jsou ale ¢asto umistény u konce jinak korektnich sekvenci. Muze jit tedy
jen o disledek Spatné manualni kontroly nespravné precteného konce sekvence (Filipova a
kol. 2011). V pfipadé chybnych sekvenci z GenBank nejde ale v mnoha pfipadech zjistit, zda
jde opravdu o pseudogen nebo jen o Spatné opravenou sekvenci. DalSi indicii k rozeznani
pseudogenu byla jeho odliSnost od ovéfenych sekvenci kratkého useku genu COI v
odpovidajicim useku. Na rozdil od vysledk( popsanych Baezou a Fuentesem (2013) moje
dlouhé sekvence pseudogenu mély ve vétsSiné délky jednoznacény prubéh kFivek

chromatogramu.

DalSim zplsobem, jak Ize odhalit pseudogen, je ovéfeni genetické variability mezi
sekvencemi: divergence mezi pseudogenem a mitochondrialnim genem u stejného nebo
pfibuzného taxonu je vySSi nez obvykle pozorovana v ramci daného taxonu z ddvodu
hromadéni mutaci v pseudogenu (Buhay 2009). Moznosti, jak snizit riziko amplifikace
pseudogenu, je pouziti tkané, ktera obsahuje co nejvice mitochondrii, Buhayova (2009)
doporuéuje zabry. Vzhledem k tomu, Ze soulasti této studie byla snaha o co nejmensi
posSkozeni raka kamenace, byl pro analyzu odebiran pereopod. OvSem pereopod obsahuje
hlavné svalovou tkan, ktera také obsahuje velké mnozZstvi mitochondrii, takze je

nepravdépodobné, Zze by osekvenovani pseudogenu souviselo s nedostatkem
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mitochondrialni DNA v izolatu.

Neni snad ani tfeba psat, Ze zaména jaderného pseudogenu za mitochondrialni gen maze
vést k chybnym vysledkim fylogenetickych a fylogeografickych studii. Pfikladem muize byt
fylogeneticka studie, jejiz autofi se setkali s velkym poétem pseudogent u &tvrtiny z 28
pfibuznych druht krevet. Sekvence pseudogenli mitochondridlniho genu COl a 12S
zahrnuté do fylogenetické analyzy utvofily skupinu bez ohledu na vztahy odvozené podle

funkénich mitochondrialnich genti (Baeza a Fuentes 2013).

U sekvenci ziskanych pomoci primerd COI-F a Scylla a extrakci z gelu bylo rovnéz
potvrzeno, ze nejde o sekvence genu COI. Ani u jednoho ze dvou ziskanych fragmentl se
nepodafilo ur€it zda jde o pseudogeny. Mala podobnost téchto sekvenci je vidét i na mife
jejich odliSnosti od sekvence haplotypu ht1 (viz vysledky), ke kterému vSechny pouzité
vzorky patfily. Lze predpokladat, Zze kdyby byl dlouhy fragment, ktery je sekvenci COI
podobnéjsi pseudogenem byl by podobny pfinejmensim nékterym mitochondrialnim
sekvencim nahranym v GenBank. Shodu s mitochondrialnimi sekvencemi jinych organismu
se podafilo najit jen ve dvou kratkych Usecich sekvence (viz vysledky) a jinak se tento usek
nepodobal zadné sekvenci z GenBank. Je mozné, Ze pfi extrakci z gelu se nepodafilo zcela
oddélit oba fragmenty, coz nasledné vedlo ke Spatné sekvenaci. Nejpravdépodobné;jsi duvod
neuspéchu pouziti reverzniho primeru Scylla je ten, ze tento primer u raka kamenace pfiseda
na jinou ¢ast genomu, nez je sekvence genu COI. Amplifikace dvou fragment( a nasledny

neuspéch pfi jejich sekvenaci po gelové extrakci popsali i Baeza a Fuentes (2013).

Z nékolika porovnavanych praci zabyvajicich se genetickou variabilitou COl genu
u desetinohych korysSt (Teske a kol. 2007) a zejména u rakd rodu Austropotamobius
(Braband a kol. 2006, Pedraza-Lara a kol. 2010, Matallanas a kol. 2011) se nepodafilo najit
dal$i kombinaci primerq, ktera by umoznila osekvenovani genu COI na délce blizici se 1100
bp, které jsem puvodné mél v planu osekvenovat. Nékteré kombinace primerl by
potencialné mohly vést ke zvySeni délky kratkého uUseku DNA, napfiklad amplifikace
primerem COI-F a DecapodCOI-R (Teske a kol. 2007) by vedla k prodlouzeni Useku genu
COl o0 57 bp.

Moje studie se zaméfila na osekvenovani jednoho dlouhého useku genu COI pomoci
znamych primerl atento postup bohuzel neuspél. Alternativou vedouci ke stejnému
vysledku (ij. ziskani prodlouzeného useku genu COI) by mohlo byt osekvenovani vice
kratSich prekryvajicich se usekl genu COIl. Takovy postup byl u genu COI pouzit v praci
studujici genetickou variabilitu u raka bélonohého (Pedraza-Lara a kol. 2010). Autofi této
studie ziskali usek genu COI dlouhy 657 bp slozenim dvou pFekryvajicich se Usekd genu

COIl. Prvni z téchto usekl byl ziskan pomoci primerd ORCO1F (Taylor a Hardman 2002)
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a ApaCOI1H (Pedraza-Lara a kol. 2010), druhy Usek byl ziskan pomoci primerd C1-J-2183
(Simon akol. 1994) a Scylla. Nicméné takto ziskany usek pfiblizné odpovida useku
ziskanému pomoci primerl CoxFOR a CoxREV (Braband a kol. 2006), ktery se se
standardnim usekem genu COI nepfekryva a tudiz by se nedal pouZzit pro porovnani s

béznym kratkym usekem genu COIl. Pouziti dvou dvojic primer( by bylo ¢asové a finanéné

viv s

Kromé& snahy o prodlouzeni kratkého useku genu COI Ize ziskat vice variabilni data
pouzitim jiného markeru. Mitochondrialni gen COIl, ktery jsem pouzil ve své studii je
nejpouzivangjSim genem ke studiu genetické variability a barcodingu (Hebert a kol. 2003).
DalS$i mitochondrialni geny €asto pouzivané u desetinohych korySa jsou geny 12S a 16S.
Tyto dva geny jsou napfiklad u krevet méné variabilni nez gen COI (Baeza a Funtes 2013).
Sekvenace genl 12S a 16S tedy nejsou pravdépodobné vhodnymi alternativami. U populaci
raka kamenale na sever od Alp dosSlo ke snizeni variability mitochondrialni DNA.
Mitochondrialni DNA je obecné nachyInéjsi ke ztraté variability v ddsledku zmenseni velikosti
populaci z toho duvodu, Ze se obvykle dédi jen v maternalni liniii a ma tudiz mensi efektivni
velikost populace nez jaderna DNA. Jaderna DNA si zachovava vétsi miru variabilitu
i u populaci, které proSly poklesem pocetnosti v minulosti. Gouin a kol. (2006) Uspé&sné
popsali scénaf postupného Sifeni raka bélonohého v Irsku pomoci metody RAPD pouzivajici
jadernou DNA, zatimco metoda RFLP u stejnych populaci odhalila pouze jeden haplotyp.
Podobné byla zjiSténa vysSi variabilita alozymovych lokust u €eskych populaci invazniho
raka pruhovaného (Filipova a kol. 2009) nez byla zjisténa pomoci genu COI (Filipova a kol.
2011). SniZeni mitochondrialni variability u raka pruhovaného bylo zpusobeno jedinou
introdukci nékolika desitek jedinct do Evropy (Filipova a kol. 2011). Lze tedy pfedpokladat,
Ze pro studium genetické diverzity a pfipadné i populacni diverzity raka kamenacée v povodi
Labe by byly nejvhodné&jsi jaderné markery. V sou€asnosti jsou nejpouzivanéjSimi jadernymi
markery mikrosatelity. Mikrosatelity jiz byly pro raka kamenace navrzeny (lorgu a kol. 2011).
Dalsi alternativou jsou nékteré z fady takzvanych metod sekvenovani pfisti generace (NGS),

které umoznuji napfiklad oskenovat cely genom (Mardis 2008).

6 Zaveér

Na zakladé zjisténych informaci o genetické diverzité raka kamenale v povodi Labe
a dalSich Castech stfedni Evropy se podafilo podpofit predpoklad pfirozeného puvodu
vétSiny populaci raka kamenace v povodi Labe. Dale byl navrZzen nejpravdépodobnéjsi
historicky scénar kolonizace povodi Labe na konci posledni doby ledové pfekonanim rozvodi
mezi povodim Dunaje a Labe v oblasti Ceského lesa. Rozhodujicim pro tyto zavéry je

rozloZeni haplotypové diverzity ve stfedni Evropé a stavajici znalosti o vyskytu raka
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kamenale v povodi Labe. Pouze upopulace zLu&niho potoka z Podkrkonosi je

nejpravdépodobnéjsim scénafem jejiho plvodu introdukce ze stfedniho Slovinska.

Vysledkem pokusu o sekvenaci dlouhého uUseku genu COI pomoci standardniho
barcodingového primeru COI-F a reverznich primeru CoxREV nebo Scylla vedly k ziskani
sekvenci, které nejsou sekvencemi genu COI. Primery CoxREV a Scylla pfisedaji uraka
kamenace na jinou ¢ast genomu, a pro zjiStovani genetické diverzity u tohoto druhu jsou
tedy nevhodné. ZkuSenosti ziskané v mé praci potvrzuji riziko sekvenace jadernych
pseudogenll nebo jinych ¢&asti genomu pfi snhaze osekvenovat Siroce pouzivany
mitochondrialni gen pro COI i pfi pouziti primert UspéSné pouzitych v jedno pfipadé u raka
kamenace (CoxREV) a u pfibuzného raka bélonohého (Scylla). Zaroven jsem si ovéfil, Zze

pecliva kontrola by méla zabranit zaméné pseudogenu a mitochondrialniho genu.

Z dalSich alternativ pro ziskani rozSifeného souboru dat se zdaji byt nejvhodnéjSimi
jaderné markery. Jaderné markery jsou obecné variabilnéj§i u populaci, které prosly
vyraznym snizenim pocetnosti. DetailngjSi pfedstavu o puvodu a historii populaci raka
kamenace je pravdépodobné mozné ziskat pomoci jadernych markert, mikrosatelitd, které
by mély byt u populaci raka kamenace na sever od Alp, variabilngjSi nez mnou studovany

mitochondrialni gen.
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