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* cotoje eDNA * jak eDNA odebirame

» predstaveni raCiho moru * co uz v CZ funguje
pfi vyzkumu raku




environmentalni DNA
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Co to je eDNA?

i L5k ;,;33 Ll + p OkryVé
- co je lokalniho pavodu? se celé povodi



Klasické pristupy pfi monitoringu raku:
 otaceni kamenu

» prohledavani korfenu, nor v bfezich

e pouziti vrsi a siti

Meéne bézné pristupy:

* vyuziti agregatu

« zkoumani trusu savcich predatoru a zaludku ryb
 hledani fotografii a videi na webu a socialnich sitich
 data od dobrovolniku / obéanskych védcu



Tradicni pristupy

Klasickeé pristupy pro studium biodiverzity ve vode: q;,‘z’
* lov do siti (Ci cedniku), seSkrabavani biofilmu... &Q

» odchyt vétSich zivocichu do ruky ¢€i do pasti
 technologie: sonary, kamery, miniponorky...

Vybrané problémy:

 vzorkovaci metody byvaji destruktivni

* malo pocCetné nebo skryte zijici druhy se tezko najdou
 uréovani je obtizné a experti odchazeji do duchodu %?‘
» spousta "bé&znych" taxon( jsou druhové komplexy §°

* rak neni na miste, kde ho hledam, ale o 500 m vys
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Vzorkovani eDNA




Zakladni cesty analyzy eDNA

detekce konkrétniho analyza slozeni
cilového druhu spolecenstva
(metabarcoding)

PCR
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Detekce chranenych / ohrozenych druhu







Detekce invaznich druhu
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Detekce patogenu




Raci mor

masove hynuti zacalo v Italii
roku 1859, od 70. let 19.
stoleti se nemoc rychle siri

vzhledem k devastujicim ucinku nazvana ,raci mor

patogen identifikovan az r. 1903 a potvrzen
jako puvodce nemoci az v r. 1934

oomycet (rasovka)
Aphanomyces astaci
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Aphanomyceé astaci Schikor, 1903 |



Zivotni cyklus Aphanomyces astaci

sporangia
7

Zoospory

raCi kutikula

parazit Uzce vazany na hostitele




hanomyces astaci
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evropsti americti
raci raci

desetinozci

sladkovodni krabi krevety



Hostitelske spektrum Aphanomyces astaci

zooplankton?




Americti raci: prenaseci moru

A. astaci je dle vSeho severoamerického puvodu

v dusledku koevoluce jsou americti raci schopni
dobre tolerovat infekci

silna a vCasna imunitni odpoved vede k obklopeni
hyf patogenu melaninem

odolné druhy raku v€as
zastavi rust A. astaci

citivée druhy to nezvladaji
a na infekti obvykle hynou
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Severoamericti invazni raci

pruhovany

= | stari

Americané*
Procam_b_arus \
clarkii - a
(1973) i &
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2004 -\F. cf vmlls q




Kdy mame mit podezreni na raci mor?

* masove hynou raci; ryby a jini vodni zivocichove
nejsou ovlivneni
* nejsou znamky nedostatku kysliku Ci znecisteni

* mrtvi, hynouci a zdanlive “zdravi” jedinci se
mohou vyskytovat na temze miste

* raci mohou byt neobvykle aktivni ve dne

* hynuti se posouva proti proudu

* jedinci v pozdnim stadiu
choroby vypadaji zmatene,
ztraceji koncetiny a hynou

raci na lokalite obvykle
vymrou










Sifeni raciho moru

primarnim zdrojem vzdy nakazeni hostitele

migrace nebo pasivni transport raku
(nakazeni jedinci puvodnich druhu, americti vetrelci)

kontakt puvodnich a nepuvodnich druhu
vypusténi nakazenych akvarijnich raku
alternativni hostitelé ??? N

3

,nakazena" voda obsahujici zoospory \Q '@
(pfevoz ryb, voda vylita z akvaria...) P\

kontaminovaneé vybaveni (holinky, sité...)
pfirozeni prenasedi (ryby uvnitf, ptaci zvenku) 7277



Nas pristup k eDNA odberum
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Simultaneous detection of native and invasive crayfish mEtO d
and Aphanomyces astaci from environmental DNA s
otestovana

samples in a wide range of habitats in Central Europe

peesrpeReaEl Ve spolupraci
s NVI, Oslo

Johannes C. Rusch'?, Michaela Mojzisova®

Trude Vralstad', ~\d un Petruse 1‘ 3

cenove prijatelny
systém “hobbymarket”

moznost zapojeni rliznych
subjekt’ do vzorkovani
(podniky Povodi, AOPK...)

Rusch et al. 2020, Neobiota




Klicove komponenty

vrtacka + ,,zahradni” cerpadlo
* nutny dostatecny vykon

(nasati vody do prazdnych hadic)

» velka kapacita baterii je plus

zahradni hadice
* |ze pripravit nékolik sad



Alternativa s peristaltickou pumpou (VUV)




Metoda detekce DNA raku a A. astaci

kvantitativni PCR (TagMan) se specifickymi
sondami na jednotlivé cilové druhy

Excitation Detected

emission




Co kdyz nic ve vzorku nenajdu?
. C||ovy aruH na |okall!e_ nenl

* je ho malo nebo je jinde %
* vzal jsem malo vody
 extrakce DNA nebyla efektivni

. » cilova DNA se nedari z nejakeho
duvodu namnozit




Co kdyz ve vzorku cilovou DNA najdu?

. clllovyI druh na lokalité jle
- eDNA piitekla odjinud %
. . * Vykalel se tam orel

eDNA privezl rybar na lodiCce
.+ byl tam, ale uz neni (zachovala se jen eDNA)
* moje metoda reaguje i na jinou DNA




hledani raku a jejich moru v nasich vodach
rak mramorovany na vysypce a v Praze
monitoring lokalit zasazenych

racCim morem v minulosti i pritomnosti
odbér patogenu z lokality zasazené racim
morem primo z vody

sledovani sireni raka signalniho

T
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na kontaktu s rakem ricnim
Norway

SRARLS



NeoBiota 58: 1-32 (2020) R e o
doi: 10.3897 /neobiota. 58.49358
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Simultaneous detection of native and invasive crayfish
and Aphanomyces astaci from environmental DNA
samples in a wide range of habitats in Central Europe

Johannes C. Rusch'?, Michaela Mojzisova?®, David A. Strand', Jitka Svobodova?,
Trude Vrilstad', Adam Petrusek?
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@ Aphanomyces astacl detection
q—" Astacus astacus detection

".—I ~ | Faxonius limosus detection

b Procambarus virginalls detection

r—P Pacifastacus leniusculus detection

Sampling point
River
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lokality v minulosti zasazené morem

EVL Zakolansky potok (rak kamenag, rak Fi¢ni) iy

uhyny na raci mor 2009+, zdroj patogenu: rak pruhovany | , ‘
populace nevyhynula kompletné

eDNA potvrzuje pretrvavajici pritomnost raka kamenace

i raka ricniho v povodi

pri usti potoka do Vltavy potvrzeno pronikani raka pruhovaného

EVL Stroupinsky potok (rak kamenag, rak ¥i¢ni)

uhyn na raci mor 2018, zdroj patogenu neznamy, akvarijni (?)
puvodni raky nenachazime, zadny americky rak nepotvrzen —
eDNA opakované naznacuje zdroj A. astaci v povodi 7
v letosnich odbérech slaby, ale konzistentni zachyt AN
eDNA raka ricniho n
prezivani raku v povodi, chronické infekce?

SRARLS



lokality nedavno zasazene morem

Lansky potok (rak fiéni) 8

podezrelé vymizeni raku 2023 09

L
0

pritomnost raka ricniho potvrzena z eDNA

ale: zaroven s tim konzistentni zachyt A. astaci

s velkou pravdépodobnosti to znamena, ze byl podchycen
zrovna dobihajici uhyn na raci mor

Bystrice (rak ¥i¢ni)

uhyny na raci mor 2023, zdroj patogenu: zatim nezjistén
odbér eDNA pod zasazenou oblasti

vysoké koncentrace cilové DNA

umozni urceni genotypu A. astaci

SRARLS



hledani invaznich druhu

Besenek (rak signalni, rak fi¢ni)
* Uhyny na raci mor 2009, zdroj patogenu: ,,domaci“
* o0 dekadu pozdéji navrat raka ricniho a pronikani raka signalniho
e pokusy s vyuzitim migracni bariéry
 eDNA potvrdila vyskyt raka signalniho i v Useku toku,
kde jesté nebyl nalezen tradicnim monitoringem

Radovesicka vysypka (rak mramorovany)
Dolni Chabry (rak mramorovany)
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