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Abstract

Crayfish plague caused by the oomycete Aphanomyces astaci (Saprolegniales) had eradicated many
indigenous crayfish populations throughout Europe at the turn of the 19th and 20th centuries. The pathogen
spreads by actively swimming zoospores, its mycelium grows in the crayfish cuticle. Crayfish affected by the
disease show unusual diurnal activity, spasmatic limb movements, subsequent loss of limbs, and finally they die.
Aphanomyces astaci is highly specific to crayfish, it does not infect other aquatic invertebrates or fish. The
diagnosis of crayfish plague was originally based on the pathogen cultivation, more reliable molecular methods
are available presently. Original hosts and carriers of A. astaci are North American crayfish species, resistant
to the acute disease as the pathogen growth in their cuticle is usually restricted by a strong immune response.
Introduction of such species (especially Orconectes limosus, Pacifastacus leniusculus and Procambarus clarkii)
to Europe and their further spread made crayfish plague again a serious threat for indigenous crayfishes.
Transmission of the pathogen can be either direct from infected crayfish or indirect via water or equipment
contaminated by zoospores. In Czechia, many plague outbreaks were recorded over a century ago but only few
records exist from the last decades. Between 2004 and 2008, however, we confirmed eight plague-caused mass
mortalities of indigenous crayfishes. Infected American crayfish were detected by molecular methods in 17 out of
28 tested Czech populations. Such populations represent permanent reservoirs of infection. In conclusion,
crayfish plague became recently one of the most serious problems for native crayfish conservation in Czechia.
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UvVOD

Racéi mor je onemocnéni smrtelné pro pivodni evropské druhy rakli. Zplsobuje ho
parazit Aphanomyces astaci (Oomycetes) a infekce je prenasena jeho pilivodnimi hostiteli,
raky pochdzejicimi ze Severni Ameriky. Ti byli do Evropy introdukovéni a dnes je mizeme
najit ve volnych vodach vétsiny evropskych zemi. V Ceské republice se vyskytuji pouze dva
ptvodni druhy rakt, rak ficni (Astacus astacus) a rak kamenal (Austropotamobius
torrentium). Oba jsou v soucasnosti negativné ovlivilovani mnoha faktory (napf. znecisténi
vody, regulace tokl, intenzivni rybaiské aktivity, zvySena predace) a patii podle zakona k
druhiim kriticky ohrozenym. Na nasem uzemi se vyskytuje také rak bahenni (A4stacus
leptodactylus), ktery ma status druhu ohrozeného, i1 kdyz zde s nejvétsi pravdépodobnosti neni
puvodni. Pochazi z vychodni Evropy a u nas se aklimatizoval poté, co byl pted vice nez sto
lety vysazen. Ceska radi fauna byla dale obohacena o dva severoamerické druhy, raka
pruhovaného (Orconectes limosus) a raka signalniho (Pacifastacus leniusculus). Rak
pruhovany se k nam rozsitil Labem z Némecka a dnes obyva kromé velké ¢asti tohoto toku i
Vltavu, dolni tGseky jejich pfitokli a n€které izolované stojaté vody (Petrusek a kol., 2006;
Filipova a kol., 2006a). Dal§im zdrojem Sifeni tohoto druhu v blizké budoucnosti pak mize
byt piilehlé slezské uzemi Polska, odkud nedavno rak pruhovany hranice CR piekroéil (Duris
a Horka, 2007). Rak signalni u nas byl zaznamenan zatim jen na nckolika lokalitach na
Moravé a v jiznich a zapadnich Cechach, kde byl vysazen (Kozak a kol., 2001; Filipova a
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kol., 2006b). Oba severoamerické druhy mohou v blizk¢é budoucnosti proniknout na
jihovychod naSeho tizemi i tokem Moravy, na jejimz dolnim toku byly v poslednim desetileti
zaznamenany (Pockl a Pekny, 2002; Petrusek a Petruskova, 2007).

(1épe snaseji znecisténi vody, rychleji rostou a rozmnozuji se, byvaji agresivngjsi; Lindqvist a
Huner, 1999) a k tubytku ¢i vytlaceni pivodniho druhu tedy casem muze dojit i bez
pritomnosti piivodce ra¢iho moru (Schulz a kol., 2006). Proto jsou tyto severoamerické druhy
v evropskych vodach v kazdém ptipadé nezadouct.

Ptestoze se u nés vyskytuji jak ohrozeni raci citlivi k ra¢imu moru, tak jeho potencialni
pfenaSeci, nevénovalo se tomuto onemocnéni az doneddvna mnoho pozornosti a thyny rak
byly Casto davany do souvislosti se znecisténim vody, aniz by se zjistovala jejich presna
pfi¢ina. Teprve v poslednich letech u nas probihd vyzkum roz§iteni 4. astaci. Jeho dosavadni

vvvvv

Historie zkoumani piivodce ra¢iho moru

Raci mor zdecimoval béhem druhé poloviny 19. a zacatku 20. stoleti mnoho populaci
puvodnich druhti rakd v Evropé, coz vyrazné ovlivnilo objem ulovki rakt a tehdy rozvinuty
obchod s nimi. Proto byl velky zdjem o to, aby byla pozndna podstata nemoci a zjistén
ptvodce, zpiisob jeho $ifeni a piipadna 1é¢ba nebo alespon prevence. Slo o zcela neznamou
nemoc a védci zacinali hledat jeji pfi¢inu, aniz by méli jakékoli voditko, jakym smérem se
ubirat.

Jako jeden z prvnich se o identifikaci patogenu pokouSel profesor mnichovské
univerzity B. Hofer na sklonku 19. stoleti (Soderhdll a Cerenius, 1999). Za ptivodce moru
oznacil ve své praci z roku 1898 bakterii, kterou nazval Bacillus pestis astaci (Krupauer,
1968). Proti jeho zjisténi ale v roce 1903 vystoupil F. Schikora, ktery popsal v souvislosti s
ra¢im morem organismus podobny vlaknité houb& a zatadil ho do skupiny Oomycetes pod
nazvem Aphanomyces astaci. Spor o puvodce rac¢iho moru byl vyfeSen az po vice nez tficeti
letech, v roce 1934, kdy O. Nybelin provedl prvni GspéSnou izolaci 4. astaci z hynoucich raki
a infekénimi pokusy potvrdil schopnost ziskanych kultur vyvolat ra¢i mor u pokusnych zvifat.
To byl jednoznaény dilkaz, Ze A. astaci je pivodcem onemocnéni (Soderhdll a Cerenius,
1999).

Hofer se Schikorou se také neshodovali v otazce, zda je rak pruhovany (tehdy
oznacovany jako Cambarus affinis) odolny proti ra¢imu moru. Hofer tvrdil, ze tento druh je
stejn€ nachylny jako ostatni raci, Schikora naopak, ze je vi¢i onemocnéni imunni (Volf,
1926).

Vysledky Nybelinovych pokusii zdhy ovéfili a v dalSim vyzkumu pokracovali W.
Schéperclaus (1935) a E. Rennerfelt (1936). Druhy zminény autor publikoval studii o
kultivaci, fyziologii a zivotnim cyklu A. astaci a podal také prvni podrobnéjsi popis parazita z
¢isté kultury (Soderhill a Cerenius, 1999). Krom¢ hyf a sporangii (asexualni ¢ast zivotniho
cyklu) pozoroval a popsal struktury podobné oogoniim, které slouzi k sexudlnimu
rozmnozovani oomyceti, a logicky usoudil, Zze A. astaci se rozmnozuje i pohlavné. Avsak
indukovat tvorbu sexudlnich stadii se od t¢ doby nikomu dal§imu nepodafrilo (Soderhill a
Cerenius, 1999) a dnes je A. astaci povazovan za druh bez pohlavniho rozmnozovani
(Alderman a kol., 1984), coz muze byt pfizpisobeni k parazitickému zplsobu Zivota.
Sexualni rozmnozovani totiz chybi i u jinych paraziti z rodu Aphanomyces napadajicich
zivocichy, napf. u parazita ryb A. invadans (Diéguez-Uribeondo a kol., 2009). Zavéru o
chybéjici schopnosti sexudlniho rozmnozovani odpovidaji i vysledky analyzy genetické
variability 4. astaci (viz kap. Geneticka variabilita A. astaci). Zjisténi oogonii Rennerfeltem
tedy zlstalo ojedin€lé a je velmi pravdépodobné, Ze §lo o pozorovani artefaktli nebo byla
kultura kontaminovana jinym, pravdépodobné neparazitickym druhem rodu Aphanomyces
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mnozicim se 1 pohlavné (Soderhédll a Cerenius, 1999). Z Rennerfeltova popisu A. astaci
vychazeli pak i dal$i autofi. Zminku o sexualnim rozmnozovani tak najdeme i v pozdéjsich
specializovanych monografiich o oomycetech (napt. Cejp, 1959) nebo piimo rodu
Aphanomyces (Scott, 1961).

Pracovistém s dlouhou tradici ve vyzkumu rac¢iho moru je Univerzita v Uppsale ve
Svédsku, kde se timto onemocnénim raki zabyval v 60. a 70. letech 20. stoleti T. Unestam.
Zajimal se ptedevSim o fyziologii A. astaci v laboratornich podminkach a o vztah mezi
patogenem a jeho hostiteli. Na jeho praci pozdgji ve Svédsku plynule navazali K. Soderhill,
L. Cerenius a dalsi. Ra¢im morem se vice zabyval také D. J. Alderman ve Velké Britanii. V
soucasnosti probiha vyzkum piedevSim v oblasti vyvijeni spolehlivych a rychlych postupli k
diagnostice patogenu.

Zarazeni, Zivotni cyklus a fyziologie plivodce ra¢iho moru

Dnes vime, Ze patogenem zplsobujicim onemocnéni zvané raci mor je Aphanomyces
astaci (aphano — z fectiny skryty, neviditelny; myces — houba; ¢esky se druh nazyva hnilecek
rac¢i; Cejp, 1959), organismus fazeny do fiSe Chromista, oddéleni Oomycota, tiidy
Oomycetes, fadu Saprolegniales a ¢eledi Saprolegniaceae (hnilobytkovité).

Jak bylo jiZ vySe popsano, u A. astaci je znam pouze asexualni Zivotni cyklus (Obr. 1).
Mycelium rostouci v substratu (v t¢le hostitele — raka) tvofi za urcitych podminek sporangia.
Ta produkuji do vodniho prostfedi pohyblivé zoospory, které umoziuji Sifeni patogenu. Po
prisednuti na podklad vznikaji ze zoospor cysty. Pokud je timto podkladem povrch téla raka,
cysty kli¢i a parazit proriistd do kutikuly, ¢imZ se cyklus uzavird. V piipadé€, Ze zoospora
encystuje na nevhodném povrchu, miize se cysta znovu zménit v zoosporu a pokraovat ve
vyhledavani vhodného hostitele (jev v anglické literatuie oznacovany jako ,,repeated zoospore
emergence”). U A. astaci nebyla nalezena zadna trvalé stadia (cysty vznikajici po prisednuti
zoospor na nevhodny substrdt maji Zivotnost v fadu dnl) a nebyl zjistén ani zadny
mezihostitel (Unestam, 1969a; Alderman a Polglase, 1986).

Obr. 1. Zivotni cyklus Aphanomyces astaci.
(K — kutikula raka; V — voda; P — jiny povrch nez ra¢i kutikula; A — mycelium; B —
sporangium s primarnimi sporami; C — ,,spore ball*; utvar tvofeny primarnimi cystami; D
— uvolnéna zoospora; E — encystace a opétovné uvolnéni zoospory; F — zoospora druhé
generace; G — cysta, H — klicici cysta), upraveno dle Cerenius a kol., 1988.

Fig. 1. Life cycle of Aphanomyces astaci.
(K — crayfish cuticle, V — water, P — other surface than crayfish cuticle, A — mycelium, B
— sporangium with primary spores, C — spore ball, D — free zoospore, E — encystment
and re-emergence of zoospore, F — zoospore of the second generation, G — cyst, H —
germinating cyst), according to Cerenius et al., 1988.

w
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Hyfy A. astaci jsou 7-10 pm S$iroké, nepfehradkované (piehradky jsou jen v mistech
oddéleni sporangii), vétvené a rostouci uvnitf substratu, nejen na jeho povrchu (Cerenius a
kol., 1988). V kultute byly pozorovany také spiralovité¢ stocené hyfy (Alderman a Polglase,
1986). Hyfy rostou v kutikule hostitele Casto paralelné s vldkny chitinu (Nyhlén a Unestam,
1975). Podle druhu napadeného raka zlistane riist mycelia omezen jen na kutikulu nebo hyfy
proristaji do celého téla. UZ Rennerfelt (1936; citovano v Soderhill a Cerenius, 1999) zjistil,
zZe rust je zastaven pii teploté vyssi nez 25 °C a ze patogen nepteziva vyschnuti.

Tvorba sporangii je indukovéana kontaktem s vodou v pfipad¢, kdyz mycelium vyroste
na povrch téla hostitele (to se déje ve veétsi mife napt. pii svlékani nebo uhynuti raka).
Indukce sporulace je pravdépodobné zpusobena nedostatkem zivin ve vodé oproti jejich
vysoké koncentraci v substratu (Soderhdll a Cerenius, 1999). Sporangia vznikaji
z nediferencovanych hyf, jsou protdhld a mivaji stejny pramér jako hyfy. Tvofi se vétSinou na
jejich koncich, ale v kultufe byla pozorovana i sporangia interkalédrni (Alderman a Polglase,
1986). Vytvareni sporangii probihd rychle (v kultufe trvd kolem 20 h) a rychlost tohoto
procesu je ovlivnéna teplotou vody (Alderman a Polglase, 1986).

Uvniti sporangia se rozdélenim cytoplazmy na mensi jednotky formuji primarni spory.
V jednom sporangiu vznika kolem 15-30 spor uspotfddanych za sebou. Uvoliuji se otvorem
na $picce sporangia, kde ihned probiha prvni encystace. Spora se pfi ni zakulati a na povrchu
se vytvoii bun&tna sténa (Olson a kol., 1984). Bunécné stény primarnich cyst jsou spolu
spojeny, takze zacystované spory se hned nerozptyli do okoli, ale wvytvari pro rod
Aphanomyces charakteristické kulovité utvary z cyst drzicich pohromad¢ (dulezity rozliSovaci
znak od jinych rodt oomycetl). V anglictiné se pro tyto utvary pouziva elegantni vyraz
»spore balls* (Obr. 1). Nékdy se spory ze sporangia neuvolni a encystace probéhne uvnitf né;.
I takové cysty jsou schopné normélniho kliceni a tvorby hyf (Alderman a Polglase, 1986).

Z primarnich cyst se uvoliluji zeslabenou casti bunééné stény zoospory o velikosti asi
8 x 12 um. Jejich tvar je ledvinovity a jsou pohyblivé. K pohybu jim slouzi dva boc¢né
pripojené biciky. Nez se biCiky pln¢ vytvofti, pohybuji se zoospory pomalu a nekoordinované
(Alderman a Polglase, 1986). Podle Rennerfelta (1936; citovano v Soderhill a Cerenius,
1999) jsou zoospory uvolilovany uz pti velmi nizkych teplotach (2—6 °C).

Zoospory aktivné (chemotakticky) vyhleddvaji nového hostitele. Chemotaxi se sice
nepodafilo jasné prokazat Unestamovi (1966), ale Cerenius a Soderhill (1984a) pozdéji uspéli
pii pozorovani pohybu zoospor smérem k ra¢i konceting (vysledek byl stejny u raka fi¢niho,
pruhovaného 1 signalniho). Nejvice byly zoospory pfitahovany ke kloubim a Spickam
koncetin, kde neni kutikula sklerotizovand. Chemotaktickd odpovéd’ byla pozorovana pfi
ruznych teplotach vody (5-20 °C). Také pii pouziti kousku agaru obsahujiciho extrakt
z raCich koncetin zoospory chemotakticky reagovaly. Jelikoz ale byly spory pfitahovany
i1k jinym substratim (reagovaly napf. na extrakt z kofent hrachu), autofi usoudili, Ze
chemotaxe je nespecifickd. Zoospora je podle nich ptitahovana riznymi potencidlnimi zdroji
zivin a chemotaxe tedy neni zodpovédna za hostitelskou specifitu parazita k raktim.

Pohybliva faze je kratka, zoospory piezivaji jen nékolik dnéi aZ tydnd. Zivotnost
zoospor byla hodné studovdna vzhledem k jejim praktickym disledkim. Doba zavisi na
teploté¢ vody a kmenu parazita (Alderman a kol., 1987; Diéguez-Uribeondo a kol., 1995).
V laboratornich podminkach pfi teploté 10 °C byly spory schopné infekce jesté po 6 dnech od
uhynuti raka, po 9 dnech se vSak uz ndkaza zdravého raka nepodatila (Matthews a Reynolds,
1990). Ve 14 °C byly zoospory z uhynulych rakl schopné infikovat pokusna zvifata déle nez
tyden (Unestam, 1969a). Podle Rennerfelta (1936; citovano v Soderhéll a Cerenius, 1999)
pieziji zoospory az 2 tydny v bahn¢. Studie citované v Oidtmann a kol. (2002b) ukazaly, ze
pii nizsich teplotach (od 0 do 10 °C) Ziji zoospory 14 dni i déle. Zivotnost zoospor je
prodlouzena opakovanou schopnosti encystace na pevnych substratech na omezenou dobu
(Soderhill a Cerenius, 1999).
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Bylo zjiSténo, ze tvorbé sporangii a tim i1 produkci zoospor zabrafiuje piitomnost
hotecnatych iontd (Rantamiki a kol., 1992). Také rast mycelia v kultute byl zpomalen nebo
zastaven, faze tvorby sporangii je vSak k piisobeni téchto iontl nejcitlivéjsi. Pridani MgCl,
(pti vysledné koncentraci alespont 100 mM) do akvéria s nakazenym rakem fungovalo jako
velmi u¢inna prevence pienosu onemocnéni na zdravé pokusné jedince. Tento poznatek se
zd4 byt vhodny pro pouziti v praxi (napi. v chovech rakl). Ovlivnéni patogenu je vSak vratné,
kdyz ptestane inhibitor piisobit, pokracuje 4. astaci dal ve svém vyvoji. Je mozné, ze praveé
zvysend koncentrace hofecnatych ionti omezujici produkci zoospor umoziuje dlouhodobé
prezivani rakl bahennich v nékterych tureckych jezerech s neobvyklym chemismem, v nichz
je hlasen vyskyt ra¢iho moru jiz od 80. let 20. stoleti (Harlioglu, 2008).

Po mobilni fazi nasleduje pfisednuti zoospory na povrch téla raka, a to nejCastéji na
casti té€la s mékkou kutikulou (napf. spodni strana zadecku). Parazit se také spiSe dostane do
téla v mistech poranéni (Nyhlén a Unestam, 1980). Naopak proniknuti do hostitele skrz
tvrdou kutikulu je mén¢ pravdépodobné (Nyhlén a Unestam, 1975).

Zoospora po prisednuti na povrch odvrhne bic¢iky a méni se v cystu. Encystace probiha
velmi rychle (n€kolik desitek sekund) (Olson a kol., 1984) a buné¢nd sténa je kompletné
vytvofena do 15 minut (Cerenius a Soderhill, 1984c). Cysta neni pravym klidovym stadiem,
jeji Zivotnost je omezena na nékolik dnli (Edgerton a kol., 2002). Encystace zoospor byla
v laboratofi vyvolana riznymi faktory, naptf. mechanicky (tfepanim), pfidanim rastového
média (zZivin) nebo CaCl, (Cerenius a Soderhéll, 1984c).

Cysta asi béhem hodiny po pfisednuti zoospory kli¢i, narusuje kutikulu raka a prorasta
do ni. Kliceni se dd u cyst uméle vyvolat pfiddnim roztoku CaCl,, Pronikéani hyfy do kutikuly
je umoznéno nejprve jeji lipolytickou aktivitou naruSujici svrchni vrstvu kutikuly a dale
produkci extracelularnich proteindz a chitindz parazitem (Soderhdll a Cerenius, 1999).
Chitinazy jsou u A. astaci produkovany neustale béhem kli¢eni a ristu mycelia (i v kultuie
bez pfitomnosti chitinu) na rozdil od jinych ptibuznych druhii oomyceti, které produkuji tyto
enzymy jen jako reakci na chitin. To je povazovano za jedno z pfizpisobeni parazitickému
zpusobu Zivota (Andersson a Cerenius, 2002). Hostitel naopak produkuje inhibitory téchto
enzymi (rizné 0¢inné u riznych druhl rakl), coz je soucast jeho imunitni odpovédi
(Diéguez-Uribeondo a Cerenius, 1998).

Pokud zoospora pfisedne na nevhodny povrch, napt. na télo hmyzu, nemize klicit,
protoze zde chybi signal, jeZ by kli¢eni indukoval (Soderhéll a Cerenius, 1999). Zméni se sice
v cystu, ale ndsledné se mize opét preméenit v pohyblivou zoosporu, ktera pokracuje v hledani
vhodnéjsiho hostitele. Tento proces se povedlo v laboratofi zopakovat az tiikrat. Treti
generace zoospor méla vSak o néco mensi schopnost kli¢it nez generace predchozi. Jakmile
ale cysta jednou za¢ne klicit, neni uz zpétna zména na zoosporu mozna (Cerenius a Soderhéll,
1984c). Schopnost zoospor opakované¢ encystovat je ziejm¢ dalSim pfizpisobenim
k parazitismu (Soderhéll a Cerenius, 1999).

Zda se, ze fazi rozhodujici o vysoké specifité A. astaci k rakim neni chemotaxe zoospor
ani encystace, ale pravé kliceni cyst (Soderhill a Cerenius, 1999). Tomu by odpovidalo, Ze
schopnost opakované tvorby zoospor z cyst (v piipad€, Ze na substratu neni cystou nalezen
potfebny spoustéc kliceni) byla objevena i u jinych parazitickych oomycetli (napi. paraziti
rostlin Aphanomyces cochlioides a A. euteiches nebo parazit ryb Saprolegnia parasitica)
a naopak se ziejm& nevyskytuje u saprofyti (napt. A. laevis a dalsi) (Soderhill a Cerenius,
1999).

K normélnimu prabéhu riznych fazi zivotniho cyklu A. astaci je potfebnd piitomnost
vapenatych iontl (Soderhdll a Cerenius, 1999). Napt. pii umélé iniciaci sporulace pomoci
roztoku CaCl, se primarni cysty normalné shlukly kolem otvoru ve sporangiu. Pfi pouZiti
destilované vody se vsak typické ,,spore balls“ nevytvorily a cysty se uvolnily do okoli,
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protoze jejich schopnost adheze na povrchy byla snizena. Pfitomnost vapenatych iontii ma
vliv také na uvoliiovani zoospor z cyst.

Specifita A. astaci, vliv nakazy na rizné druhy raku, piiznaky rac¢iho moru

A. astaci je parazit svysokou specifitou krakim. Unestam (1972) provadél
experimenty, pii kterych se pokousel infikovat timto patogenem rtizné druhy rakt, nékolik
druhti planktonnich koryst a jeden druh vidlonozce (Mysidacea). Infekce se vSak rozvinula
a mohla zptisobit thyn jen u raki. Existuji také nepublikované udaje o tom, Ze k onemocnéni
nejsou vhimavi a neptfenasi jej bézni sladkovodni benticti korysi, napt. bleSivci nebo berusky
(Soderhall, os. sd€l., 2005). Jediny piipad infekce jiného korySe nez raka zaznamenal Benisch
(1940; citovano v Unestam, 1972), kdyz se mu udajné¢ podafilo infikovat kraba druhu
Eriocheir sinensis, ktery na ra¢i mor uhynul.

Severoamerické druhy rakd jsou obecné velmi odolné k akutni fazi onemocnéni.
Souvisi to zfejmé s dlouhodobym vyvojem vztahu hostitel — parazit, ve kterém se ustanovila
rovnovaha umoziujici piezit obéma druhiim (Alderman, 1996). Parazit je schopny zit
v kutikule téchto raki, ale u jinak zdravych, neoslabenych jedinci nezplsobuje akutni
onemocnéni. Imunitni odpovéd’ severoamerickych raki je totiz mnohem silngj$i a G¢inné;si
nez u rakll nepochézejicich ze Severni Ameriky. Hyfy vétSinou nemohou proniknout dovnitf
do téla, ale zlistdvaji v kutikule, kde je jejich rlst zastaven silnou melanizaci.

Melanizace je obecné jednou z moznych obrannych reakci bezobratlych a rostlin proti
nékterym parazitim. Jde o produkci fenoloxidazy, coZ je enzym pieménujici fenoly na
melanin a chinony. Inhibi¢ni vliv té€chto produkti na 4. astaci byl prokazan in vitro. Melanin
také muize chranit hostitele pted toxiny uvolilovanymi parazitem. Fenoloxidaza je aktivovana
mimo jiné piitomnosti B-1,3-glukand bunéénych stén oomycetd stejné jako jejich
glykoproteiny (Soderhdll a Ajaxon, 1982; Cerenius a Soderhéll, 1984b). Fenoloxidaza je
produkovana buiitkami hemolymfy a kutikulou. Vaze se na povrch bunécné stény patogenu,
kde vytvari melanin (Unestam a Ajaxon, 1976).

Parazit je tak u severoamerickych rakti donucen setrvavat v klidovém stavu, neni vSak
zahuben (Oidtmann a kol., 2004). V piipad¢ stresu (znecisténi vody, nedostatek kysliku,
souCasné¢ napadeni jinym parazitem, atd.) nebo zranéni se snizuje obranyschopnost raka
a latentni infekce se mtze 1 u severoamerickych druhti zménit v akutni onemocnéni, pii némz
dojde k uhynu zvifete. Pokud je rak napaden extrémné vysokym mnoZstvim zoospor
(v laboratornich pokusech), miize zfejme na ra¢i mor uhynout také (Di€¢guez-Uribeondo a
Soderhéll, 1993). Hyfy v pribehu onemocnéni a po uhynuti raka vyrtstaji na povrch téla a do
vody jsou produkovany zoospory (Cerenius a kol., 1988). Ty se uvoliuji také pii svlékani
nakazenych rakil (Oidtmann a kol., 2002b) a zfejm¢ v mensim mnozstvi i u neoslabenych
zvitat mimo obdobi svlékani (Soderhill a Cerenius, 1999; Kozubikova, nepublikovana data).

Diky schopnosti nést latentni infekci jsou tedy severoamerické druhy rakd hlavnimi
pienaSe¢i nemoci na citlivé druhy. Pfitomnost latentni infekce byla prokazana u tfi druht,
které maji potencial se invazné §ifit po Evropé, a to u raka pruhovaného, Orconectes limosus
(Vey a kol., 1983), raka signalniho, Pacifastacus leniusculus (Persson a Soderhill, 1983;
Alderman a kol., 1990) a raka cerveného, Procambarus clarkii (Diéguez-Uribeondo a
Soderhill, 1993). Ne kazdy jedinec a zdé se, Ze ani ne kazda populace téchto rakli jsou vSak
infikovany A. astaci, proto je pravdépodobnost pfenosu nakazy na piivodni raky u rGznych
populaci razna. Procento infikovanych jedinci v populacich severoamerickych rakli muize
souviset s typem lokality, hustotou populace a historii osidleni lokality raky. Nezda se ale, Ze
by pritomnost infekce u severoamerickych rakti souvisela s pohlavim nebo velikosti téla
u dospélct (Kozubikova a kol., 2009)
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Vyse zminovana melanizace se projevuje jako hnédocervené, hnédé az cerné skvrny na
kutikule rakli (od mikroskopické velikosti az do priméru nékolika mm). Nepfitomnost
viditelnych skvrn v§ak neznamena, Ze raci nemohou byt nosici infekce (Cerenius a kol., 1988;
Johnsen a kol., 2007; Kozubikova a kol., 2009) a naopak pfitomnost melanizovanych skvrn
jednozna¢né nevypovida o piritomnosti patogenu ra¢itho moru (Persson a Soderhill, 1983;
Kozubikova a kol., 2009). Nékterymi autory jsou vSak tyto skvrny davany do uzké souvislosti
s ndkazou A. astaci. Na sledovani jejich pfitomnosti jsou zalozeny dlouhodobé¢ studie vyskytu
latentni ndkazy timto patogenem v populacich rakt signalnich ve finskych jezerech (Nylund a
Westman, 1983, 2000). Autofi provedli u nékterych jedinci mikroskopické vysetfeni
melanizovanych okrskt, ve kterych udajné nalezli vzdy jen hyfy odpovidajici morfologickym
charakteristikdm A. astaci. Skvrny podobné t€ém mikroskopovanym tedy dale povazovali za
projev nakazeni timto patogenem. Pomoci infek¢nich experimentii také ovéfili schopnost rak
s témito skvrnami zptisobit onemocnéni se znaky ra¢iho moru u rakt fi¢nich.

Zajimavé je, ze u jedné ze tii sledovanych finskych populaci raka signalniho nebyly
nikdy skvrny melaninu na racich nalezeny a raci signdlni zde dlouhodobé koexistovali
s populaci rakii fi¢nich, aniz by doslo k tthynu druhu citlivého na raéi mor. Slo tedy ziejmé
opravdu o populaci patogenem neinfikovanou nebo nakazenou jen nepatrné.

Zminéna populace raki signalnich byla zaloZzena pouze juvenilnimi jedinci, kteti byli
diive pokladani za nenakazené. Dnes je vSak diky velmi citlivym diagnostickym metoddm
jasné, ze 1 juvenilové severoamerickych rakti mohou byt nosici infekce (Pursiainen a kol.,
2008). Jsou vsak pravdépodobné infikovani méné nez dospélci, coz ukazuje uvedeny piiklad
z finského jezera. To by mohlo byt vysvétleno jednoduse tim, Ze juvenilové jsou vystaveni
infekénimu prostredi kratsi dobu nez dospélci a nakazit se mohou az pozd¢ji v prubéhu zivota.
Racata také mnohem castéji nez dospéli raci svlékaji kutikulu a efektivnéji se tak zbavuji
parazit, ktefi na ni rostou (Casté svlékani ale na druhou stranu muze vést k CastéjSimu
zvySeni mnozstvi zoospor v okoli raki, pokud jsou uz infikovani, a tedy vyssi
pravdépodobnosti zpétné ndkazy ze svlecek, ve kterych se parazit mize rozrlstat a
sporulovat). O pfenosu infekce z matky na mladd’ata a mife ndkazy u riznych vékovych
kategorii severoamerickych rakt se zatim vi jen velmi malo.

Obecné se predpoklada, ze vnimavost vii¢i onemocnéni je spole¢na vSem druhtim rakt
nepochazejicim ze Severni Ameriky. Vysoka citlivost k ratimu moru byla prokazana
u jedenacti druhii rakii z Celedi Parastacidae z Australie a Nové Guiney, dale u jednoho
japonského a vétSiny evropskych druht (Unestam, 1969c, 1975). VétSina dalSich vyzkumi
zabyvajicich se ra¢im morem u citlivych druhi vsak byla provadéna na evropskych racich.

Rist hyf A. astaci neni u vnimavych druht zastaven v kutikule (pfipadné€ jen na néjakou
dobu), ale hyfy proristaji dovnitf téla a napadaji nervovy systém a svalstvo. V posledni fazi
nemoci, kdy je zvife uZ velmi slabé, napada patogen ostatni organy (Unestam 1973; Oidtmann
a kol., 1999).

Zasazeni raci jsou neklidni a vylézaji i ve dne z tkrytl, coz je netypické chovani,
protoze evropské druhy rakli vykazuji za normalnich okolnosti no¢ni aktivitu. U rakl se mize
se objevit chlize na vysoko zvednutych nohach a kiecovité pohyby. Typickd je ztrata
koordinace a unikového reflexu (Alderman a kol., 1984). Pozd¢ji jsou raci nete¢ni, zistavaji
leZet na boku nebo na zadech a pii vyzvednuti z vody jim volné visi koncetiny. BéZné je
upadavani nohou a klepet a v drtivé vétsiné ptipadi raci zhruba do tydne az dvou hynou
(Krupauer, 1968; Alderman a kol., 1987; Oidtmann a kol., 1999; Oidtmann, 2000). Jednou
z pri¢in smrti mize byt toxicky efekt latek produkovanych patogenem (Unestam, 1973).
Symptomy nemoci se mohou objevit za rliznou dobu po nakaZeni, od n€kolika dn do
nékolika tydnti, Oidtmann (2000) uvadi az tfi mésice. Délka nemoci zavisi na teploté vody,
pti vyssi teplot¢ md onemocnéni rychlejsi prubeh (Matthews a Reynolds, 1990), a na poctu
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spor, kterym je zvife infikovano (Alderman a kol., 1987; Oidtmann, 2000). Akutni faze
nemoci nezahrnuje vzdy vSechny popsané ptiznaky, pribéh se mize lisit pravé v zavislosti na
rychlosti, sjakou nemoc probiha. U nemoci trvajici déle se vyvine vice ptiznakl (vCetné
melanizace v kutikule) nez u ptipadi velmi rychlé ndkazy (Alderman a kol., 1987).

Béhem vice nez stoleti ptitomnosti rac¢tho moru v Evrop¢, kdy byl na pivodni raky
vyvijen silny selekéni tlak ve sméru k odolnosti k 4. astaci, nebyla publikovana zadna zprava
o nalezeni rezistentni populace evropskych raki schopné dlouhodob¢ piezivat v rovnovaze
s parazitem podobné¢ jako severoamericti raci. Podle osobniho sdéleni prof. Séderhélla (2005)
v§ak byli ve Svédsku nalezeni raci #i¢ni odoln&jsi vici infekci, $lo viak o vzacné vyjimky.
Také raci ticni znékterych finskych jezer ptezivaji v pfitomnosti A. astaci ze skupiny
(kmene) A (viz kap. Genetickd variabilita 4. astaci) déle, nez pti napadeni A. astaci z jinych
skupin (Viljamaa-Dirks, os. sdél., 2008). Mlze tedy jit o Casem se zvySujici odolnost raki ke
kmenu parazita, ktery se do Evropy dostal nejdiive a bylo tedy nejvice Casu ke vzijemné
adaptaci.

Zda se vsak, ze rak bahenni je o néco odolnéjsi nez jiné zkoumané druhy nepochdzejici
ze Severni Ameriky. Pfi laboratornich pokusech, kdy byly do akvéria pfidany zoospory
A. astaci, vhynuli jen tfi jedinci z péti testovanych pii pokusu trvajicim 75 dnl (Unestam,
1969c). Z Turecka jsou také hlaSeny ptipady, kdy jezerni populace tohoto druhu zdecimované
morem nevyhynuly kompletné (Harlioglu, 2008). Specificka je pak situace ve tfech tureckych
jezerech, kde udajné dochazi k dlouhodobému ptezivani raki bahennich, pfestoze je u nich
patogen pritomen. Na téchto lokalitdich je vSak atypicky pomér hofe¢natych a véapenatych

wrwe

nakazy je extrémné zpomalena (Harlioglu, 2008).

Kontakt mezi populacemi ptivodnich evropskych a infikovanych severoamerickych
druhil rakd konci ve vétsin€ piipadii nakazenim pivodniho druhu ra¢im morem a néaslednym
vyhynutim celé populace. Dlouhodoba koexistence bez thynu pivodnich raki, pokud se
vzacné vyskytne, vétSinou neni zpiisobena rezistenci pivodniho druhu k 4. astaci, ale tim, ze
populace severoamerickych rakti na dané lokalité neni infikovéana, ptipadné se zde 4. astaci
vyskytuje v nepatrné mire. Napf. Nylund a Westman (2000) pies 30 let sledovali populaci
rakt signalnich ve Finsku vyskytujici se na jedné lokalité spolecné s raky fi¢nimi. Rezistence
rakil ficnich byla vyloucena pomoci infekénich experimentl, pii kterych vSichni nakaZeni
jedinci uhynuli. Populace severoamerickych rakd ptezivajici dlouhodobé s pivodnimi
evropskymi raky byly nalezeny i v dalSich zemich (Bubb a kol., 2005; Schulz a kol., 2006)
ataké u nds (Kozubikovda a kol.,, 2009). Zatim vSak neni jasné, zda podminkou pro
koexistenci musi byt naprostd absence patogenu na lokalité, nebo jestli ptivodni raci mohou
prezivat v pfitomnosti severoamerickych raki s velmi nizkou mirou nakazy.

Evropské druhy rakti vS§ak mohou né&jakou dobu ptezit i v pfitomnosti vice nakazenych
prenasecli A. astaci. Doba, nez dojde k propuknuti hromadného hynuti vnimavych druht, je
rizné¢ dlouhd a zavisi na hustoté populaci rakl. Pocet zoospor v prostfedi je zpocatku
pravdépodobné nizky, protoze se uvoliuji v malém mnozstvi jen z pfenasecti omezujicich rtst
parazita svym imunitnim systémem. Jakmile ale zac¢nou hynout nakaZeni vnimavi raci,
mnozstvi zoospor v prostiedi se zvysi a ndkaza se lavinovité rozsifi, az dojde k vyhubeni celé
populace citlivého druhu (Oidtmann, 2000).

Piestoze byly zaznamenany piipady koexistence pivodnich a severoamerickych rakt
a A. astaci se na takovych mistech nevyskytuje (nebo jen v mizivych mnozstvich), americti
raci stale zlistdvaji substratem pro patogen, ktery se teoreticky ¢asem v populaci miize objevit
ve vetsi mife (napt. po vysazeni nebo imigraci infikovanych rakl do stavajici populace nebo
pfi pfenosu zoospor z jinych mist, napt. pii rybarskych aktivitach).
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Pi'enos patogenu

Pienos ptivodce ra¢itho moru je vzdy zptsoben primarné lidskou ¢innosti a patogen se
nasledné¢ §ifi samovolné¢ v piirod¢, a to vodou nebo migraci rakli a dalSich zivocichd.

Na nové¢ lokality se A. astaci mize dostat pfedev§sim vysazenim infikovanych raki, at
uz jde o nakazené puivodni nebo o severoamerické druhy (Nylund a Westman, 1995). V tadé
evropskych statl jsou raci vysazovani za Gcelem pozdéjsiho lovu. V nasich podminkach je
Cast¢jSi nekontrolované vysazovani severoamerickych rakii napt. z estetickych dtvodi, na
jejich siteni se n¢kdy podileji rybafi a potapeci, at’ uz védomé ¢i nevédomé. Nelze vyloucit 1
nebezpeci vypousténi rakii z akvarijnich chovii, timto zplisobem byly zalozeny evropské
populace né&kterych vzacnéjSich druhii rodu Orconectes (napt. Ahern a kol., 2008). Raci
mohou byt také prevazeni jako ndvnada nebo krmivo pro ryby (Oidtmann a kol., 2002b).
V nékterych piipadech souvisi pfenos neptivodnich rakli na nové lokality s neinformovanosti
vetejnosti, kdy si lidé mysli, ze pomahaji ohrozenym druhtim, a pfitom je nerozeznaji prave
od druhli neptivodnich. Stejné tak neni vylouceno piemisténi piivodnich rakli hynoucich na
rac¢i mor neinformovanymi lidmi v domnéni, Ze divodem hynuti je napt. znecisténi vody.

Severoamericti raci se z mist pivodniho vysazeni mohou dale Sifit diky svym
migra¢nim schopnostem a vody jimi obsazené jsou pak kvuli latentni pfitomnosti 4. astaci
neobyvatelné pro ptivodni druhy. Vznikaji tak trvalé rezervoary nakazy.

Dalsi prokdzanou moznosti Sifeni patogenu lidskou ¢innosti je pfenos zivych zoospor
pfi vysazovani ryb. Alderman a kol. (1987) provad¢li laboratorni pokusy se pstruhy simulujici
bézné zachédzeni s rybami (tedy aniz by ryby po odlovu premistili nékolikrat do ¢isté¢ vody).
Timto zplsobem se infekce na raky pfenesla. Stejné tak se muze infekce S§ifit s rybami
ur¢enymi jako navnada (Nylund a Westman, 1995). Mezi rybami mohou byt né¢kdy nahodné
pfeneseni 1 nakaZeni raci (Oidtmann a kol., 2002b). Infekce se S§ifi s vodou obsahujici
zoospory nebo na jakychkoliv predmétech, které piiSly s infikovanou vodou do styku a
zustaly mokré nebo alespont vlhké. Muze jit o mokré rybatské nacini (sité, vrse, atd.), pasti na
odchyt rakd, mokrou nebo zablacenou obuv, lod¢, kola aut atd. (Alderman a kol., 1987;
Reynolds, 1988; Taugbel a kol., 1993; Oidtmann, 2000).

V piipadé thynu rakti na mor jsou dalsi populace vnimavych druhti v tekoucich vodach
ohrozeny po proudu od zdroje infekce, kam jsou zoospory rychle pfenaSeny vodou. Pienos
proti proudu je pomalejsi, ale také velmi pravdépodobny, a to migraci infikovanych raki
(Taugbel a kol., 1993; Nylund a Westman, 1995) nebo ryb (Oidtmann, 2000). Rychlost tohoto
pohybu zavisi na hustoté populaci, migracni aktivité a pripadné pfitomnosti piekdzek na
vodnim toku (hraze, jezy, vodopady), které zabranuji Sifeni téchto organismi (Nylund a
Westman, 1995). Sifeni infekce bylo ve dvou piipadech uhyni v CR prokazatelné zastaveno
pod hrazi rybnika, nad nimz jiz raci nebyli nemoci napadeni (Kozubikova a kol., 2008;
Petrusek, nepublikovana data).

Ptenos nakazy pomoci ryb byl studovan detailnéji s cilem zjistit, jestli ryby funguji jako
vektor patogenu v ptirodnich podminkach. Bylo zjisténo, Ze A. astaci je in vitro schopen
kli¢it, vytvorit mycelium a produkovat zoospory na vypreparovanych Zabrach lososa Salmo
salar (Hall a Unestam, 1980). Vysledky naznacujici, ze by se obdobnym zptsobem mohla
teoreticky Sifit infekce i v pfirod¢, vSak zatim nebyly potvrzeny. Pienos infekce na povrchu
téla ryb studovali Oidtmann a kol. (2002b) jak u zdravych, tak i u poranénych ryb (pstruh
duhovy). Pfi jednom pokusu byly ryby ponechany 24 h v kontaktu s nakaZzenymi raky v
posledni fazi nemoci a v druhém vystaveny stejnou dobu vodé s vysokou koncentraci
zoospor. Pak byly tfikrat premistény do Cisté vody, aby se vyloucila moznost kontaminace
vodou. Pfenos na vnimavé raky nebyl zaznamendn ani po Sesti mésicich trvani pokusu.
Stejnou praci byl vSak doloZen ptenos infekce po prichodu ra¢i kutikuly obsahujici hyfy
A. astaci travicim traktem ryby. Kutikula byla jen ¢astecné natrdvena, takze patogen mohl
ptezit, a po jednom az dvou mésicich (zéalezelo na druhu ryby) byl zjistén tthyn pokusnych
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rakl. Dravé ryby, pro nez jsou raci soucasti potravy, tedy mohou v piirodé pravdépodobné
napomahat pienosu infekce. Ryby, kterym byla vpravena do zaludku suspenze zoospor nebo
¢isté myceliem, vSak infekéni nebyly.

Také vodni ptaci a predatofi rakt pravdépodobné mohou pftispivat k Sifeni ndkazy
v ptirodnich podminkéach (Oidtmann, 2000). Zmény v chovani raka pii akutni formé raciho
moru (denni aktivita, opousténi ukrytd, neteCnost) zplsobuji, Ze se snadnéji stavaji potravou
predatorti (napt. vyder, norkl, vodnich ptaka). Ti pak mohou déle Sitit ndkazu (kontaktem,
prenesenim kofisti na jiné misto). Nepravdépodobné je vSak pieziti zoospor po prichodu
travicim traktem savce nebo ptéka. Pii laboratornich pokusech, kdy byli raci uhynuli na raci
mor nechdni 12 h ve 37 °C, nebyla nalezena Zadna infek¢ni stadia patogenu (kultivace i
infek¢ni pokusy byly negativni) (Oidtmann a kol., 2002b).

Metody detekce A. astaci a jejich vyvoj
Kwvtli zavaznosti ra¢itho moru byly vyvijeny snahy o co nejspolehlivéjsi a nejrychlejsi
urceni patogenu. Mozné jsou nasledujici zpisoby:

1)  Vizualni zhodnoceni Zivych a uhynulych rakii, sledovani okolnosti thynu

Pro masové uhyny citlivych druht rakii na ra¢i mor je charakteristicka velmi vysoka
mortalita, typicky az 100 % populace (Oidtmann a kol., 1999). Ovlivnén vsak neni jiny
makrozoobentos (larvy hmyzu, blesivci apod.) ani ryby, protoze patogen je specificky pouze
pro raky. V tekoucich vodach se ndkaza casto §ifi i proti proudu migraci infikovanych
jedinct, ¢imz se raci mor odliSuje od thynu zptisobeného nahlym znecisténim vody. Pokud je
epidemie zachycena v rozvinuté fazi, byvaji raci nalézani v riiznych stadiich onemocnéni (jak
zdanlivé zdravi, tak 1 umirajici a mrtvi), protoZze nakaza se mezi jedinci Sifi postupné.
Ptiznaky akutni faze ra¢iho moru (viz vyse), uvadéné jako typické pro tuto nemoc, mohou byt
ale podobné iu jinych onemocnéni (Edgerton a kol., 2004), takze samy o sob¢& nestaci ke
spravné diagndze.

Hyfy parazita mohou byt idajné¢ viditelné pouhym okem, a to na kloubech koncetin a na
oc¢nich stopkach raka (Krupauer, 1968). Objevuji se vSak az v posledni fazi nemoci nebo az
po uhynuti raka, kdy patogen vyriista na povrch téla hostitele. 4. astaci vSak nelze odlisit od
jinych podobnych oomycetli ziadu Saprolegniales, jejichz vegetativni mycelia jsou si
morfologicky velmi podobna. Ptibuzné saprofytické nebo fakultativné parazitické druhy jsou
ve vodnim prostfedi bézné a Casto se nalézaji i na povrchu téla rakd, zvlasté na uhynulych
jedincich. Pfitomnost porostu hyf na umirajicich nebo cerstvé mrtvych racich nestaci jako
dikaz, Ze zvitata uhynula na ra¢i mor.

U raka (pfedevsim severoamerickych, ale nékdy i u druht citlivych k ra¢imu moru) se
mohou v souvislosti s ndkazou A. astaci vytvofit pouhym okem viditelné¢ depozice melaninu
(viz vyse). Tyto skvrny jsou vSak neodliSitelné od téch, které vznikly jako reakce na jiné
parazity (Persson a Soderhill, 1983). Melanizace je totiz obecnou soucasti imunitni odpovéedi
rakl na infekce rizného ptvodu, proto zjiStovani ptitomnosti A. astaci u raka podle vyskytu
skvrn melaninu neni pfili§ spolehlivé (Kozubikova a kol., 2009).

2)  Mikroskopické vysSetieni vzorki kutikuly

Hyfy je ¢asto mozné v kutikule napadené¢ho raka mikroskopicky pozorovat (Obr. 2),
ato iuodolnych druhli a u jedincl bez vnéjSich znamek onemocnéni. Avsak ani v ptipadé
pozitivniho nalezu nelze s jistotou tvrdit, ze se jednd o A. astaci kvuli jeho podobnosti
sjinymi piibuznymi druhy. Neexistuji totiz zddné spolehlivé morfologické znaky na
vegetativnim myceliu, podle kterych by bylo mozné odlisSit A. astaci od jinych druhii rodu
Aphanomyces (Royo a kol., 2004; Ballesteros a kol., 2006).
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Obr. 2. Hyfy rostouci v kutikule raka fi¢niho infikovaného ra¢im morem, lokalita Bojovsky
potok, 2005. Hyfy odpovidaji charakteristice A. astaci. (Foto Eva Kozubikova).

Fig. 2. Hyphae growing in the cuticle of Astacus astacus infected by crayfish plague, locality
Bojovsky brook, 2005. Hyphae correspond to A. astaci characteristics. (Photo by Eva
Kozubikova).

RozliSovani jednotlivych druhti v ramci ¢eledi Saprolegniaceae je vétSinou zalozeno na
morfologii sexudlnich stadii, nestaci tedy pozorovat pouze vegetativni mycelium, pifipadné
sporangia. Vzhledem k tomu, ze pohlavni faze nebyla u A. astaci potvrzena a pravdépodobné
se u tohoto druhu ani nevyskytuje, zistdva jeho spolehlivd identifikace pomoci
morfologickych znakii téméf nemozna (Cerenius a kol,, 1988). Je také vysoka
pravdépodobnost, ze pii mikroskopickém vySetfeni bude zkouman vzorek kutikuly bez hyf,
prestoze je jedinec infikovan na jiném misté téla. Mikroskopické vySetteni Casti kutikuly
muze byt pouZito pred kultivaci patogenu, aby bylo zajist€no, Ze ve vzorku je pfitomno
inokulum pro kultivaci (Cerenius a kol., 1988). Pfitom musi byt pozorovany tyto znaky:
vegetativni mycelium musi byt nepfehradkované (ptehradkou jsou odd€lena jen sporangia),
byva vétvené, hyfy maji 7-10 um v priméru, konce hyf jsou zakulacené. Mycelium také musi
rust uvnitt kutikuly, nejen na jejim povrchu (Cerenius a kol., 1988).

U severoamerickych rakl, pienaSecti choroby, je nékdy mozné mikroskopické
pozorovani melanizovanych hyf nebo skvrn, coz je pfesnéjsi nez pozorovani pouhym okem
(zachyti se i mensi depozice melaninu a Iépe se rozlisi napt. od drobnych poranéni), avSak
existuje zde stejné omezeni (melanizace nemusi nutné¢ znamenat piitomnost 4. astaci). Jak uz
bylo zminéno, neni také mozné mikroskopicky vysettit veskerou kutikulu raka (i kdyby se
pozorovatel zaméfil jen na mékkou kutikulu, ktera byva patogenem mnohem castéji
napadena).

3) Kultivace patogenu a zpétné nakaZeni pokusnych zviirat

Kultivace je v této praci uvedena mezi metodami detekce 4. astaci, coz byl diive také
jeji hlavni vyznam, je vSak tifeba si uvédomit, Ze ziskat Cistou kulturu mikroskopického
patogenu je zakladni krok umoznujici také jakykoli jeho dals§i vyzkum (napf. studie
patogenity, morfologie, fyziologie, zivotniho cyklu, atd.).

Kultivace A. astaci skryva tfadu potizi. Detekce patogenu timto zplsobem je Casové
narocna (test trvd minimalné tfi tydny, Oidtmann a kol., 2004), vyzaduje kulturu citlivého
druhu rakt pro infek¢ni pokusy (vétSinou ohrozenych druhti), a zdaleka ne u kazdého piipadu
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nakazy se podaii patogen kultivovat. Velkym problémem je kontaminace kultur bakteriemi
a jinymi druhy oomycetli béZznymi ve vodnim prostiedi. Ty jsou vétSinou pfitomny na tkanich
raka pouzitych pro inokulaci a rostou rychleji nez A. astaci (Oidtmann a kol., 1999;
Kozubikova, vlastni pozorovani). Kultivace je vétSinou tispé$nd jen z umirajicich nebo Cerstve
mrtvych raki. V prvnich fazich onemocnéni je mycelium A. astaci jesté malo rozvinuté a
naopak na télech jedincti uhynulych pted delSi dobou se uz vyskytuje ptili§ mnoho dalSich
organismil zpusobujicich kontaminaci kultury. Casto neni mozné vhodny material pro
kultivaci zajistit, napt. kvili pozdnimu zachyceni thynu, kdy jsou na lokalité uz jenom delsi
dobu uhynuli raci. Jindy neni dostupna patiicné¢ vybavena laboratof, kde se kultivace da
provést. Oidtmann a kol. (1999) uvadi, Ze 1 pfi optimalnich podminkéch je pravdépodobnost
zachytu pomoci kultivace nanejvys 70 %. A. astaci 1ze izolovat i z melanizovanych okrskli na
kutikule infikovanych severoamerickych raki, ale s je$t€ mnohem mensi pravdépodobnosti.
Napt. Diéguez-Uribeondo a kol. (1995) uspésné kultivovali patogen z raka cerveného,
Procambarus clarkii.

Ke kultivaci se pouziva specialniho zivného média a postupu, ktery byl zdokonalovan
od 30. let 20. stoleti. Prvni uspéSnou kultivaci A. astaci provedl Nybelin (1934) za pouziti
média slozené¢ho z agaru a raci hemolymfy. Inokulacni tkani byla ¢ast nervu ze zadecku
infikovaného raka a aby se zabrdnilo kontaminaci bakteriemi, byla kultura nasledné
preockovana na nové sterilni médium (citovano v Oidtmann, 1999).

Kultivaci se dale zabyval Rennerfelt (1936; citovano Unestamem, 1965), ktery zkousel
A. astaci péstovat na ruznych substratech. Zaznamenal dobry rist na mediu s pfidanim
hemolymfy rakti rodu Astacus a Orconectes a na mediu s krvi riznych obratlovcli. Oomycet
vSak nerostl na sladu a ovoci, coz naznacuje, ze A. astaci s nejvétsi pravdépodobnosti neni
schopen Zzit jako saprofyt voln¢€ v prostiedi.

V 60. letech pokracoval ve vylepSovani kultivaéniho postupu Unestam (1965).
K inokulaci s Gspéchem pouzil krom¢ nervu (podle Nybelina) i kousky infikované raci
kutikuly. Testoval také rizna dal§i média. Podatilo se mu na rozdil od Rennerfelta kultivovat
A. astaci na pepton-glukézovém médiu a dale také na jednoduchém minerdlnim médiu, coz
postup kultivace zjednodusilo.

Alderman a Polglase (1986) zkouseli kultivaci 4. astaci na médiu RGY (river-glucose-
yeast) obsahujicim fi¢ni vodu, glukézu a vytazek z kvasnic, na kterém rostl dobie ptibuzny
paraziticky druh Saprolegnia parasitica. Do RGY agaru pfidali antibiotika, ktera neovliviiuji
rust A. astaci, a to penicilin G (zabranuje rastu grampozitivnich bakterii) a oxolinovou
kyselinu (je ucinnd proti gramnegativnim bakteriim), ¢imz vzniklo dostatecné selektivni
médium poskytujici dobré vysledky pii péstovani A. astaci.

Cerenius a kol. (1988) pfinesli dalsi novinky ke kultivaci patogenu. K inokulaci
pouzivali prednostné meékkou kutikulu ze spodni strany zadecku raka a kontrolovali
mikroskopicky, zda v ni rostou hyfy o morfologickych charakteristikdch odpovidajicich
A. astaci. Inokulum vkladali do sklenéného krouzku ptredem =zataveného do pepton-
glukézového agaru. Hyfy mohly lehce proriist do média pod krouzkem a rozriistat se vné
ohrani¢en¢ oblasti, avSak pro bakterie rostouci jen na povrchu média to byla uc¢inné prekazka.
Cerenius a kol. (1988) také popsali kultivaci 4. astaci z infikovanych severoamerickych rak.
Patogen lze kultivovat z kutikuly obsahujici melanizované hyfy, ale je zde velké riziko
kontaminace jinymi oomycety, které také vyvoldvaji melanizaci. Proto je vyhodné&jsi postup
zalozeny na indukci akutniho onemocnéni, a to injekci Zymosanu (bakterialnich bunéénych
stén) do téla raka. To oslabi jeho imunitu a podlehne infekci, kterou prenasi. Dalsi postup je
stejny jako u citlivych vnimavych druhi uhynulych po setkani s patogenem.

Oidtmann a kol. (1999) zkombinovali pfedchozi metody a zvysili tak ucinnost
kultiva¢niho postupu. Mékka kutikula ze spodni strany zadecku raka byla pted kultivaci
umisténa do sterilni vody, aby nevysychala. A. astaci je totiz k vyschnuti extrémé citlivy
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(Alderman a Polglase, 1986). Pfed inokulaci byla ¢ast vzorku mikroskopicky vySetfena na
ptitomnost hyf. Pokud je obsahovala, pouzila se zbyld ¢ast k naockovani na RGY agar
s antibiotiky (podle Aldermana). Mycelium vyrostlé vné sklenéného krouzku se pak
pteockovalo na pepton-glukdzovy agar.

Nejnoveji publikovanym postupem kultivace je metoda podle Viljamaa-Dirks a
Heinikainen (2006). Autofi pouZzivaji nové jako inokulum celou koncetinu raka nebo celou
kutikulu ze spodni strany zadecku bez ptedchoziho mikroskopického vySetfeni vzorku.
Kontaminaci jinymi organismy omezuje kratké umisténi vzorku do 70% etanolu s naslednym
omytim sterilni vodou. Vyristajici hyfy jsou sledovany pod mikroskopem a pfeockovana je
jen ta ¢ast, kde se nevyskytuji jind vldkna oomycetd nez ta, kterd odpovidaji charakteristice
A. astaci.

Ani u ziskané €isté kultury nelze A. astaci mikroskopicky s jistotou urcit (Oidtmann a
kol., 1999), proto bylo pfed vyvinutim molekularnich test vzdy potfeba ovéfit, zda jsou
zoospory vypéstovanych oomycetl infekéni pro citlivé druhy rakl a tedy jestli vyvolavaji
onemocnéni s ptiznaky ra¢itho moru. V laboratornich podminkach je typicka 100% umrtnost
téchto rakl. K infek¢nim pokustim je tieba ziskat zoospory vypéstované z kultury. In vitro se
sporulace indukuje pfemisténim mycelia do média s CaCl, nebo ptfidanim sterilni #i¢ni vody
(Unestam, 1969b; Alderman a kol., 1984; Cerenius a Soderhill, 1984c). Lze pouzit také
destilovanou vodu (pro piesny postup indukce sporulace viz napt. Cerenius a kol., 1988).
Zoospory se pak ptidaji do akvaria s raky nekterého z vnimavych druhti. Po jejich thynu by
mélo byt mozné opét patogen z raki izolovat.

Kultivace s naslednymi infekénimi pokusy byla pfed vyvinutim molekularnich
detekénich metod jedinym zptisobem, jak potvrdit spravnou diagnézu A. astaci.

4)  Molekularni metody detekce pomoci analyzy DNA

Tento zplsob detekce neni na rozdil od pfedchozich zaloZen na pozorovéani a ur€ovani
patogenu podle morfologickych, fyziologickych nebo infekénich charakteristik, ale jen na
zjisténi pfitomnosti ¢asti jeho genomu ve vzorku. To umoziuje jednoduse odlisit A. astaci od
jinych oomycett vyskytujicich se napf. jako komenzalové na kutikule raki, coz je u ostatnich
metod velmi obtizné. Molekularni metody podstatné¢ zkracuji dobu pottebnou k diagndze
nemoci (test trvd od ziskani biologického materidlu po vysledek 2-3 dny), jsou vyrazné
spolehlivéjsi 1 citlivéjsi nez ptedchozi postupy. Vyuzitelné jsou samoziejmé i pro ur¢ovani
neznamych vzorkd v kulturach.

Prvni metoda zalozend na analyze DNA se dala pouzit pouze k detekci 4. astaci z Cisté
kultury (Oidtmann a kol.,, 2002a). Uz to vSak bylo velmi vyznamné, protoze
k diagnostikovani moru nebylo tfeba nasledné po kultivaci provadét infekéni experimenty na
ohrozenych evropskych druzich rakd. Tato metoda vyuzivala analyzu polymorfismu délky
restrikénich fragment (RFLP). Prvnim krokem byla amplifikace relativné konzervativni ¢asti
genomu pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR). Konkrétné §lo o usek 28S rDNA
(jaderny gen kodujici rRNA vétsi podjednotky ribozému) o délce 1050 bp. Na namnozenou
DNA byly aplikovany tii restrikéni enzymy (Alu I, Hind III a Ava I), které rozstiihaly usek na
krat§i fragmenty. Pocet a délka fragmentl (tzv. restrikéni vzor) je pro jednotlivé taxony
specificky, takze bylo mozné naslednou elektroforézou odlisit A. astaci od jinych oomyceti.

V soucasné dobé uz neni pro Ucely detekce nutné patogen kultivovat, jelikoz byly
vyvinuty a dale vylepSovany PCR metody pro analyzu izolath DNA ziskanych piimo
z kutikuly jak hynoucich citlivych raki, tak severoamerickych pienasecti (Oidtmann a kol.,
2004, 2006). Nepouzivaji se restrikéni enzymy, ale metody spocivaji v amplifikaci
(namnoZzeni) druhové specifického fragmentu nekodujici oblasti ITS (internal transcribed
spacer) v ¢asti jaderného genomu obsahujici geny pro stavbu ribozémi. Tato oblast se
v kazdé bunice nachdzi v mnoha kopiich, a proto jsou metody vyuzivajici tuto ¢ast genomu
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potencialné vysoce citlivé. Byly navrzeny specifické primery ohranicujici usek DNA, jenz by
se m¢l vyskytovat vyhradné u A4. astaci. Ptitomnost amplifikovaného fragmentu urcité délky
znamena, ze ve smesi riznych DNA ziskané ze vzorku rac¢i kutikuly byla obsazena 1 DNA
tohoto patogenu. Pfipadné amplifikované tiseky DNA jinych béznych druhi oomycetl jsou
pii stejném postupu (pouziti stejnych primeri) jinak dlouhé. Nase vysledky prokazaly, Ze 1
tato molekularni metoda vzacné detekuje zfejmé zatim nepopsany druh rodu Aphanomyces
blizce piibuzny A. astaci, patogen raciho moru Ize nicméné jednoznacné potvrdit naslednou
sekvenaci amplifikovaného fragmentu a srovnanim s referenénimi sekvencemi A. astaci a
pribuznych druhti (Kozubikova a kol., 2008, 2009).

Oidtmann a kol. (2006) vyvinuli metodu dale zvySujici citlivost detekce (tzv.
seminested-PCR, pfi niz se pouzivaji dvé amplifikace, druhd reakce namnozi krat$i tsek
zevnitt delSiho fragmentu ziskaného z prvni PCR). Touto metodou je teoreticky mozné
detekovat i1 jedinou zoosporu ve vzorku. Tuto metodiku (spolu s potvrzenim urceni A. astaci
pomoci sekvenace) jsme vyuzivali pti detekci patogenu ve vzorcich z masovych thynii rak
zuzemi CR (Kozubikova a kol., 2008) i pro sledovani vyskytu A. astaci v populacich
severoamerickych rakd u nas (Kozubikova a kol., 2009).

Nejnovejsi publikovany postup pro molekularni detekci raciho moru je zalozen na
kvantitativni polymerazové tetézové reakci, tzv. real-time PCR (Vrélstad a kol., 2009). Tato
metoda umoznuje navic kvantifikovat pocatecni mnozstvi DNA patogenu ve vzorku a tim
zjistit miru ndkazy v jednotlivych racich. Cilovou ¢asti genomu je podobné jako v ptipadé
vyse zminovanych metod oblast ITS. Postup je jesté citlivéjsi nez predchozi metody a je také
méng ohroZen potencidlni laboratorni kontaminaci.

Piedpokladem pro uspéSnou diagnostiku A. astaci pomoci molekularnich metod je
spravny odbér a uchovani vzorki rakl. Pokud dojde k tthynu rakd, je tfeba sbirat jedince tésné
pted uhynutim nebo velmi brzy po ném, nez se télo raka zacne rozkladat. Vzorky je tfeba
uchovat vchladu a velmi rychle dopravit do laboratofe ke zpracovani nebo zamrazit
v nizkoteplotnim mrazicim boxu (idealné -80 °C, pro kratsi dobu lze vyuzit i teploty vyssi).
Vhodn4 je také konzervace vzorkli v 96% Cistém etanolu.

Pivod a rozsireni ra¢iho moru v Evropé

Patogen zpusobujici rac¢i mor pochdzi ze Severni Ameriky. Svéd¢i o tom fakt, Ze pouze
severoamerické druhy rakll jsou schopné tomuto onemocnéni odolavat, narozdil od rakt
z ostatnich ¢asti svéta, u nichz vyvolava ve vétsing ptipadi 100% mortalitu (Unestam, 1969c,
1972). Parazit, ktery zcela ni¢i populace svého hostitele, by nemohl dlouhodobé¢ prezit, proto
je ziejmé, Ze jedinou oblasti, kde mohl byt ptivodni, je pravé Severni Amerika. Nasvédcuje
tomu i vysoka genetickd podobnost nékterych izolati patogenu z Evropy s izolatem ze
Severni Ameriky (viz nize).

Do Evropy se patogen poprvé dostal ve druhé poloviné 19. stoleti, neni vSak znamo
jakou cestou. Za nejpravdépodobnéjsi zptisob zavleceni A. astaci do Evropy je povazovan
pienos s nakazenymi severoamerickymi raky (Alderman, 1996), avSak prvni zaznam
o zamérné introdukei téchto rakll (jednalo se o raky pruhované) je az z roku 1890, tedy vice
nez tficet let po prvnim vyskytu ra¢itho moru v Evropé. Existuje teorie, ze infikovani raci
nebyli pfivezeni zdmérné, ale dostali se do Evropy ve sladkou vodou zaplavenych prostorech
zamoftskych lodi (Gherardi a kol., 1999).

Nezavislych invazi 4. astaci ze Severni Ameriky do Evropy bylo pak béhem 20. stoleti
jeste neékolik (minimalné dalsi tii) a tyto jasné souvisely s introdukci severoamerickych druhii
rakt, jak doklada vyzkum genetické variability kmeni parazita.

Detailni popis Sifeni nemoci Evropou podava Alderman (1996): Prvni masové thyny
rakli na evropském kontinentu byly zaznamendny v severni Italii v udoli feky Padu v roce
1859. Zde mor tadil asi do roku 1865. Pak se objevil v letech 1874-5 v severovychodni
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Francii, odkud se snadno dostal do ptilehlé ¢asti Némecka. V roce 1877 se dalsi ohnisko
nakazy objevilo v jihovychodnim Némecku. Z téchto dvou oblasti se pak ra¢i mor béhem
konce 19. a zacatku 20. stoleti souvisle Sifil po celé Evropé a zdecimoval vétSinu populaci
puvodnich evropskych druhi rakd. Z jizniho Némecka postupovala nakaza po Dunaji a
dostavala se do jeho pfitoki, ¢imz se stale zvétSovala zasazend plocha. Vznikla tak vina Sifici
se jihovychodnim smérem pies Rakousko (1879) a Madarsko az na Balkén. V roce 1885
dosahla Cerného mofe. Mezitim se ob& pivodni ohniska propojila a epidemie postupné
zasahla celé Némecko. Na zapadé Evropy mor postupoval do dalSich ¢asti Francie a zemi
Beneluxu (1880). Sifeni severovychodnim smérem postupovalo pies dnesni Polsko (1880) do
Ruska, kde byly pozorovany velké thyny rakli mezi lety 1890 a 1892 (napt. na Volze nebo
v Onézském jezete). V roce 1892 nakaza dosahla Kaspického mote. Postup moru pokracoval
a do konce 19. stoleti zasahl skoro celou evropskou ¢ast Ruska, Pobalti a Finsko. Odtud se
vroce 1907 dostal do Svédska, kde zplisobil zhrouceni obchodu sraky. Patogen se
v rozlehlych skandinavskych jezerech po desetileti udrzoval ve zbytkovych populacich rak,
zpusoboval stale se opakujici uhyny a tim znemoznil reintrodukci rakti (viz posledni kapitola).
Proto bylo koncem 60. let 20. stoleti pfikroceno k masovému vysazovani neptivodniho raka
signalniho, ktery je proti moru odolny (Fiirst, 1995). Lov a konzumace rakti maji totiz ve
Skandinavii (hlavné ve Svédsku a Finsku) dlouhou tradici a nedostatek raki musel byt pod
tlakem vetejnosti néjakym zptisobem vytesen.

Rozsitovani ndkazy po Evrop¢é napomahal velmi €ily obchod s raky (ptedevsim s raky
ficnimi) ve druhé poloviné 19. stoleti, jehoz objem si dnes uz nedokdzeme piedstavit.
Napt. ve Francii, kterd byla hlavnim cilem exportu rakii ze zemi stfedni Evropy (Némecko,
Ceské zemé, Rakousko, Polsko, atd.), se roéné¢ konzumovaly miliony kust. Pozdé&ji, po
propuknuti ra¢itho moru v téchto zemich, se raci zacali dovazet z Ruska (Krupauer, 1968).
Zvyseny lov (a snim spojena castéj$i manipulace sraky a vybavenim na jejich odlov
v kombinaci s nedostatenymi karanténnimi opatfenimi) pravdépodobné pomohl urychlit
postup nemoci na vychod. Populace piivodnich raki byly v Evropé v 19. stoleti také mnohem
pocetnéjsi a souvislej$i nez v soucasnosti, coz také vyrazné piispivalo ke snadnéjSimu Sifeni
moru (Volf, 1926).

Izolované uhyny raki na mor se obCas vyskytovaly béhem prvni poloviny 20. stoleti
napf. v Némecku, Pobalti ¢i jiz zminéné Skandinavii. Ve druhé poloviné 20. stoleti se ale
patogen zacal opét rozSifovat na dosud nezasazend Uizemi, a to v souvislosti s introdukci
severoamerickych druhti rakd. Dostal se i mimo kontinentalni Evropu a do jejich odlehlejsich
&asti. V roce 1958 byl poprvé zaznamenan ve Spanélsku (Cuéllar a Coll, 1983) a v roce 1971
se dostal do Norska (Taugbel a kol., 1993), v roce 1981 pak do Velké Britanie (Alderman a
kol., 1984), o rok pozdé&ji do Recka (Alderman, 1996), v roce 1985 do Turecka (Rahe a Soylu,
1989) a roku 1987 do Irska (Reynolds, 1988). V Turecku se uhyny tykaly raka bahenniho a na
Britskych ostrovech a ve Spanélsku byl zasazen druh Austropotamobius pallipes (jediny
tam&js$i ptivodni druh). Dosud nebyl ra¢i mor zaznamenan v jinych oblastech svéta, kde také
Ziji vnimavé druhy rakdl (Evans a Edgerton, 2002) — na dalném Vychodé, v Japonsku,
Australii, na Madagaskaru apod.

I v soucasnosti jsou uhyny raki na ra¢i mor pozorovany v mnoha zemich Evropy
a patogen se stale udrzuje ve slabych populacich rakii v mnoha skandinavskych jezerech
(Nylund a Westman, 1995; viz posledni kapitola). Dalsi epidemie takového rozsahu jako v
19. stoleti je dnes ale velmi nepravdépodobnd, a to diky slabsim a nesouvislym populacim
puvodnich rakli. Dne$ni thyny tedy zlstavaji vétSinou izolované na mens$im tizemi.

Historie Sifeni ra¢iho moru a soucasny stav na izemi Ceské republiky

Stejné jako vétSina evropskych stati, i eské zemé byly zasazeny epidemii rac¢iho moru,
ktera probehla Evropou ve druhé poloving 19. stoleti. Podle Krupauera (1968) se k ndm tehdy
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mor rozsitil pravdépodobné ze dvou smérti. Do Cech se dostal z jihozapadu (z Némecka) a na
Moravu ze severu (Polsko). V roce 1883 bylo zaznamenano hynuti rakli ve Slezsku, dale se
Krupauer zminiuje o uhynech v fekach Dyji, Svratce a Svitavé. Epidemie moru u nas byla
nejsilngjsi v letech 1893—-1904 (Lohnisky, 1983), na Moravé trvala o néco déle, do roku 1906
(Krupauer, 1968). Populace raka byly z velké ¢asti zdecimovany, avsak konkrétnich zaznamu
o uhynech rakli na naSem Uzemi je malo. Chybi také podrobngjsi zpravy o prubchu a
okolnostech hynuti.

Béhem 20. stoleti bylo zaznamendno jesté¢ nckolik izolovanych thyna raka (Volf,
1926). Je vSak pravdépodobné, ze fada dalSich lokalnich tthynii zplisobenych ra¢im morem
nebyla viibec zachycena. Volf (1926) uvadi v Rybarském véstniku dva ptipady masového
uhynu rakd zaznamenané v roce 1924. Jeden v Jem¢in€ u Jindiichova Hradce a druhy na fece
Volyiice. Pfipad z Volyiiky je blize popsan a z jeho okolnosti se d4 usuzovat, ze byl zplisoben
rac¢im morem. Nékaza se totiz §itila proti proudu (u otravy by tomu bylo naopak) a zaséhla jen
raky.

Dalsi zaznamy o hynuti rakd, které bylo snejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno
A. astaci, jsou az z konce 90. let 20. stoleti. V letech 1998 a 1999 bylo zjisténo hromadné
hynuti raka fi¢nich a bahennich v potoce PSovka v CHKO Kokoftinsko. Podle Kozaka a kol.
(2000a) byly nalézany tisice mrtvych rakii. Vysledky rozboru vody odebrané na lokalité byly
v norm¢ a uhyn nezasahl zadné jiné zivoCichy kromé raki, coz vyvratilo podezieni na otravu
narazovym zneciSt€énim vody. V roce 1999 Uhyn postoupil jesté vy§ proti proudu. Jedina
mensi populace raka ficniho zlstala na hornim toku PSovky diky jeji izolaci asi
dvoukilometrovym Usekem bez raki (Beran, 1999). V PSovce se uz v roce 1995 vyskytoval
rak pruhovany (Beran, 1995) a pozdé¢ji bylo zjisténo, Ze jeho populace je silné infikovana
A. astaci (Kozubikovd a kol., 2006). JelikoZ tohoto druhu se thyn nedotkl, je vic nez
pravdépodobné, ze pricinou vyhynuti skoro celé populace raka fi¢niho a bahenniho v PSovce
byl rac¢i mor. Pivodce nemoci nemohl byt s jistotou urcen kvili tehdejsi nedostupnosti
vhodné diagnostické metody.

Zacatkem srpna 1999 bylo pozorovano hynuti rakli také v potoce Lodénice na
Kladensku (Kozék a kol., 2000b). Uhyn se tykal jen raki fi¢nich a rozbor vody neukazal
ptitomnost toxickych latek. Navic se hynuti rozsifilo 1 proti proudu. Pfitomnost jinych druht
rakll na této lokalité¢ nebyla zjisténa. Pti vySetfeni uhynulych raki se podatilo izolovat
vlaknity organismus podobny 4. astaci, avSak podle odbornikli z Univerzity v Uppsale, kam
byly vzorky zaslany k ovéteni identifikace, se o kulturu tohoto patogenu nejednalo (Kozak,
os. sdél., 2005). Ptesto je podle okolnosti thynu velmi pravdépodobné, Ze byl zptisoben ra¢im
morem.

Vyzkumem raciho moru se u nas ve 20. stoleti nikdo soustavné nezabyval, byly pouze
ucinény ojedinélé pokusy o diagnostiku onemocnéni. Teprve od roku 2004 je u nds mozné
onemocnéni rychle a spolehlivé urcit pomoci molekularnich metod (analyzy pfitomnosti DNA
patogenu v hynoucich racich). Vyzkum v poslednich letech ukazuje, ze problém ra¢iho moru
je na naSem Uzemi pravdépodobné znac¢né podcenovany. V letech 2004-2009 bylo totiz
zaznamenano a molekularni detekci potvrzeno osm piipadi Uhynu puvodnich raki
zpisobenych ra¢im morem. V jednom z téchto pfipadl byla zdecimovéna dfive silnd populace
raka kamenace (Upoisky potok v CHKO Kiivoklatsko, 2005), v ostatnich byl postizenym
druhem rak #iéni. Slo o lokality K¥ivecky potok v T¥inci ve Slezsku (2004), Bojovsky potok
pod obci Bojov ve stfednich Cechach (2005), feka Olse ve Slezsku a nékteré jeji pFitoky
(2006), pritok Pénenského rybnika u obce Horni Péna na Jindfichohradecku (2007),
Zebrakovsky potok u Svétlé nad Sazavou (2008), feka Senice u obce Lide¢ko v CHKO
Beskydy (2008) a potok Besének na TiSnovsku (2009).

Raci v poslednich letech vymizeli také z dalSich vodnich tokd, kde 1ze podle okolnosti
ptipadl usuzovat, Ze pti¢inou byl ra¢i mor, ale jelikoz nebyly z téchto mist dostupné vzorky
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hynoucich rakt k analyze pifitomnosti patogenu, nebylo mozné onemocnéni piimo prokazat.
Slo napt. o potok Kli¢ava ve stiednich Cechach (2005, rak fi¢ni), Kosténicky potok na
Jindfichohradecku (2006, rak ti¢ni), Hyskovsky potok (2006, rak kamenac) a feku Osoblahu
ve Slezsku (2006, rak ticni). Podrobnosti o uvedenych ptipadech thynt rakli (do roku 2007)
jsou shrnuty v publikacich Kozubikova a kol. (2006, 2007 a 2008).

VySe zminéné¢ thyny raki byly cCasto nalezeny ndhodné, nebyl provadén zadny
systematicky prizkum populaci ptivodnich raki, ktery by mél takové piipady odhalovat.
Z toho vyplyva, ze dalsi vymizeni celych populaci rakd zpisobené ra¢im morem mohla ziistat
bez povSimnuti. Zda se tedy, ze piipadi vyskytu racitho moru v posledni dob¢ pfibyva, coz
muze byt zptisobeno vyraznym rozsifenim pienasecu choroby u nas v poslednich desetiletich,
predevsim rakd pruhovanych. Svij podil na zvyseni zachytu thynti ma jisté také to, ze je
rac¢imu moru vénovana v soucasnosti vétsi pozornost nez diive.

Ve vétsin€ zminénych ptipadl hynuti rakii na raci mor je nejasny zdroj nakazy, protoze
v blizkosti mist uhyni (ve stejném toku) nebyli nalezeni americti raci a pravdépodobné tedy
nedoslo k pfimému ptenosu nakazy (Kozubikova a kol., 2008). Vyjimkou by mohlo byt
vymizeni raka ficniho z Osoblahy, nebot’ v jejim pfitoku Prudnik, ktery pfitéka ze Slezska,
byla objevena populace rakli pruhovanych silné infikovana 4. astaci (Duris a Horkd, 2007;
Kozubikova a kol., 2008).

Na tizemi Ceské republiky byla provedena také rozsahla studie promoienosti populaci
severoamerickych rakli patogenem raciho moru (Kozubikovd a kol., 2009). Byla pouzita
molekularni detekce A4. astaci (Oidtmann a kol., 2006) v racich pruhovanych z 22 populaci
a racich signalnich ze Sesti populaci. Celkem byl patogen zachycen v 17 populacich téchto
druhti. Rak signalni byl vyrazné¢ méné infikovan, latentni ndkaza A. astaci byla potvrzena
pouze u jednoho jedince ze 124 celkem testovanych. Naopak populace raka pruhovaného se
velmi riznily v mife nakazy, u populaci z tekoucich vod bylo infikovanych obvykle 50—
100 % zkoumanych jedincl, ve stojatych vodach (napf. zatopené lomy a piskovny) bylo
nalezeno velmi malo nakazenych rak (do 10 %). Populace rakti pruhovanych v tekoucich
vodach jsou tedy nejrizikovéjSimi rezervoary nakazy u nds. Vysvétleni mlZe souviset
s historii introdukce a populac¢ni dynamikou pienaSect nakazy i s rozdily mezi jednotlivymi
habitaty. V tekoucich vodach se raci vétSinou $ifi pfirozenou migraci, ke které dochézi spiSe
pii vyssich populacnich hustotach, které zaroven piispivaji ke snadnéjSimu prenosu parazitu.
Diky proudu se pravdépodobné také 1épe rozptyluji ve vodnim prostfedi zoospory a mohou
zasdhnout vyssi pocet novych hostitel. Do stojatych izolovanych vod se naopak raci
dostavaji nejcastéji vysazenim omezeného poctu jedincii (ktefi mohou byt uz pii introdukci
mén¢ infikovani) a v prostiedi bez vyraznych vodnich proudii a pfi pocate¢nich nizkych
populacnich hustotdich rakli se zoospory pravdépodobné dostavaji k novym hostitelim
v omezené mife. Vice informaci o tomto vyzkumu je k nalezeni v praci Kozubikova a kol.
(2009). Ptestoze raci signalni a nékteré populace raka pruhovaného u nas se zdaji byt malo
nakazeny pilvodcem ra¢itho moru, nikdy neni mozné s jistotou tvrdit, Ze populace
severoamerickych rakl je Upln¢€ prostd patogenu. Proto neni v zddném ptipadé vhodné tyto
raky rozsifovat na nové lokality.

Geneticka variabilita 4. astaci

Vyzkum genetické variability jednotlivych izolath A. astaci je uziteCny zejména ke
zjisténi plivodu patogenu na konkrétni lokalité, pfinesl vSak i fadu dalSich zajimavych
vysledkt. K tomuto Gcelu je mozné pouzit metodu ndhodné amplifikace polymorfni DNA
(RAPD, random amplification of polymorphic DNA), ktera spoc¢iva v amplifikaci ¢asti DNA
patogenu pomoci PCR za pouziti sady ndhodné vybranych primeri (neni tedy nutné predem
znat jejich sekvence jako u jinych PCR metod). Tento postup vyzaduje ziskani Cisté kultury
patogenu a ovéteni jeho spravné identifikace jako A. astaci jinym zplisobem. RAPD neni
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prilis pfesna metoda, slouzi spiSe k hrubému zjisténi podobnosti DNA jednotlivych izolath, ze
kterého se da usuzovat na mozné piibuzenské vztahy.

Metodu RAPD-PCR poprvé aplikovali na A. astaci Huang a kol. (1994). Testovali
podobnost mezi patnacti riznymi izolaty patogenu. Jejich kultury byly ziskdny z raki (tii
druhtl) nakazenych A. astaci v ptirozenych podminkach na riiznych lokalitach v letech 1962
az 1988. Vétsina vzorkl byla izolovdna z nakazenych raki ficnich a rakti signalnich ze
Svédskych jezer. Dale byl testovan izolat z raka signalniho z jezera Tahoe v USA, odkud byl
tento druh dovezen do Svédska a od roku 1969 ve velkém vysazovan do tamnich jezer. Dalsi
vzorek patogenu z raka signalniho byl také ze Svédského jezera, raci sem vSak byli
prokazatelné pfivezeni zjezera Pitt v Kanad¢é. Jeden izolat pochdzel zraka bahenniho
z Turecka.

Testované kmeny bylo mozné podle vysledkii analyzy jednoduse rozdélit do tii skupin,
jejichz variabilita byla tak nizkd, ze je pravdépodobné, Ze se jednd o geneticky identické
klony. To by odpovidalo skute¢nosti, Ze se doposud nepodaftilo spolehlivé prokéazat existenci
sexudlnich stadii 4. astaci a ze Sifeni nemoci mezi lokalitami je tedy vyhradné v dusledku
nepohlavniho rozmnoZovani. Skupina (kmen) A obsahovala izolaty z raka fi¢niho z doby pred
introdukei raka signalniho do Svédska i po ni a z raka bahenniho. Pravdépodobné se jednalo o
kmen, ktery zptisobil epidemii moru na konci 19. stoleti a ve §védskych jezerech se udrzel
jako chronickd podoba onemocnéni mezi slabymi populacemi raka fi¢niho. K této skupiné
patfil 1 izolat z Turecka, coZ naznacuje, ze mor nebyl do této zemé& zavleCen z pozdéji
introdukovanych neptivodnich druhti, ale jeho vyskyt ziejmé patii k prvni vin¢ ra¢itho moru
v Evropé. Tomu odpovida i to, ze z Turecka nikdy nebyl vyskyt severoamerickych druhti rakti
hlasen (Harlioglu, 2008). Skupina B zahrnuje tfi izolaty z raka fiéniho ze Svédska z let 1970 a
1973 a izolaty z rakd signalnich z jezera Tahoe (USA) a z lokality ve Svédsku, kam byli raci
z Tahoe vysazeni. Izolace kmene A. astaci z uhynulych rakd fi¢nich, ktery je identicky
s kmenem z raka signalniho svéd¢i o tom, Ze raci signalni jsou vektory patogenu a piimo
ohrozuji ptivodni evropské druhy. Masova introdukce raka signalniho do Evropy tedy
pravdépodobné zptsobila druhou (mirn€j$i) vinu moru (Tab. 1). Timto byl také podan dikaz
o severoamerickém pivodu A. astaci. 1zolat patogenu z raka signalniho pochazejiciho
z Kanady se natolik odliSoval od ostatnich, Ze byl zafazen do samostatné skupiny C.

Diéguez-Uribeondo a kol. (1995) dale pomoci stejné metody (RAPD-PCR) zjistili, ze
kultura A. astaci izolovana zraka &erveného (Procambarus clarkii) ve Spanélsku neni
podobna zadné ze tii vyse uvedenych skupin, proto byla vytvofena nova skupina D, kam byl
zatazen pouze tento izolat. Genetickd podobnost tohoto kmene s izolaty jinych skupin je
pomérné nizka. Kmen skupiny D se navic lisi i nékterymi fyziologickymi vlastnostmi.
Nejvyznamngj$i je to, Ze sndsi vyssi teploty pro rist, sporulaci i pohyb zoospor. Je to ziejmé
prizptisobeni svému hostiteli P. clarkii, ktery je teplomilnéjsi nez jiné zde uvadéné druhy rak
a pochazi ze subtropického jihovychodu USA.

Dalsi studie testujici izolaty z riznych evropskych zemi jiz dale pocet znamych kmenti
A. astaci nerozsifily, ale naznacily piivod patogenu pii jednotlivych thynech. Lilley a kol.
(1997) potvrdili, ze uhyny britskych populaci raka A. pallipes zptisobil kmen ze skupiny B, t;.
pravdépodobné preneseny z raka signalniho. Podobné dopadly analyzy izolatlh z hromadnych
uhynil raka fi¢nitho v Némecku roku 1996 (Oidtmann a kol., 1999) i raka A. pallipes ve
Spanélsku (Diéguez-Uribeondo a kol., 1999). Vennerstrém a kol. (1998) ve Finsku prokazali
ptitomnost A. astaci ze skupiny A i B, tj. invazi ra¢itho moru miniméln¢ ze dvou rtznych
zdrojt, pravdépodobné jak pretrvavajici infekci plivodnim kmenem patogenu, tak i pozdéjsi
prenos z raka signalniho. Prehled vysledkd vyse popsanych studii shrnuje Tab. 1.

Z téchto vyzkumt vyplyva, Ze A. astaci se do Evropy dostal minimdlné ctyfmi
nezéavislymi invazemi. Zda se také, ze prvni vlna moru, ktera zptsobila na konci 19. stoleti
vyhynuti velké ¢asti populaci rakd v Evropé, byla zplisobena invazi jedinou (kmenem A),
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jelikoz u dalSich kmenti je jasné dolozitelnd jejich souvislost s pozdéji introdukovanymi
pfenaSeci. Zatim neni zndmo, jaky kmen A. astaci se vyskytuje na raku pruhovaném,
nejvyznamnéjSim prenaseci patogenu na uzemi CR.

Tab. 1. Skupiny izolatl A. astaci rozdélené podle vysledki RAPD-PCR
Tab. 1. Groups of A. astaci isolates based on results of RAPD-PCR

Rok izolace

Skupina Zemé puvodu izolati A. astaci Druh raka
Group Country of isolate origin 'Year 2 / Crayfish species
isolation
Skupina A Svédsko (Sweden) 1962—-1973 Astacus astacus
Turecko (Turkey) 1988 Astacus leptodactylus
Finsko (Finland) 1995 Astacus astacus
Skupina B USA 1970 Pacifastacus leniusculus
Svédsko (Sweden) 1971 Pacifastacus leniusculus
Svédsko (Sweden) 1970 Astacus astacus
Finsko (Finland) 1995 Astacus astacus
Velka Briténie (Great Britain) 1990 Austropotamobius
pallipes
Némecko (Germany) 1996 Astacus astacus
Spanélsko (Spain) 1997 A”S”;é’lol;zzoz””s
Skupina C (piv. Kanas(l\;i(i)sigzifqiv;ljj’i’;?n Canada) 1978 Pacifastacus leniusculus
Skupina D Spanélsko (Spain) 1992 Procambarus clarkii

NemozZnost 1é¢by onemocnéni, prevence, reintrodukce raki, prakticka doporuceni

Dosud nebyl nalezen zadny zptsob 1écby rakli zasazenych ra¢im morem a zatim neni
také mozné zbavit prenaSeCe latentni ndkazy. Pokud se nckde vyskytne akutni forma
onemocnéni (v podobé masového thynu rakll), nema smysl se jakymkoli zplisobem snazit
raky zachranovat, ale je tfeba predev§im udélat vSechno pro to, aby se choroba neSirila
dal. Naopak, manipulace s hynoucimi raky nebo dokonce jejich pfenaSeni na jind mista
a také jakékoliv prace probihajici na infikované lokalit¢é mohou vést Kk SiFeni
onemocnéni!

K prevenci Sifeni nemoci z mist hromadnych thyna raka se diive pouzivalo vapnéni
vody hasenym vapnem (Vallin, 1936; citovano v Séderhill a kol., 1977), jde vSak o drasticky
zasah do ekosystému a neni tedy pfiiliS vhodné. K zabranéni Sifeni patogenu migraci
nakaZenych rakd proti proudu (ve vodnim toku nebo z jezera do jeho pfitokd) lze pouzit
elektrické bariéry (Soderhdll a kol., 1977), které jsou odstranény teprve tehdy, az je jisté, ze
lokalita je prosta plivodce moru. To Ize zjistit umisténim vnimavych rakt do kleci ponotfenych
do vody na riznych mistech lokality a jejich naslednou kontrolou (Taugbel a kol., 1993). Raci
z nezasazenych hornich toki mohou po odstranéni elektrické bariéry lokalitu znovu
kolonizovat. Také fyzické bariéry (napt. jezy) brani piesunim raki proti proudu, ne vsak
zcela G¢inné (zavisi na vySce stupné a piipadné€ i moznosti piekonat prekazku po sousi).

Dobrou prevenci pienosu moru je dezinfekce véci, jeZ mohly prijit do kontaktu
s infikovanou vodou nebo zviraty. U¢inné a pro praktické pouziti vhodné jsou dezinfekéni
pripravky na bazi chloru a jodu (Alderman a Polglase, 1985). Hall a Unestam (1980) zjistili
silny fungicidni efekt malachitové zelené dobte plsobici i proti rGstu mycelia patogenu na
povrchu téla ryb. Pouziti malachitové zelené¢ vSak neni vhodné vzhledem k jejim
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karcinogennim ucinkim. Nejjednodus$$i a velmi efektivni zpiisob znifeni zoospor je
dokonalé vysuSeni véci kontaminovanych infikovanou vodou. Patogen je totiz k vyschnuti
vysoce citlivy. Nesnasi také vysoké teploty (horka voda). Zatim neni jasné, jak dlouho
A. astaci pteziva v mrazu. Oidtmann a kol. (2002b) byli schopni ziskat kulturu patogenu z tél
mrtvych rakl ulozenych 48 hodin v -20 °C. Dlouhodobéjsi zmrznuti by se dalo vyuzit pti
prevenci pfenosu racitho moru, napf. pfi transportu rakd urenych ke konzumaci nebo
k pouziti jako névnady, bylo by vSak potieba dobie otestovat, jaka doba je potiebna
k tplnému zahubeni patogenu (Oidtmann a kol., 2002b). MgCl, inhibuje produkci zoospor a
jejich uvolilovani z infikovanych rakt a tim brani pienosu infekce na dalsi jedince (Rantaméki
a kol., 1992).

Jelikoz ra¢i mor zpisobuje vétSinou 100% mortalitu u citlivych druhti rakt, znici si tak
(nezije na jinych organismech ani volné v prostfedi), nepfitomnosti jakychkoli klidovych
stadii a kratké zivotnosti spor tedy vymizi s vymizenim hostitele (Unestam a Ajaxon, 1978).
Takova situace je bézna v tekoucich vodach a také na mnoha lokalitach se stojatou vodou po
epidemii racitho moru. Sem je pak mozné (Iépe vSak az po nékolika letech) opét raky vysadit.
Je tieba ale pfed tim ovéfit na mensim poctu jedincd, jestli je lokalita opravdu uz prosta raciho
moru a jestli se ndkaza na lokalitu nedostavd opakované (napi. zoospory s vodou pfi
vysazovani ryb). Reintrodukci ale samoziejmé znemoziiuje pFitomnost prenaSeci
A. astaci, severoamerickych raki, na lokalité. Neni také vhodné vysazovat naSe raky na
lokality v blizkosti populaci severoamerickych druhii, zvlaS§té ne vramci stejného
povodi. Takové populace plivodnich druhtt by byly pravdépodobné diive nebo pozdéji
odsouzeny k thynu na raci mor.

Jina je ale situace u rozsahlych vodnich ploch, typicky jde o skandindvska jezera
(Fiirst, 1995). Zde vétsina pokust o reintrodukci ptivodnich rakli do jezer zasazenych morem
selhala pies Casto obrovské pocty vysazenych jedinct. Infekce se zde totiz ziejmé dlouhodobé
udrzuje v ,,chronické podobé“ ve zbytkovych populacich rakid, aniz by byli pfitomni
nepuivodni prenaseci. Pfi¢ina tohoto jevu neni Upln¢ jasnd, avSak jako pravdépodobny se jevi
nasledujici proces. Prvni epidemii moru na lokalit¢ nebyli vzhledem velké rozloze jezera
zahubeni Upln€ vSichni plvodni raci, jejich velmi slaba populace piezivd a jedinci se
vyskytuji v nizSich hustotach. Obcasny mistni tthyn jednotlivych rakli nezasahne mnoho
dalsich jedinct, avSak alespon nékteré zoospory uspé€ji pii vyhleddvani nového hostitele.
Populace rakli se vS§ak nemiize obnovit na ptivodni velikost, protoze pii zvySeni jeji hustoty
nad urcitou mez dojde k nové epidemii ra¢itho moru. Takto se mlize infekce udrzovat desitky
let (Nylund a Westman, 1995; Taugbel a kol., 1993). Zda se tedy, ze aby mohla byt
reintrodukce pivodnich rakd Gspésnd, musi dojit v takovych piipadech nejdiive k odstranéni
vSech rakdi a snimi vymizi i patogen (First, 1995). V podminkéch stiedni Evropy vSak
popsana ,,chronicka nédkaza“ populaci pivodnich rakli patogenem nebyla zaznamenana a je to
nejspise specifikum rozlehlych skandinavskych jezer.

SOUHRN

Raci mor, jehoz piivodcem je parazit Aphanomyces astaci (Oomycetes, Saprolegniales),
byl v Evropé poprvé zaznamenam v roce 1859 a béhem nésledujicich desetileti zdecimoval
populace piivodnich raki v mnoha evropskych zemich. A. astaci tvoii mycelium v kutikule
raki arozmnozuje se pomoci zoospor. Akutni fize ndkazy se projevuje neklidem
a neobvyklou denni aktivitou postizenych jedincii, kifeCemi, upadavanim koncetin a hynutim.
Parazit je vysoce specificky k raktim, jiné korySe ani ryby nenapadé. Diagnostika raciho moru
byla dfive zaloZena na kultivaci patogenu, dnes jsou dostupné podstatné spolehlivéjsi
molekularni metody kuréeni A astaci. Pivodnimi hostiteli a pienase¢i A. astaci jsou

severoamerické druhy raki, odolné vii¢i onemocnéni. Parazit roste v jejich kutikule, ale je
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omezovan silnou imunitni odpovédi hostitell, a tak obvykle nedochéazi k thynu. S introdukci
severoamerickych rakl (predevsim raka pruhovaného, Orconectes limosus, raka signdlniho,
Pacifastacus leniusculus, a raka cerveného, Procambarus clarkii) do Evropy a jejich Sifenim
se rac¢i mor opét stal aktudlni hrozbou pro plivodni evropské druhy rakd. K pfenosu nakazy
dochazi kontaktem mezi raky nebo pfenosem zoospor s vodou nebo na mokrych predmétech.
V Ceskych zemich byly zaznamenany rozsahlé thyny rakii na ptfelomu 19. a 20. stoleti.
Z druhé poloviny 20. stoleti ale existuji pouze ojedinélé zaznamy o pravdépodobném vyskytu
A. astaci na nasem uzemi. Béhem let 2004 az 2009 byl vSak ra¢i mor potvrzen jako pfi¢ina
vymizeni pivodnich raki (raka fi¢niho, Astacus astacus, i raka kamenace, Austropotamobius
torrentium) na osmi lokalitdich a infikovani jedinci byli zjisténi v 17 z28 zkoumanych
populaci severoamerickych raki (raka pruhovaného a signalniho) u nas. Patogen rac¢iho moru,
A. astaci, je tedy v Ceské republice v soudasnosti Siroce rozsifen a plisobi jako jeden
z nejvyznamnéjsich faktorti ohrozujicich dlouhodobé pieziti nasich ptivodnich druht raka.

Podékovani

B. Oidtmann, J. Diéguez-Uribeondo a L. Cerenius poskytli hiife dostupnou literaturu o
ra¢im moru. Cenné poznamky O. Koukola, P. Kozaka a T. Petruskové ptispély k faktickému i
stylistickému zkvalitnéni textu. Vyzkum ra¢iho moru na Katedfe ekologie Univerzity Karlovy
byl podpofen grantovymi agenturami Ceské republiky (projekt GA CR 206/08/H049),
Univerzity Karlovy (GA UK 141/2005), Akademie véd Ceské republiky (GA AV
[AA601870701) a Ministerstvem S$kolstvi, mladeze a télovychovy (vyzkumny zamér
MSM0021620828).
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	Allochtonní severoamerické druhy včetně sledování jejich vlivu na naši původní faunu byly rovněž předmětem studie. S rakem pruhovaným (Orconectes limosus) se setkáme v řece Labi a Vltavě, mnoha jejich přítocích i izolovaných lokalitách. Rak signální (Pacifastacus leniusculus) je aktuálně znám z 9 lokalit. Mapování raků a následný monitoring lokalit výskytu je důležitým datovým podkladem pro návrhy opatření na ochranu naší původní račí fauny.
	Poděkování
	Mapování výskytu raků koordinované AOPK ČR proběhlo v rámci projektu VaV/620/01/03 „Výzkum, ekologie a rozšíření, návrh managementu populací a záchranných programů zvláště chráněných druhů živočichů“ v rámci Programu výzkumu a vývoje MŽP.
	LITERATURA 
	Hajer, J., 1989. Americký druh raka v Labi. Živa, 3: 125.
	Hajer, J., 1990. Stane se americký říční rak trvalou součástí naší fauny? Fauna Bohemiae Septentrionalis, 14–15: 51–54. 
	Hajer, J., 1994. Expanze raků druhu Cambarus affinis SAY ve vodách České republiky. Fauna Bohemiae Septentrionalis, 19: 123–128.
	Henttonen, P., Huner, J.V., 1999. The introduction of alien species of crayfish in Europe: A historical introduction. In: Gherardi, F., Holdich, D.M (Editors), Crayfish in Europe as alien species. How to make the best of a bad situation? Crustacean Issues, 11: 13–22.

	LITERATURA
	LITERATURA


	Technická úprava rukopisu
	Vlastní úprava práce
	Název
	Autoři
	Materiál a metodika
	Výsledky
	Diskuse
	Souhrn (v českém jazyce)
	U původních prací (včetně přehledových prací) následuje po diskusi souhrn v českém jazyce, který je obdobou anglického abstraktu na začátku předložené práce.
	Poděkování
	Literatura


	BULLETIN VÚRH VODŇANY č. 2–3/2009 – Vychází čtvrtletně jako účelový tisk Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích Výzkumného ústavu rybářského a hydrobiologického ve Vodňanech – © – JU VÚRH Vodňany 389 25 Vodňany – Registr. č. MK ČR E 12997. IČO 600 76 658. Šéfredaktor: doc. Ing. T. Policar, Ph.D. – Redakční rada Bulletinu VÚRH Vodňany: doc. Ing. T. Policar, Ph.D.; doc. Ing. M. Flajšhans, Dr.rer.agr.; prof. Ing. O. Linhart, DrSc.; doc. Ing. P. Kozák, Ph.D.; Ing. T. Randák, Ph.D.; Z. Dvořáková; prof. MVDr. Z. Svobodová, DrSc.; doc. Dr. Ing. J. Mareš; prof. A. Ciereszko, Ph.D.; Mgr. R. Grabic, Ph.D.; A. Viveiros, Ph.D.; Dr. V.P. Fedotov; Dr. G.J. Martín



