a zaniku jednotlivych lokalnich populaci
(Junker a kol. 2020).

Prekotné vykyvy pocetnosti v popula-
cich hnédaskd byvaji svddény na parazi-
toidy z ¥add blanokfidli (Hymenoptera)
a dvouk¥idli (Diptera). Molekularnimi me-
todami byla sledovdna mira napadeni
parazitoidy nap#i¢ vybérem lokalit. Pravds-
podobnost, Ze housenka bude napadena
(obr. 14), je 30—40 %. Mira napadeni jed-
notlivych hnizd se v koloniich pohybuje
mezi 0-100 % (Konvic¢kovéa a kol. 2024)
a procento takovych hnizd v kolonii kore-
luje s po¢tem hnizd v pfedchozim roce,
coz napovida, Ze parazitoidi jsou p¥i¢inou
lokalnich propadi pocetnosti.

Nejsou v8ak pfi¢inou jedinou. Promény
vegetace na mistech vyskytu hnédéaska uka-
zaly na postupnou eutrofizaci, s niz jdou
ruku v ruce tbytek svétlomilnéjsich a vze-
stup vlhkomilnéjsich rostlin (Téjek a kol.
2023). To je pro hnédaska, ktery obyva sussi
partie vlhkych luk, potencidlnim nebezpe-
¢im. Béhem dvou dekad, kdy se motyl stal

stfedem pozornosti, se pro vétsinu lokalit
podafilo zajistit cilenou péci (obr. 18),
sestavajici z mozaikové nebo péasové sece
(dnes na 172 ha, na 56 ha cilené péce chy-
bi). Odpovidajici péci lze snéze provadst
na tizemné chranénych lokalitach. Né&jaké
formé& izemni ochrany se dnes tésf 185 ha
lokalit, zatimco 43 ha chrdnéno neni.

ného monitoringu je, Ze celkové pocty lar-
vélnich hnizd, vzdor meziroénim vykyvim,
mirné rostou. Rist je tazen vychodnim
shlukem kolonii, tedy Slavkovskym lesem
a jeho okolim. Soucasné vsak meziro¢né
klesa pocet obsazenych kolonii. Vétsina ztrat
jde na vrub drobnym lokalitdm na periferii
oblasti vyskytu, mimo chranéné tizemdi.
Znamena to, Ze cilenou péci o chranéné
lokality se podatilo zvysit jejich ,.kapacitu®,
ale nedafi se vracet hnédaska chrastavcové-
ho do 8ir${ krajiny, potaZmo rozsifovat roz-
lohu jeho prosttedi. To pfedstavuje poten-
cialni hrozbu. I velké kolonie totiZ mohou
nékdy vyhynout. PreZiti celého metapopu-

Milan Vrtilek, Matej Polacik, Radim BlaZek, Jakub Zak

Laboratorni ryby z vysychajicich
tini 3. Preziti sucha a diapauza

Extrémni podminky vyZzaduji extrémni fesSeni. Pravidelné vysychani tini anual-
nich halanc¢iki predstavuje obrovskou vyzvu. Dospélci bez vody umiraji a jejich
potomstvo uvnitf jikry celi vyschnuti. O to vice piekvapi, Ze nejde o jednolitou
monofyletickou skupinu ryb. ,,Anuélnost“, podobné jako Zivorodost, vznikla
v ramci fadu Cyprinodontiformes nékolikrat nezavisle. Dlouhodobé preziti
populaci téchto ryb v docasném habitatu je umoznéno radou evoluc¢nich prizpii-
sobeni. Zasadni neni jen schopnost vydrzet kompletni vyschnuti tiiné, ale i zpu-
sob nakladani s omezenou zasobou energie béhem nékolikamésicniho obdobi
sucha. V tomto dilu si predstavime predevsim embryonalni vyvoj afrického
anuilniho halancika tyrkysového (Nothobranchius furzeri, blize predchozi
dily), ale i véjifovek rodu Austrolebias z Jizni Ameriky.

Dlouhodobé pfeziti nehostinnych podmi-
nek, jako nedostatku kysliku (hypoxie)
a sucha, umoziiuje anualnim halan¢ikim
schopnost vstoupit do klidového stadia —
embryondlni vyvojové pauzy. Ve skutec-
nosti jde o unikatni kombinaci t¥f vyvojo-
vych stadif (viz déle), kdy k tomuto zasta-
veni muZe dojit. Substrat dna tiné, do
néhoz kladou jikry, se totiz dynamicky
méni. Jednotlivé faze stanovisté piedsta-
vuji rizné naroky na vyvijejici se embrya
a vyzaduji odlisna pfizpisobeni. Z jemné-
ho bahna s relativné stabilni teplotou, ale
nizkou dostupnosti kysliku na dné tiiné se
postupné stava vyschla rozpraskana pida
(obr. 1 a 2). K embryim se sice dostane
vzduch, ale nastdva problém s odparem.

vess

zi kritickd zavérecna faze obdobi sucha,
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kdy se tin se silicimi srazkami opét plni
vodou. V tomto obdobi je zasadni vyvazit
setrvani v klidu vzhledem k nagasovéni
vhodné chvile k vylihnuti. Embrya p¥ipra-
vend k vylihnut{ uz nejsou tak odolna
k obnovené hypoxii a spotfebovavaji vic
a vic energie. Tail mtze ale za nékolik
tydnt zase vyschnout, a to dfive, nez se
halanéici vylthnou, dospéji a nakladou
nové jikry.

Utlumeni metabolismu umoZiiuje em-
bryim nejen $etfit omezenou energii, ale
také vhodné nacasovat kritické vyvojové
faze a lépe Celit nehostinnym podminkam.
Obecné byla popséana ti'i morfologicka sta-
dia, kdy mohou anuélni halanéici vyvoj
zastavit. Byvaji oznatovéna jako diapauza
I, II a III (obr. 3). Zastaveni vyvoje v dia-
pauze I je iniciovano pfedevsim nedostat-
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laéniho systému pak zavisi na rekoloni-
zacich, o nichZ rozhoduje vzdjemné pro-
pojenost (konektivita), kterou si miZzeme
predstavit jako hustotu obsazenych kolonii
v okoli (John a kol., v recenznim fizeni).

V poslednich letech zahajila Sprava
CHKO pokusy se zvy$enim konektivity
metapopulace hnédaska. Sestavaji z vy-
sevu Zivné rostliny na vhodna mista se
strzenym drnem a z vyhledavani dalsich
mikrolokalit Zivné rostliny, pro néz by mél
byt upraven rezim hospodafeni. Komplex-
ni ochranu hnédaska na trovni celé kraji-
ny, véetné klitového zvyseni propojenosti
lokalit, by mél zajistit Regiondln{ ak&ni
plan, ktery zaciné p¥ipravovat Agentura
ochrany ptirody a krajiny CR.

Kolektiv spoluautora: Vaclav John,
Zdengk Faltynek Fric,

Kamil Zimmermann, Vladimir Hula,
Pavla Tajkova a Premysl Tajek

PouZit4 literatura uvedena na webu Zivy.

kem kysliku, jenz panuje v substratu tani
po nakladenti jiker. Jde o tzv. rozptylenou
fazi vyvoje (dispersed stage), pfi niz se
buriky embrya rovnomé&rné rozprostiou po
povrchu zloutku. Vyvoj pokracuje az ve
chvili, kdy bahno vysyché a koncentrace
kysliku v okoli embrya vzroste. V diapau-
ze I mé jiZ embryo vytvofenou télni osu
s rudimentarni hlavou, ktera nese zakla-
dy o¢i, a je uz patrné velice pomalu bijici
srdce. Diapauza II je nejintenzivnéji pro-
zkoumana. V tomto stadiu embrya stravi
vét§inu vyvoje, a i pfes relativné pokroci-
lou morfologii dokédZou velmi vyrazné utlu-
mit energeticky vydej. To je patrné praveé
i na zpomaleném srde¢nim rytmu. Dia-
pauzu II zpravidla opoustsji se zvy$enim
vlhkosti a teploty na lokalité a dokond¢i
vyvoj. V tuto chvili mohou vstoupit do
posledni diapauzy III. Nevime zatim pies-
né, co ji spousti, ale zd4 se, Ze embrya v ni
¢ekaji na dalsi ¢i silnégjsi signdl, kterym
mohou byt opakované desté. Faze DII a DIII
jsou také pravdépodobné zodpovédné za
asynchronn{ lihnuti anuédlnich halanéiki
v akvarijnich chovech.

Prichod diapauzou neni pro zdarny
vyvoj absolutné nutny. Mohou se stéle
vyvijet pfimo, tedy bez klidového stadia,
stejné jako jim p¥ibuzné neanualni druhy.
Plasticita v8ech t¥i diapauz ale otevird
$irokou moznost vyvojovych drah, ktery-
mi se embrya mohou vydat (v zdkladu jde
o 8 riznych kombinaci, a to jen v zavislos-
ti na vstoupeni do diapauzy, obr. 4). Jed-
notlivé diapauzy tak pfedstavuji vyvojové
kiizovatky, které jsou zdkladem pro roz-
manitost vyvoje anualnich halan¢ikt. Ta
je zasadni v proménlivych a obdas tézko
piedvidatelnych podminkéch vysychaji-
cich tini, pfedevsim v oblastech s opako-
vané slabymi srazkami.

Zdroje rozmanitosti embryonalniho
vyvoje anudlnich halanc¢iki

Zacnéme od konce embryonalni faze — 1ih-
nutim. V akvaristice jsou anudlni halanci-
ci znami jako ,instantni“ ryby. Lihnou se
po zaliti suchého substratu s jikrami vodou
a po rozplavani vylihnutych halané¢iki,
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1a2 Sediment dna do¢asné tiiné
anualnich halan¢ikt rodu Nothobranchius
v jiznim Mosambiku, na kterém jsou stale
patrné zbytky vody a mokré bahno

(obr. 1), kdeZto pozdéji uz lze vidét
rozpraskany povrch vysychajictho dna
(2). Patrné jsou i stopy mistntho dobytka,
ktery substrat ¢dste¢né promichéava.

3 Embrya anuélnich halané¢ikd mohou
vstoupit do klidové faze vyvoje (diapau-
zy) ve tfech stadiich. Diapauzu I (vlevo)
charakterizuji embryonalni buriky volné
rozprostfené po povrchu Zloutku.

Pfi diapauze II (uprostfed) ma embryo
patrnou télni osu, hlavu se zaklady oci

a somity. V diapauze III (vpravo) je jiz
embryo viceméné piipraveno k lthnuti.

4 Nésobici efekt fakultativnosti t¥
diapauz anuélnich halanéikti. MoZnost
vstoupit, nebo nevstoupit do diapauzy
vytvari skdlu kombinaci zarode¢ného
vyvoje. Pferusovand ¢ernd $ipka oznacuje
vstup do diapauzy a zelend pfimy vyvoj.
Upraveno podle: J. P. Wourms (1972),

s pomoci aplikace BioRender
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5az 7 Ziskavani Zivych embryi

ze sedimentu p¥irodnich tinf anualnich
halané¢ikia. Kopani ztvrdlého substratu
(obr. 5), jeho plaveni (6) a nasledné
prosivani a hledani zachycenych jiker
v situ (7). Foto J. E. Podrabsky (obr. 7)

které trva nékolik hodin, pfijimaji ihned
potravu. Cast embryi ale zfistane nevylih-
nuta. Néktera se lthnou se zpozdénim a jina
i pfes opakované zaliti ztstavaji v diapau-
ze III (embryo uZ je plné vyvinuto). Najdou
se ovSem i takové, kterd neopusti ani dia-
pauzu II. Odpovida to ale p¥irodé? Lih-
nuti v pfirodnich populacich jsme studo-
vali nepfimo stanovenim sta¥i halanéika
v konkrétnich tanich. U ryb lze vék ode-
¢ist z pravidelnych p¥irtistkl napf. Supin,
ploutevnich paprski nebo obratli, podob-
né jako z letokruht u stromt. V nasem
pfipadé jsme vyuzili k uréeni véku otolity,
drobné kulickovité ttvary tvofené uhlici-
tanem vapenatym, uloZené ve stfednim
uchu. U anualnich halan¢iki z nich lze &fst
dennfi pfirtstky, a to pfedevsim prvnich
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nékolik tydni po vylihnuti, kdy tyto ryby
rostou opravdu rychle (vice v pfistim dilu).
Z na$eho vyzkumu vyplynulo, Ze v p¥iro-
dé danou populaci tvoii stejné stafi jedin-
ci, vylihnuti viceméné synchronné (v fadu
1-3 dni) po zaplaveni tGné (Polacik a kol.
2011, Reichard a kol. 2017). Kolik embryi
ale zUstava v zaplaveném sedimentu ne-
vylihnutych, nevime.

Embryonéln{ vyvoj anualnich halanéika
byl doned4vna zkoumén pfevazné v labo-
ratofi. Prilomem ve studiu embryi v p¥i-
rodé se stala optimalizace metody plaveni
substréatu, jez umoznila pomérné spoleh-
livé ziskat vzorek jiker ze suchého nebo
bahnitého sedimentu. Zdkladem je roz-
pousténi hrud suchého substratu po dobu
nékolika hodin v nddobé s vodou. Sedi-
ment tinf tvoff tmava tézka vertisolova
naplaveninova ptida, kterd se zcela roz-
pusti na jemné bahno. Toto bahno je nato-
lik kapalné, Ze ho lze v davkach pifelévat
pfes sito, v némz jsou nésledné zachyce-
ny jikry spolu s drobnymi zbytky sedimen-
tu (obr. 5-7). Vysledky téchto vyzkumi
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v Mosambiku, Tanzanii, Zambii (vyskyt
rodu Nothobranchius) a Uruguayi (véji-
fovky rodu Austrolebias) dokladaji, Ze
embryonalni vyvoj probiha v populacich
anualnich halan¢iki synchronné, bez ohle-
du na druhovou p¥islusnost a kontinent.
V piirodé koresponduje setrvani v jednot-
livych diapauzach s uvedenym hrubym
schématem pfemény dna tdné. Experi-
mentalni manipulace, at uz jiker z p¥irody
vykopanych, nebo vytfenych v zajeti a ulo-
zenych do sedimentu p¥irozené ting, po-
ukazuji na citlivost embrya k podminkam
prostfedi. S pfichodem destt na konci ob-
dob{ sucha dochazi k opousténi diapau-
zy II a synchronicita vyvoje se vytraci —
jednotlivd embrya se vydavaji na rtizné
vyvojové drahy. P¥i¢iny této riznorodos-
ti pfesné nezname. MuZe jimi byt mikro-
klima v okoli konkrétni jikry, ale i jiné
vlivy popsané niZe, jez byly zatim studo-
vané pouze v kontrolovanych laborator-
nich podminkach.

Variabilita se zd4 byt charakteristickym
znakem embryonalnfho vyvoje anualnich
halancik, a to i ve spole¢nych laborator-
nich podminkach. N&3 vyzkum je zamé-
fen pfedevsim na diapauzu II, ve které
embrya obvykle stravi nékolik mésict ob-
dobi sucha. Rtiznorodost vstupu a trvani
diapauzy umoziiuje testovat zdroje a vlivy,
které ji reguluji. V nasledujicim textu bude-
me pro jednoduchost oznacovat embrya
vstupujici do diapauzy II jako diapauzujici
ata, kterd se diapauze II vyhnou, jako p¥imo
se vyvijeci.

Do jaké miry je sklon k diapauze vroze-
ny? Z hlediska uz zminéné adaptivnosti
urcité vyvojové drahy nas zajimal rozdil
mezi populacemi N. furzeri a N. kadleci
zregiond s odlisnymi dhrny a pravidelnos-
ti srdzek. Na vzorku 8 populaci napt{¢ sraz-
kovym gradientem s p¥ibliZzné 800 embryi
jsme sledovali, zda za danych laborator-
nich podminek spise diapauzuji, nebo se
vyvijeji pfimo. Populace ze sussich oblas-
ti mély v kontrolovanych podminkéach
vétsi sklon k pfimému vyvoji a populace
z vlhéich regionti spise diapauzuji (Pola-
¢ik a kol. 2018). To muiZe souviset s ne-
pravidelné&j$imi srazkami v suchych re-
gionech a vyschnutim tiné jesté v ramci
obdobi desti. Tyto vysledky naznacuji, ze
alespori ¢astecné je podil diapauzujicich
embryi v sntiskach anudlnich halanéiki
dany geneticky.

Embryonélni vyvoj anualnich halanéika
je citlivy k fadé faktord prostfedi —hlavni-
mi jsou kyslik, vlhkost, teplota. V ramci
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8 az 10 Rizné zplsoby inkubace

pro studium vyvoje a dlouhodobé
uchovani embryi. Inkuba¢ni komurkova
miska (obr. 8) je vhodna pro sledovani
jednotlivych embryi v manipulovanych
podminkdach (napt. pfi zvysené teploté).
Pfed lihnutim ale nutné museji embrya
projit suchou fazi — inkubaci na vlhce-
ném filtraénim papife (9). Dlouhodobé
(mésice az roky) uchovavame jikry

ve vlhké raseliné pfi snizené

teploté 18 °C (10). Snimky M. Vrtilka,
neni-li uvedeno jinak

jedné populace dochazi k vyraznému roz-
riznéni vyvoje, které miize mit nékolik
zdroj. Mtze jit o drobné odli$nosti v pod-
minkéch snisek i jednotlivych embryi, ge-
netické a negenetické vrozené vlivy. Kdyz
si vezmeme napft. vliv teploty na embrya
intenzivné studovaného druhu N. furzeri,
relativné uniformniho vyvoje lze dosah-
nout nizkou (18-22 °C) nebo vyssi teplotou
(28-30 °C). P¥i niz3i teploté nastava pravds-
podobnéji diapauza, vy$si teplota naopak
stimuluje pfimy vyvoj. Pokusy napti¢ labo-
ratofemi potvrzuji, Ze jednotlivd embrya
reaguji na zmény teploty s riznou citlivos-
ti. P¥i stfedni teploté (okolo 25-26 °C) lze
v primeéru pozorovat nejvyssi miru rozriz-
néni ve vstupu do diapauzy. P¥i oddélené
inkubaci snusek riznych rodicovskych
kombinaci se ukazuje, Ze za vyvojovou dréa-
hu jsou v danych podminkach zodpovédné
z velké Gasti samice (Poladik a kol. 2017).
Ovlivnéni matkou je nejspise negenetické
podstaty, protoZe s tim, jak samice starnou,
zvySuje se postupné i podil diapauzujicich
potomkd v jejich sntiskach. Vyzkum ame-
rickych kolegti poukazuje na mozny vy-
znam regula¢ni molekuly RNA (miRNA430,
Romney a Podrabsky 2018). Slozenf jikry je
ale komplexni a diapauzu mohou ovliviio-
vat i dalsi latky, jako napt. vitamin D. Vyvoj
konkrétntho embrya zavis{ tedy nejen na
okolnich podminkéch, ale i na investici od
matky, a potencialné i na citlivosti embrya.
Tyto signaly mohou umoznit samici mani-
pulaci s vyvojem potomstva a zajisténi
preziti alesponi ¢asti sntisky (bet hedging —
sézka na jistotu) v pfipadsé, Ze se na okoli
neda spolehnout.

Za laboratornich podminek se da pou-
ze ptiblizné odhadnout vyvojovou drahu
embrya. Mimo opravdu extrémn{ podmin-
ky, které se poji i s vyvojovymi defekty
aniz§im prezivanim, 1ze vZidy zaznamenat
alespori néjakou variabilitu. V p¥irodé p¥i-
nosnd rozmanitost zajistujici pfeziti po-
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tomstva v§ak komplikuje cileny védecky
vyzkum spoustéct diapauzy. Drahu vyvoje
embrya muiZeme zjistit tfeba analyzou geno-
vé exprese (napf. gend spojenych s meta-
bolickou somatotropni osou). Celime tak
ale problému podobnému znamé Schro-
dingerové kocéce — abychom zjistili budouci
stav embrya, musime ho usmrtit. Dostup-
nost genetickych linii produkujicich uni-
formné bud' diapauzujici, nebo p¥imo se
vyvijejici potomstvo by tento problém zce-
la vytesila. Nase dosud nepublikované data
ale ukazujf, Ze cilena selekce samic na uni-
formn{ sntsky ani po ¢tyfech generacich
odstranénim fenotypové variability (kana-
lizaci) neskond¢i. Produkce variabilnich
snusek tak bude pravdépodobné vyrazné
pod vlivem negenetickych faktord brani-
cich kanalizaci tohoto znaku.

Jednim z nejvyznamné&jsich dtvoda pro
vyzkum diapauzy halanc¢iki je jeji neceka-
né spojitost se starnutim. I kdyZ intenzivni
badani stale probih4, prichod embryonalni
diapauzou sdili fadu buné¢nych mecha-
nismu se zmlazovacimi procesy nebo zpo-
malenim starnuti (Hu a kol. 2020). V nasem
srovnani pfimo se vyvijejicich a diapauzu-
jicich embryi se po diapauze lihly ryby
vétsi, ale rostly pomaleji nez ty, které se vy-
vijely pfimo. P¥imy vyvoj se ukézal v urci-
tém smyslu pfekotnym, protoZe samci se
skuteéné dozivali krat$iho véku (Poladik
a kol. 2014).

Shrnuti

Moznost dlouhodobé inkubace anuélnich
halanc¢ik (obr. 8—10) a manipulace jejtho
pribéhu dovoluji udrzeni chovnych linif
bez nutnosti dlouhodobé chovat dospélé
ryby, synchronizaci vyvoje odli$nych snii-
$ek, lithnut{ rizné starych ryb a obecné
planovani pokust, které by byly velice
obtiZné az neproveditelné s klasickymi
rybimi modely, jako jsou dénio pruhované
(Danio rerio) nebo Zivorodka duhova (Poe-
cilia reticulata). Z tohoto pohledu pfed-
stavuji anuélni haland¢ici idedlni kandida-
ty na laboratorni ryby — mohou doslova
¢ekat na planovany experiment. Evoluce
anudlni strategie a zpomaleni metabolis-
mu pfedstavuje navic fascinujici pfiklad
konvergentn{ adaptace k podobnym selek-
¢nim tlakdm jak z hlediska fyziologie, tak
vyvojové a bunééné biologie. V pfistim
dilu se naopak budeme zabyvat zrychle-
nou Zivotni historif téchto ryb po vylihnuti
a jejich starnutim.

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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