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1 Uvod a cile prace

Zelvusky jsou kmen patfici do Ecdysozoa, ktery &ita vice nez 1450 druhl (Degma
a Guidetti, 2023). Jedna se o bilateralné symetrické organismy, dosahujicich velikosti
od 50 um do 1200 pm, které maji segmentované télo a Ctyfi pary koncetin zakoncenych
drapky (Nelson, Guidetti a Rebecchi, 2010). Obyvaji morské, sladkovodni
i suchozemské oblasti. K reprodukci a aktivnimi stavu Zivota potfebuji vodu, alespon
ve formé vodniho filmu. Jinak pfechazeji do klidového stavu tzv. anhydrobiézy, kdy
snizuji metabolickou aktivitu a morfologicky vytvareji tzv. soudeCek. Po opétovném
vystaveni vodé se vraci do aktivniho stadia. Jsou extrémné odolné v{c¢i nepfiznivym
podminkam, kromé dehydratace také zvladaji extrémni teploty a tlak, ionizujici zafeni

nebo plsobenitoxind (Arakawa, 2022).

Studium odpovédi ZelvuSek na stres vyznamné usnadnuje, pokud je k dispozici
homogenni laboratorni kultura. Protokolll bylo publikovdano nékolik desitek.
Optimalizované parametry zahrnuji kultivaéni médium, teplotni a svételné podminky,
sloZeni potravy a typ kultivacni nadoby. U heterotardigradnich druht protokoly zahrnuji
cykly vysychani. Casto je mozné jeden protokol s drobnymi modifikacemi pouZit pro

chov vice druht Zelvusek.

Soucasti diplomové prace je literarni reSerSe zabyvajici se biologii Zelvusek
a prehledem kultivacnich metod vybranych druhl, podle kterych také probihaly

pokusy o zalozeni kultur.

Diplomova prace se zabyva izolaci Zelvusek z mechu,
dokumentaci pomoci svételné, fluorescenéni mikroskopie a Ramanovy mikroskopie
a naslednou identifikaci druh( podle morfologickych znak(. Vzhledem k naroc¢nosti
spolehlivé identifikace pfi zvétSenich, které umoznovaly nami pouzivané mikroskopy,

bylo také provedeno DNA barkédovani vybranych druha.

Zdrojem materialu byl jednak vlastni sbér, ale dominantni podil tvofily vzorky
od stfedoskolskych studentd, ktefi se se svymi uciteli na podzim 2023 zapojili

do mapovani zelvusek CR (piehled $kol je uveden v pfiloze B, tab. 10).



2 Teoreticka cast

2.1 Zelvusky

Jiz od prvniho pozorovani vroce 1773 byly Zelvusky kvUli svému medvédimu vzhledu
a kondetinam s drapy pojmenovany ,Kleiner Wasser Bar“, coz je v prekladu ,vodni
medvidek®. V roce 1776 byl Lazzarem Spallanzanim zaveden novy nazev il Tardigrado®,
ze kterého se odvodilo pojmenovani pro cely kmen Tardigrada. Preklad v ¢eStiné
znamena pomaly chodec a podle pomalé Zelvi chlize vznikl nazev Zelvusky (Nelson,

Guidetti a Rebecchi, 2010).

Zelvusky jsou mikroskopické bilateralni organismy, dosahujici velikosti 50-1200
pm (v prameéru 250-500 um). Jejich télo je slozené z hlavového segmentu, tii trupovych
segmentl a zadniho segmentu. Kazdy trupovy segment nese jeden par koncetin,
posledni par kondetin, ktery se nachazi na zadnim segmentu, sméfuje dozadu.
Koncetiny jsou zakoncené drapy nebo u nékterych morskych druhl vyrlstky (Nelson,
Guidetti a Rebecchi, 2010). K roku 2023 bylo objeveno vice nez 1450 druht (Degma
a Guidetti, 2023).

Zelvusky jsou zndmé pro svou vysokou toleranci v(g&i rliznym nepfiznivym
podminkam, jako jsou extrémni tlak a teplota, dehydratace nebo ionizujici zareni,
pfi kterych vstupuji do klidového stavu (obr. 1) (Arakawa, 2022). Klidovy stav lze rozdélit
na dva typy: diapauzu a kryptobidézu. Diapauza je pod endogenni kontrolou, je tedy
udrzovana vnitfni fyziologickou odpovédi. Ukonc¢eni diapauzy je vyvolano vnitfnim
signalem, ktery nemusi odpovidat obnovenym pfiznivym podminkam prostiedi. Mezi
projevy diapauzy patfi vytvareni cyst, cyklomorféza a dalsi. Kryptobidza je zplsobena
exogennimi podminkami a je pfimo indukovana vngjSim prostfedim. PFfi obnoveni
pfiznivych podminek dochazi k navratu k aktivité. Kryptobiéza ma nékolik forem
zavisejicich na typu vyvolavajiciho stresoru: anhydrobiézou, kryobiézou nebo
anoxybiézou (Guidetti, Altiero a Rebecchi, 2011). Zelvusky jsou pGvodné vodni
organismy. Vodu potfebuji k udrzeni aktivity, pfijmu potravy a reprodukci. Navzdory
tomu mnoho druh( Zelvusek osidlilo suchozemské prostiedi, kde obdobi dehydratace

prezivaji ve stavu anhydrobidzy a vytvareji tzv. soudecky (obr. 2). Tento stav je spojen
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s vyraznymi zménami v morfologii a anatomii, dochazi ke zkraceni antero-posteriorni

osy téla, ke staZeni nohou a pfeusporadavani vnitinich organli (Mebjerg a kol., 2018).

Zakladani cyst
_Jacyklomorféza

Diapauza
Odpocivajici vaj{éko

@]

Osmoticky stres N

Nepfiznivé
podminky

L Aktivni stav

£~/ Radiace
Vystaveni vysok)’(m‘l\;7

o
/«a@@
D>

.

%R
Nedostat:I(\\

vody

Anoxybiéza

Kryobioza

- Anhydrobiéza,
Kryptobiéza osmobidza (stav tun)

Obrazek 1. Reakce Zelvusek na nepfiznivé podminky (upraveno a prevzato z:
Mobjerg a Neves, 2021).

Obrazek 2. Strukturni zména Zelvusky: A v pfiznivych
podminkach B v nepfiznivych podminkach ve stavu soudecCku
(upraveno a prevzato z: Mebjerg a kol., 2018).
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2.2 Rozmnozovani zelvusek

Zelvusky se pravdépodobné vyvinuly v mofi, kde maji vhodné podminky pro Zivot.
Mofiské druhy jsou pfevazné gonochoristé s pomérem pohlavi cca 1:1, rozmnozuji se
pohlavné, k partenogenezi nedochazi. Postupné osidlovani jinych biotopl s méné
stabilnim prostfedim vedlo ke zméné zplsobu reprodukce. Sladkovodni
a suchozemské druhy jsou pfevazné jednopohlavni, populaci tvofi samice, které se
rozmnozuji partenogenezi. Méné Casty je gonochorismus s vyrovnanym pomeérem
pohlavi nebo hermafroditismus. Rozmnozovani je pak vzdy pohlavni (Altiero a kol.,

2018).

Vajicka zelvuSek maji nejcastéji kulovity nebo ovalny tvar, velikostné méri
v priméru 50-100 pm, se skofapkou az 235 um. Mofsti zastupci Heterotardigrada maji
vajicka obalena vlepkavém, hladkém obalu, zatimco suchozemské ZelvusSky maiji
vajiCka obalena tuhou, sklerotizovanou skofapkou. Doba embryonalniho vyvoje neni

u zelvuSek jednotna (Altiero a kol., 2018).

Zelvusky se dle zpGsobu kladeni vaji¢ka déli do dvou skupin. Prvni, do které patii
napfiklad Hys. convergens nebo Mil. Inceptum, klade vajicka do svych exuvii (svlecek
kultikul) (Sugiura a Matsumoto, 2021). U tohoto zplsobu se nékdy vyskytuje péce
ovajicka. Napfiklad samice Pseudobiotus nosi exuvii svajicky pfichycenou
na kaudalni ¢asti téla, dokud se vaji¢ka nevylihnou. Vaji¢ka téchto druht jsou hladka

(Altiero a kol., 2018).

Druha skupina klade vajicka volné do okolniho prostiedi. Pfikladem muze byt
Pam. sp. (Sugiura a Matsumoto, 2021). Vajicka volné kladena do prostfedi maji
geometricky zdobeny povrch tvarovymi vyrlstky, sitkovanim nebo jamkami. Tyto
morfologické znaky vajicka maji zasadni taxonomicky vyznam. U této skupiny nebyla

pozorovana rodi¢ovska péce (Altiero a kol., 2018).

U ZelvuSek dochazi kvnéjSimu i vnitinimu oplozeni. U zastupce tfidy
Eutardigrada [Isohypsibius granulifera byly po kopulaci nalezeny spermie pfimo
ve vajecniku samice (Nelson a kol., 2015). U Ursulinius nodosus, Hys. convergens
a Pseudobiotus megalonyx samec ejakuluje z kloaky do zadniho konce samici exuvie

obsahujici vajicka. U Pseudobiotus megalonyx bylo pozorovano i jiné chovani,
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kdy samec propichl exuvii samice a poté ejakuloval do mista vpichu (Sugiura
a Matsumoto, 2021). U nékterych ZelvuSek dochézi k zasnubnimu chovani. Pfikladem
je Isohypsibius dastychi, kdy samec drzi samici svym prvnim parem nohou a samice
stimuluje samce pohybem styletu a stahovanim saciho hltanu, nasledné dojde

k ejakulaci ze semennych vackl kloakou (Altiero a kol., 2018).

U zastupcl tfidy Heterotardigrada je znamo jen vnéjsi oplozeni (Sugiura
a Matsumoto, 2021). Napfiklad samec mofského gonochoristického druhu Batillipes
noerrevangi stimuluje samici k nakladeni vajicek na zrnka pisku, ktera pak oplodni.

VnégjSi oplozeni bylo pozorovano i u druhu Actinarctus doryphorus (Altiero a kol., 2018).

2.3 Zivotni cyklus

Kultivace ZelvuSek umoznila pozorovani jejich Zivotniho cyklu od narozeni az po smrt
(Altiero a kol., 2018). Délka zivota mimo klidova stadia se odhaduje na 3 az 30 mésicU.
Pfi zapocitani obdobi stravenych v klidovych stadiich mize byt délka Zivota znac¢né
prodlouzena (Nelson a kol., 2015). Zivotni cyklus samice tfidy Eutardigrada zahrnuje

nékolik fazi.

Embryonalni vyvoj trva od 5 do 100 dni v zavislosti na druhu, teploté a mnozstvi
kysliku v prostiedi. Nasleduje vylihnuti a rist v dospélce. U zéstupct tfidy Eutardigrada
dochazi kvyvoji pfimému, juvenilni jedinci jsou podobni dospélciim. Jsou pouze
mensi, maji drobné rozdily v bukalnim aparatu a drapkach a maji také nezralé gonady.
Sladkovodni a pladni zastupci tfidy Heterotardigrada prochazeji nepfimym vyvojem
charakterizovanym dvéma vyvojovymi stadii. Larvam echiniscidnim Heterotardigrada
chybi fitni otvor, gonopor a maji na koncetindch pouze dva drapky oproti dospélclim,
ktefi maji drapky Ctyfi. Po prvnim svlékani ma juvenilni jedinec jiz fitni otvor a Ctyfi
drapky, nedosahuje vSak stale pohlavni zralosti (Nelson a kol., 2015). K dosazeni
pohlavni zralosti dochazi az na vyjimky pfi druhém nebo tfetim sviékani. Nasleduje
produkce a kladeni vajec, kterych v zavislosti na druhu a véku samice a také okolnim
prostiedi mize byt 1 az 44 vijedné snlsSce. Kperiodickému svlékani dochazi
ivdospélosti, kdy se skazdym svlékanim jedinec zvétSuje, dokud nedoroste

do maximalni velikosti (Altiero a kol., 2018). Proces svlékani trvd 5-10 dni. Dochazi
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k vyvrzeni kutikularni vystelky prfedniho stieva véetné bukalni trubice, plakoidd, styletu
a styletovych podpér rozsifenym bukalnim otvorem. Tim se jedinci dostavaji
do simplexniho stadia, kdy se Ustni otvor uzavie a jedinci nemohou pfijimat potravu.
V tomto stadiu dochazi ke znovuvytvoreni kutikularni struktury bukalni trubice, stylet(l
ajejich podpér pomocilicnich zlaz. Dale pomoci epitelové tkané jicnu a hltanu dochazi
k pfestavbé zadni ¢asti bukalniho aparatu. Souc¢asné epidermis syntetizuje novou télni
kutikulu, véetné vystelky zadniho stfeva. Nové drapy vzniknou ¢innosti drapovych zlaz.

Svlékani je dokonceno uvolnénim staré kutikuly (Nelson a kol., 2015).

2.4 Taxonomie

Zelvusky jsou kmen oddéleni Ecdysozoa délici se na tfi tfidy: Eutardigrada,
Mesotardigrada a Heterotardigrada, schéma je znazornéno na obrazku 3 (Jargensen
a kol., 2018). Taxonomie zelvuSek tradi¢né vychazela z morfologie sklerotizovanych
struktur, jako jsou drapy, bukalni aparat, kutikula nebo vaje¢na skofapka (Nelson a kol.,
2015). Dnes jsou morfologické studie doplhovany o molekularni metody (Jergensen

akol., 2018).

— Arthrotardigrada

Heterotardigrada

— Echiniscoidea

Mesotardigrada = Thermozodia

Apochela

Eutardigrada

Parachela

Obrazek 3. Systém kmene Tardigrada (prevzato z: Jargensen a kol., 2018).

Do tfidy Eutardigrada spada vétsSina popsanych druhu, které obyvaji predevsim

pldni a sladkovodni oblasti. Je pro né typickd hladka kutikula, pfitomnost kloaky,

14



vyluCovaci organy tvorené Malpighickymi trubicemi, sada dvou dvojitych drapu
na kazdé koncetiné a absence Cetnych hlavovych, télnich a noznich smyslovych
organl, které jsou znamé u zastupcu tfidy Heterotardigrada. Eutardigrada se déli
na dva fady. Apochela s jedinou ¢eledi Milnesiidae a fadem Parachela, do kterého patfi
Isohypsibiidae, Hypsibioidea, Eohypsibiodea a Macrobiotoidea. Rad Parachela
se morfologicky vyznacuje absenci vnéjsich hlavovych smyslovych privésku
a pfitomnosti srostlych primarnich a sekundarnich vétvi dvojitych drapd (Jergensen

akol., 2018).

Trida Mesotardigrada byla ustanovena na zakladé popisu druhu Thermozodium
esakii Rahm zjaponského termalniho pramene. Tento druh je vS8ak povazovan
za pochybny, protoZze byl pozorovan pouze na této lokalité, a ta byla zniCena

zemétiesenim. Plvodni nalez se také nedochoval (Nelson a kol., 2015).

Posledni tfidou je Heterotardigrada, jejichz jedinci obyvaji mofiské, sladkovodni
i pidni oblasti. Morfologicky je charakterizovana pfitomnosti fitniho otvoru, gonoporu
a cetnymi hlavovymi smyslovymi pfivésky. Heterotardigrada se déli na Arthotardigrada,
kterda obyvaji prfedevSsim mofe a Echiniscoidea s pfedevSim sladkovodnimi

a suchozemskymi druhy (Jargensen a kol., 2018).

2.5 Kultivace zelvusek

Prvni zprava o kultivaci zelvusSek pochazi z roku 1914, kdy von Wenck uspésné choval
druh Pseudobiotus v akvariu (Roszkowska a kol., 2021). Od té doby bylo publikovano
mnoho kultivaénich protokoll lisicich se kultivaénim médiem, potravou, tepelnymi
a svételnymi podminkami nebo nadobou na kultivaci. Nékteré z nich se s malymi
modifikacemi daji pouzit pro vice druh(. Na druhou stranu pro nékteré druhy mame
hned nékolik alternativnich protokoll, pficemz srovnani efektivity kultivace obvykle

chybi.

Pozivanymi kultivacnimi médii jsou obvykle Chalkeyho médium ve smési
s pldnim extraktem (sloZzeni Chalkeyho média v pfiloze A, tab. 8), vhodna mineralni
voda (nejéast&ji Volvic, Zywiec Zdréj a Geyser), nebo jejich smés

s destilovanou/kohoutkovou vodou. Pohyb ZelvusSek je usnadnén zdrsnénim povrchu
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sklenéné nebo plastové nadoby, pfipadné péstovanim na agaru. Nékteré protokoly

zahrnuji periodické vysychani kultury, zatimco jiné jsou provadény ve vodnim prostredi.

Potravou byloZravych jedincl jsou nejcastéji fasy rodu Chlorella nebo
Chlorococcus. Vyjime€né se pouzivaji i jiné druhy fas. Dravé druhy jsou krmeny

hlisticemi, vitniky nebo Hys. exemplaris. Rasa je n&kdy podavana juvenilnim jedinctim.

V pfiloze A uvadim kultivaéni metody pro jednotlivé rody zelvusek,
z pfehledového ¢lanku Roszkowska a kol., 2021. Kromé reSerSe nové literatury

dopliuje i detailngjsi informace z tam citované literatury.

2.5.1 Rod Hypsibius

Hypsibius je rod patfici do tfidy Eutardigrada, fadu Parachela, vyskytujici
se ve sladkovodnich Gtvarech, jako jsou potoky, feky a jezera, ale také v mechorostech,
¢i na cévnatych rostlindch (McFatter, Meyer, a Hinton, 2007). Jedna se o byloZravce,
ktefi se nejCastéji zivi zelenymi fasami, ale i nékterymi druhy sinic a hub (Bryndova

a kol., 2020).

Jedinci Hys. exemplaris dosahuji velikosti pfiblizné 0,26 mm, samice s vajiCky
byvaji docasné vétsi nez samice bez vajec. Samice klade v prvni sntsce priimérné
1 az 3vajicka, pocCet vajicek nakladenych na exuvii se scCasem zvySuje. NejvysSi
produkce je dosazena 18-24 den, poté postupné klesa. Samice naklade za Zivot
primérné 42 vajec (Stone a Vasanthan, 2020). Lihnutivajec trva necelych 5 dni (Gabriel
a kol., 2007). Délka zivota byla v prdméru 61,9 = 9,9 dne, pficemz se za Zivot svlékli

pfiblizné jedenactkrat (Stone a Vasanthan, 2020).

V priibéhu let bylo publikovano mnoho protokolt pro kultivaci. Spole¢né pro né
je, ze kultivace probiha bud pfimo v médiu nebo na agarovych povrsSich pfekrytych
meédiem. Jako krmivo se pouZivaji fasy Chlorcoccum sp, Chlorella vulgaris, Chlorella
sp., pfipadné jejich smési. Nedavno byly protokoly modifikovany i pro Hys. pallidoides

(Tumanov, 2020). Jednotlivé protokoly jsou uvedeny v pfiloze A.
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2.5.2 Rod Ramazzottius
Ramazzottius je rod patfici do ¢eledi Hypsibiidae. Jedna se o suchozemské a bylozravé

zelvusky (Yoshida a kol., 2017).

Uspé&sné byl zatim kultivovdn pouze druh Ram. varieornatus. Publikované
protokoly pouzivajici Petriho misky s (bacto)agarovou vrstvou prekrytou médiem
a Chlorellou vulgaris jako krmivem jsou podobné tém pro rod Hypsibius a jsou uvedeny
nize. Neves a kol., 2020 Uspésné kultivovali Ram. varieornatus v sebraném vzorku listQ,
mechu nebo rostlinné drti suspendované v deionizované vodé pii 5 °C. Ziviny
tak zelvusky ziskavaly z pfirozeného prostredi. Pfed kultivaci bylo mozné vzorky

uchovavat pfi -20 °C. Jednotlivé protokoly jsou uvedeny v pfiloze A.

2.5.3 Rod Milnesium

Milnesium je suchozemsky rod tfidy Eutardigrada, fadu Apochela, ktery se nejcastéji
vyskytuje na vlhkych mistech, jako jsou mechy, spadané listi, liSejniky a dalsi. Jedna
se o0 v8ezravce, nejcastéji se Zivici prvoky, hlisticemi, Ffasami nebo mensimi zastupci
tfidy Eutardigrada (napf. jedinci rodu Hypsibius nebo Diphascon) (Nelson, 2002;
Suzuki, 2003).

NejrozSifenéjSim zastupcem Milesii je Mil. tardigradum, u kterého reprodukce
nejcastéji probihd pomoci partenogeneze. Samice uklada snlsku (obsahujici 1-12
vajicek) do staré kutikuly, vajicka se lihnou za 5-16 dni. Aktivni délka Zivota jedinc(

chovanych v laboratornich podminkach &inila 42,7 + 11,8 dni (Suzuki, 20083).

Kromé Mil. tardigradum se podafilo kultivovat i Mil. pacifikum a Mil. inceptum,
Mil. variefidum, Mil. aligenum a Mil. eurystomum. Potravou jsou vifnici (Lecane
inermis, Philodina citrina), hlistice (Caenorhabditis elegans) nebo Zelvusky (Hys.
exemplaris). Juvenilni jedinci jsou vnékterych protokolech krmeni fasou
(Chlorogonium elongatum). Rasa je nékdy pridavéana i kv(ili zvy$eni Zivotnosti vifnikg.
Kultivaéni nddoby jsou pokryty agarem nebo maji poskrabané dno. Médiem je obvykle
mineralni voda. Nékteré protokoly uvadi i velikost sloupce média (nékolik mm),
parametr muze byt dulezity pro dostatecné zasobeni kultury terestrického druhu

kyslikem. Jednotlivé protokoly jsou popsany v pfiloze A.
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2.5.4 Rod Paramacrobiotus

Rod Paramacrobiotus patfici do tfidy Eutardigrada, fadu Parachela, celedi
Macrobiotidae se déli na dvé morfologicky odliSné skupiny. Prvni je richtersi
s pfitomnosti mikroplakoidu v hltanu a druhou skupinou je areolatus vyznacujici
se absenci mikroplakoidu. Jednd se o kosmopolitni, vSezravy rod, ktery se krmi
sinicemi, fasami, vifniky, hlisticemi nebo malymi juvenilnimi ZelvuSkami. Zatimco
dospélci preferuji konzumaci jinych Zivocichl (vifnici a hlistice), mladata jsou
predevsSim byloZrava a jedi obvykle jednobunécné zelené fasy. Délka Zivota je napfic
druhy odliSna, napfiklad Pam. farbinksi se doziva kolem 137 dni. U Paramacrobiota
se nachazi oboupohlavniijednopohlavni populace. Velmi ¢asta je reprodukce pomoci
partenogeneze. Dale bylo pozorovano i vnéjSi oplozeni, ke kterému dochazi

po nakladeni vajec (Kayastha a kol., 2023).

Pro rod Paramacrobiotus jsou znamy protokoly pro kultivaci Pam. sp., Pam.
fairbanksi, Pam. richtersi, Pam. tonolii, Pam. palaui, Pam. kenianus, Pam.
experimentalis nebo Pam. gadabouti sp. nov. Kultivace probiha na agaru nebo pfimo
vmédiu v nadobach s poskrabanym dnem. Potravou jsou hlistice (Pristionchus
iheritieri, Panagrolaimus rigidus, C. elegans, Pelodera teres, Panagrellus sp.) nebo
vitnici (P. citrina, L. inermis), ke kterym byly v nékterych protokolech pfidavany fasy
nebo jejich smés (Chlorogonium elongatum, Chlorella vulgaris, Chlorella sp.).

Jednotlivé protokoly jsou uvedeny v pfiloze A.

2.5.5 Rod Echiniscus, Pseudechiniscus a Viridiscus

Uspésny pokus o kultivaci (Momeni, Fuentes-Gonzélez a Pienaar, 2022) zahrnoval
chovani zelvusek v mechu, ve kterém byly nalezeny. Echiniscus sp., Pseudoechiniscus
ramazzotti a Viridiscus viridianus byly umistény do 10 cm Petriho misek potazenych
1,2% agarovym gelem vytvofenym v roztoku KCM a prevrstvené 2mm destové vody.
Petriho misky byly pfekryty vickem, aby se minimalizovalo odpafovani a byly
ponechany ve vlhkém stavu po dobu tfi mésict. Médium bylo ménéno kazdé tfi dny,
¢imz se zabrarfiovalo mnoZeni bakterii a zaroven tim byl poskytnut Cerstvy kyslik.
Pipetou se odebiralo staré médium a pfidévala se nova destova voda. Zelvusky pojidaly

jednobunécné rasy Chlorella vulgaris a mechové prvoklicky, které zacaly rlist na agaru.
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Tyto kultury byly schopné existovat maximalné po tfi generace (Momeni, Fuentes-

Gonzalez a Pienaar, 2022).

Autofri se dale pokusili zvySit uspésnost kultivace zafazenim vysuSeni kultury,
pficemz 84 % jedincl vytvofilo soudecky v mechu. Po rehydratovani doslo do 30 minut
k aktivaci 96 % jedincl. U zbylych 16 % jedincq, ktefi vytvofili soude¢ky mimo mech
dosSlo k obnoveni aktivity pouze u 48 %. Oproti kulturam, ve kterych byla neustale vrstva
média, doSlo ke zvySeni produkce vajec, coZz vedlo k mySlence udrzovat kultury
v opakovanych cyklech vysouSeni a rehydratace (Momeni, Fuentes-Gonzalez

a Pienaar, 2022).

Nize uvadim dalsi detaily z protokolu vyvinutého kolektivemm Momeni, Fuentes-
Gonzélez a Pienaar, 2022. Zivé vyhonky mechu se vkladaji do Petriho misek na 2 mm
vrstvu 1,2% agaru vroztoku KCM (7 mg KCL, 8 mg CaCl, a 8 mg MgS0O, v1 |
deionizované vody). Mechové vyhonky je nutné denné postfikovat deStovou nebo
mineralni vodou, dokud nevyroste prvoklicek, ktery slouzi Zelvus§kam jako potrava,
aleijako prostiedi pro rozmnozovani. Rlst mechu trvajici pfiblizné mésic se da
urychlit vystavenim vyhonk( pod nepfetrzité svétlo. Poté, co protonema pokryje témér
celou Petriho misku, je vhodné pridat C. vulgaris, 1-2 ml deStové/mineralni vody
(pfipadné jejich smési) a pfidat zelvusky. Po deset dalSich dni se vzdy pfes noc nechd
meédium odparovat a rano se pfida 1-2 mlvody a 20-60 pl C. vulgaris. Timto krokem jsou
napodobovany pfirozené podminky, kdy rdno napadne rosa, ktera pfes den vyschne.
Je tim také zajistén i dostatek kysliku. Po deseti dnech se neché miska po dobu tfi dn(
vysychat. Nasleduji cykly kultivace v hydratovaném a dehydratovaném stavu.
Podminky pro kultivaci byly 55% vlhkost, 20-25 °C a fotoperioda 12 hodin svétla a 12
hodin tmy. Do dvou az tfi mésicUl je nutné prenést polovinu Zelvusek na novou Petriho
misku. Agar musi byt kazdy meésic kontrolovan, zda nedoslo k jeho rozpadu a v pfipadé
poSkozeni gelu pfenést Zelvusky na novou misku (Momeni, Fuentes-Gonzalez

a Pienaar, 2022).
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2.6 Ramanova spektrometrie

2.6.1 Princip Ramanovy spektrometrie

Ramanova spektrometrie je metoda zaloZzena na méreni rozptyleného zareni, které ma
vySSi nebo nizsi frekvenci nez zareni primarniho zdroje. Interakci monochromatického
zareni s molekulami vzorku, dochézi ke zméné vibrac¢nich a rota¢nich stavi molekuly,

coz ma za nasledek dva typy rozptylu svétla, pruzny a nepruzny.

Pfi pruzném neboli Rayleighovu rozptylu dojde k dopadu fotonu na molekulu,
ktera pfevezme kvantum energie a prejde na vysSi vibra€ni a rotaCni energeticky stav.
Ziskanou energii molekula vyzaftive formé fotonu, ¢imz se okamzité vraci do zakladniho
stavu. Molekula tedy vyzafi stejné kvantum energie, jaké srazkou ziskala. Z tohoto

dlvodu tento rozptyl nenese analytickou informaci.

Pfi nepruznych srazkach ma rozptylené zareni jinou frekvenci nez primarni
foton, coz je zplisobeno tim, Ze se rozkmitana molekula nevratila na plvodni hladinu,
ale zaujala jiny vibracni a rotacni stav. Jsou dva typy nepruznych srazek. Pfi Stokesové
rozptylu molekula srazkou sfotonem pfejde na vySSi energetickou hladinu
a pfi zpétném prechodu zlstane na vyssivibra¢ni a rotacni hladiné. Kvantum vyzarené
energie je tedy menSi nez kvantum ziskané srazkou, rozptylené zareni ma nizSi
frekvenci neZz zareni absorbované. Druhym typem je anti-Stokeslv rozptyl,
kdy je molekula jiz pfed pfijetim energie fotonu ve vy$Sim vibracnim a rotacnim stavu
a o vyzareni energie se mUze navratit do niz§iho nebo zakladniho stavu. Kvantum
vyzarené energie je tedy vySSi nez kvantum ziskané srazkou, rozptylené zareni ma vySsi
frekvence nez zareni absorbované. Intenzita anti-Stokesovych Car je ve spektru nizsi

nez intenzita Stokesovych Car, protoze pfi normalni teploté je jen maly pocet molekul

pred excitaci ve vy$Sim vibracnim stavu.

Podminkou pro aktivitu vibrace v Ramanoveé spektru je zména polarizovatelnosti
molekul v prabéhu vibrace. Tuto vlastnost maji pfedevsSim nepolarni ¢asti molekul,
proto jsou intenzivni pasy v Ramanové spektru tvofeny vibracemi nepolarnich vazeb.
DalSim pozadavkem pro ziskani Ramanovych spekter je symetrie molekuly. Funkéni
skupiny, které vykazuji silné Ramanovo spektrum jsou napfiklad — C-X, -C-NO,, -C-S-

, —S-S-, -C =C-, -C =S, -N=N-, -S-H-, -CN (Das, 2011).
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Ramanlv spektrometr je slozen ze zdroje, ktery vysild monochromatické,
intenzivni a koherentni zafeni (nejCastéji laser), drzaku na vzorek, monochromatoru
a detektoru (nejcastegji fotoelektricky nasobid), ktery detekuje rozptylené zareni kolmé
ke sméru dopadajiciho zareni. Ramanovo spektrum se méfi voblasti od 10 do
4000 cm™ (Holzbecher a kol., 1987; Klouda, 2016; Némcova, Cermak a Rychlovsky,
1997).

2.6.2 Ramanova spektrometrie v biologii

Ramanova spektroskopie se pouZziva ve strukturni biologii a bunécné biofyzice, nejen
k analyze lipid(, proteind, peptidd, DNA, RNA a malych organickych molekul,
ale i studiu interakci protein-protein nebo protein-lipid za riznych podminek. Pokud
se spektrum méfiv soustavé bodU preparatu na podloznim skle, je mozné vygenerovat
prostorovy obraz chemického slozeni objektu (Ramanova mikroskopie) (Vlasov a kol.,

2020).

Dale je Ramanova spektroskopie pouZzivana vrlznych lékarskych oborech
ke studiu neurodegenerativnich, aterosklerotickych, kardiovaskularnich onemocnéni
nebo rakoviny, protoZe spektra biologickych vzork( jsou citlivda na biochemické
a strukturni zmény, které v burikach vznikaji vdUsledku onemocnéni. Kromé toho

se vyuzivé i k optimalizaci vyroby novych &kl (Vlasov a kol., 2020).

Jedinym publikovanym ¢&lankem, ktery vyuziva Ramanovu spektroskopii
pro studium ZzelvuSek, je prace Bonifacio a kol., 2012, ktefi analyzovali pigmenty
v Echiniscus  blumi. Identifikovali karotenoid (pravdépodobné [(-karoten),
ktery ZelvusSky pravdépodobné pfijimaji z mechu, kterym se Zivi. Také byla prokazana
pfitomnost karotenoidd vtélni dutiné, vejcich a v oc¢nich skvrnach. V kutikule

a epidermis se karotenoidy nevyskytovaly (Bonifacio a kol., 2012).

2.7 DNA barkérovani

Nazev DNA barkddovani vznikl analogicky s ¢arovymi koédy Uniform Product Code,
které se pouzivaji na vyrobeném zboZzi. Jedna se totiz o analyzu kratké sekvence DNA
jednotného cilového genu, ktera umozni identifikaci druhu srovnanim s databazi. Tato

metoda se da vyuzit k studiu biologické rozmanitosti, identifikaci vajicek a larvalnich
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druhQ nebo potravnich siti na zakladé analyzy obsahu Zaludku, ¢i exkrement(

(Stoeckle, 2003).

Sekvence vhodna pro DNA barkdédovani by méla splhovat nasledujici kritéria.
Méla by byt kratka (idealné 400-800 pard bazi), ¢imz se usnadni extrakce a amplifikace
DNA, dale by méla byt snadno ziskatelnd a charakterizovdana pro vSechny druhy
na planeté. Musi také obsahovat vyznamnou genetickou variabilitu a divergenci
na Urovni druhu a mit konzervovana terminalni mista pro vyvoj univerzalnich primera.
Pro identifikaci zvifat na Grovni druhu se osvédcila 600 par( bazi dlouha sekvence DNA
mitochondrialniho genu pro cytochrom c¢ oxidasovou podjednotku 1 (CO1) (Kress
a Erickson, 2008). Dalsimi ¢asto vyuzivanymi sekvencemi na tvorbu primer( jsou napf.
malé nuklearni podjednotka ribozomalni RNA (SSU, také u eukaryot zndma jako
18S rRNA), velkd nuklearni podjednotka ribozomalni RNA (LSU, také znama jako
28S rRNA), vnitini transkribovany uUsek ribozomalniho RNA cistronu (ITS) nebo
chloroplasticky gen kddujici velkou subjednotku ribuléza bisfosfat karboxylazy (rbcl)
(Blaxter, 2004). Koéd se nasledné porovna s knihovnou barkddUl, kterd slouzi jako
standard. Pfifazenim sekvence neznamého vzorku dojde kjeho identifikaci nebo
objeveni nového druhu (Kress a Erickson, 2008). Schéma zisku a zpracovani DNA

ze vzorku je zndzornéno na obr. 4.
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Sbér vzorki Zpracovani Extrakce PCR DNA Bioinformaticka
tkané DNA amplifikace sekvencovani  analyza

Obrazek 4. Schéma barkddovani (upraveno a prevzato z: Suriya a kol., 2020).
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3 Material a metody

3.1 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Automaticky mikroskop CV7000 (Yokogawa)

Automatickeé pipety (Eppendorf)

Centrifuga Microstar 17R (VWR)

Centrifuga Jouan BR4lI (Trigon-plus)

Flow box Biohazard box, MSC-Advantage™ (Thermo Fisher Scientific)
Mikroskop inverzni s fazovym kontrastem Olympus IX70 (Olympus)
Digitalni kamera na mikroskop DP73 (Olympus)

Laboratorni vdha Vibra AJ-420CE (Shinko Denshi)

Minicentrifuga D1008 (Dlab)

NanoDrop 1000 (Thermo fisher)

Nadoba na elektroforézu SUB13 Mini-Plus (Hoefer)

Odyssey® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences)

Raman(v mikroskop 300R+ (Witec Alpha)
Termocyklér C1000 Touch s nastavbou CFX96 Real-Time systém (Biorad)

Trepacka Vortex V-1 plus (Biosan)
VS200 Research Slide Scanner (Olympus)
Quick-DNA™ Microprep Plus Kit (Zymo Research)

Zdroj PowerPac™ Basic Power Supply (BioRad)

3.1.1 Spotrebni material

Kryci sklo

Lak na nehty, bezbarvy

Mikrozkumavky pro PCR 0,2 ml (Biologix)

Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf)

Mikrozkumavka 2 ml (Eppendorf)

Podlozni sklo

384jamkové desky pro mikroskopii Cell Carrier Ultra (Perkin Elmer)
6jamkové desky (TPP)

24jamkoveé desky (TPP)

23



96jamkové desky (TPP)

3.2 Biologicky material

Mechy
o vlastnisbér-N =31

o vzorky ziskané ve spolupraci se stfednimi Skolami—-N =203

3.3 Pouzité chemikalie

Agarosa (Sigma Aldrich)

DNA Electrophoresis Sample Loading Dye (BioRad)

ExoCleanUp FAST (VWR)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)

Mineralni voda Volvic

M9 médium

o M9 médium bylo pfipraveno z 1,5 g KH,PO,4, 3 g Na,HPO,, 2,5 g NaCl, 500

pL 1 M MgSO,, H,O na 500 ml, autoklavovano.

Oligonukleotidy LCO1490, HCO2198, ITS3F, ITS4R, SSUF04, SSUR26, 28S

rRNA48aF a 7b (Generi Biotech)

Polyvinyl alcohol mounting medium with DABCO®, antifading (Supelco)

Rlstové médium

o Rlstové médium pro hlistice na Petriho misky bylo pfipraveno z1,5 g

NaCl, 8,5 g agarosy, 1,25 g peptonu s 487,5 ml destilované vody, roztok
byl autoklavovan. Poté byl roztok pfenesen na vodnilazen o teploté 50 °C
a bylo pfidano 500 ul 1 M CaCl,, 500 yl 5mg/ml cholesterolu v ethanolu,
500 pl 1 M MgSO0,, 12,5 ml 1M KPO, pufru (54,15 g KH,PO,, 17,8 g K;HPO,
v500 ml H20). Mezi jednotlivymi pfidavanimi byl roztok promichan,
presto vSak nesmeélo dojit ke ztuhnuti média. Na jednu Petriho misku
pfipada 10-12 ml média, které musi byt nanaSeno ve flowboxu. Poté
musi byt na misku nasazeny bakterie E. coli (kmen OP50). Na jednu
Petriho misku pfipada 100 pl E. coliv TB médiu. Sklenénou hokejkou byly

bakterie rozprostieny po celém meédiu. Petriho misky byly pokryty
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parafilmem a umistény do 37 °C, po 24 hodinach byly pfemistény do
4°C. Je vhodné je vyuzit maximalné do mésice od jejich vzniku. Kultury
je vhodné prenaset na novou desku alespon jednou za dva tydny.
e Savo
e S-complete medium
o S-complete medium bylo pfipraveno z 500 ml bazalniho média, 5 ml
citronanu draselného (pH = 6), 5 ml roztoku stopovych kovl, 1,5 ml
1M CaCly, 1,5 ml1 M MgSO.,.
e SSoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (BioRad)
e TAE pufr
o 10x koncentrovany TAE pufr byl pfipraven 0,4M Tris, 0,4M kyseliny
octové, 1T0mM EDTA, pH 8,0 a nasledné byl zfedén destilovanou vodou.
e 3MNaOH
e 100 bp Molecular Ruler (BioRad)

3.4 Metodika

3.4.1 Izolace zelvusek z mechu

Vzorky mechu pokryvaly pfiblizné 10 cm?. Pro kaZdy vzorek byly dale zaznamenany tyto
informace: datum sbéru, GPS souradnice, udaje o lokalité, vlhkost mechu a fotky
odbérového mista s detailnimi fotkami mechu, pro jejich moznou identifikaci. Mech byl

pred doruc¢enim do laboratore uchovavan v lednici nebo na chladném misté.

3.4.1.1 Izolace pomoci Baermannovych nalevek
Moznym zpusobem, jak izolovat Zelvusky z mechu je za pouziti Baermannovych

nalevek (obr. 5). Na stopku Baermannovy nalevky byla nasunuta silikonova hadicka
ana druhy konec hadiCky byla pfipojena mikrozkumavka (spoje byly utésnény
parafilmem). Systém byl mineralni vodou zavodnén tak, ze hladina dosahovala
po spodni okraj sitka Baermannovy nalevky. Bylo tfeba se ujistit, zda nebyl pferusen
vodni sloupec vzduchovymi bublinami. Na sitko byl polozen toaletni papir, na ktery
se umistil mech, rastovymi vrcholky smérem dolll. Mech byl zalit kohoutkovou vodou.
Spodek Baermannovy ndlevky byl ponofen do ledové lazné (voda dosahovala po sitko),

ze shora byl zahfivan izolovanou vyhfivaci podlozkou, ktera byla nastavena na 40 °C.
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Po dvou dnech byla izolace ukonéena. Hadi¢ka se ustfihla nad mikrozkumavkou
a obsah mikrozkumavky byl pfenesen do Volvicu do 6 nebo 24jamkové desky. Desky

byly uchovavany pfi 4 °C.

Obrazek 5. Izolace ZelvuSek pomoci Baermannovy nalevky.

3.4.1.2 Izolace pomociinzert(

Dalsim zpUlsobem, jak izolovat Zelvusky z mechu je za pomoci inzertd. Na 3D tiskarné
byly vytisknuty inzerty rozmérem odpovidajici jamkam 6jamkového panelu
pro kultivaci bunék (obr. 6), do kterych bylo nasazeno sitko s okem 0.5 mm. P¥i izolaci
byl na sitko poloZen toaletni papir a takové mnozstvi mechu, aby vyplnil inzert. Mech
se rozebral na malé kousky, aby se usnadnil pohyb Zelvuskam. Pokud byl mech
s hlinou, zelena c¢ast vzorku se sméfovala dolll. Inzerty byly nasledné postaveny
do 15 cm Petriho misky, ve které byla pfiblizné 1 cm vysoka vrstva kohoutkové vody
a byly tak ponechany minimalné pét minut. Tento krok slouzil k tomu, aby mech pfijmul
co nejvice vody. Pred vloZzenim inzertd do 6jamkového panelu bylo do jamek

napipetovano 5 ml mineralni vody Volvic. Inzerty byly vlozeny do 6jamkové desky.
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Mechy pak jesté byly zality 2 ml mineralni vody. Po nasazeni vicka byla deska uchovana
pfi 17 °C. Vtéto fazi meély zelvusSky vklidovych stadiich moZznost rehydratovat

se a obnovit aktivitu.

Pfed vlastni izolaci s vyuzitim teplotniho gradientu byla pfidana voda, tak aby
dosahovala horniho okraje inzert(l. Poté byly desky umistény na vodni chladi¢, kterym
kolovala voda vychlazena na 17 °C, a z vrchni strany se umistila odizolovana vyhftivaci
podlozka temperovana na 40 °C, ¢imz vznikl teplotni gradient. Izolace probihala dva
dny. Po ukonceni izolace byly inzerty vyjmuty a desky uchovavany pfi 4 °C. Vzhledem
k bakterialnimu nartstu bylo v nékterych pfipadech nutno vodu v inzertech ¢astec¢né
nahradit mineralni vodou Volvic, pfipadné zelvusSky pochytat pomoci mikropipety

a prenést do desky (obvykle 24jamkové) s vodou Volvic.

Obréazek 6. Inzerty do 6jamkové desky se sitkem.

3.4.2 Kultivace
Zelvusky byly kultivovany v 24jamkovych deskach pfi 4 °C. Kultivaénim médiem byla
mineralni voda Volvic s destilovanou vodu v poméru 1:1. Prabézné byly Zelvusky

krmeny hlisticemi C. elegans a fasou Chlorella vulgaris.

27



3.4.3 Opticka mikroskopie

Zelvusky po izolaci byly pozorovéany pomoci svételné mikroskopie (Olympus IX70
s kamerou DP73) v kultivacnich deskach, obvykle bylo nato¢eno video pohybujici se
Zelvusky pfi zvétSeni 40x-400x. Dalsi Informace o morfologickych detailech byly
ziskany pomoci pozorovani zelvuSek v 384jamkovych deskach na mikroskopu Voyager
7000 (Yokogawa) ve viditelném svétle a po indukci autofluorescence UV zarenim.

Trvalé preparaty byly pozorovany na skeneru mikroskopickych skel VS2000 (Olympus).

3.4.3.1 Pfiprava trvalych preparati pro optickou mikroskopii

Zelvu$ka byla z kultury mikropipetou pfenesena do kapky destilované vody na Petriho
misce. Z kapky byla v 10 pl destilované vody pfenesena na podlozni sklo. Podlozni sklo
bylo ze spodu kratce ozihano zapalovacem, aby doSlo k usmrceni Zelvusky misto
vytvofeni soudeCku. Zaroven se tak objem vody sniZzil pfiblizné na 5 ul. Ke vzorku bylo
pfidano 5 pl polyvinylalkoholu a vzorek byl prekryt krycim sklem. Kryci sklo bylo

obtaZeno prihlednym lakem na nehty.

3.4.4 Ramanova mikroskopie

3.4.4.1 Priprava vzorkt pro Ramanovu mikroskopii

Zelvusky v kultivaénim roztoku byly zcentrifugovany a zakoncentrovany. Nasledné byla
nanesena kapka média obsahujici Zelvusky na specialni podlozni sklo pro Ramanovu
mikroskopii a k ni byl pfidan ethanolv poméru 1:1, ¢imz doslo k usmrceni zelvusek. Po
vyschnuti vzorku byl kolem ného na podlozni sklo zfluoridu vapenatého nanesen
bezbarvy lak na nehty, v pfiblizném obvodu kryciho skla. Poté byla pfidana kapka vody
na vzorek, ktery byl néasledné prekryt krycim sklem. Lak byl nanesen zdvodu
zpomaleni vysychani vody.

3.4.4.2 Analyza na Ramanové mikroskopu

Vzorky byl zméfeny na Ramanové mikroskopu 300R+ (Witec Alpha) s laserem o vlnové
délce 532 nm a vykonu 5 mW. Doba expozice v kazdém bodu byla 1 sekunda, rozliSeni

mapy 1 pym.

3.4.5 Priprava synchronizovanych kultur Caenorhabditis elegans
C. elegans se vyuziva jako potrava pro nékteré druhy Zelvusek. Pro ziskani vajicek
z dospélych jedincl se pouziva technika rozpusténi télv roztoku chlornanu a hydroxidu

sodného (,,bleaching”). Uvolnéna vajicka pak daji vzniknout vékoveé synchronizované
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populaci. BEéhem procedury dochazi i klikvidaci bakterii a pfipadné kontaminaci.

Protokol byl pfevzat wormbooku od Stiernagle, 2006.

Kromé pfipravy vajicek probihala prace za sterilnich podminek. Pracovalo se
s kulturami C. elegans, které nebyly starSi nez sedm dni. Z 1-2 Petriho misek byly
C. elegans smyty 5 ml destilované vody do 15 ml centrifugacni zkumavky. Zkumavka
byla centrifugovana pfi 280 G po dobu dvou minut. Supernatant byl odstranén
a k sedimentu bylo pfidano 15 ml destilované vody, obsah zkumavky byl promichan
a zcentrifugovan pfi 280 G dvé minuty. Timto krokem dochazi k ocisténi hlistic
od bakterii. Po odebrani supernatantu bylo k C. elegans pfidano 5 mllyza¢niho roztoku,
ktery byl Cerstvé pfipraven z 2,5 ml chlornanu (v naSem pfipadé Savo), 3 ml 3M NaOH
a 4,5 ml destilované vody. Inkubace s opakovanym protfepavanim trvala pfiblizné pét
minut. Hlistice byly priibézné kontrolovany pod mikroskopem. Jakmile se uvolnila
vajiCka, pfidalo se do zkumavky 10 ml M9 média, ¢imz doSlo k neutralizaci. lhned poté
byla provedena centrifugace pfi 1100 G po dobu dvou minut, poté byl supernatant odlit
(je dualezité wylit tekutinu nardz, aby nedoslo kuvolnéni peletu). Zkumavka byla
doplnéna 15 ml M9 meédia a centrifugovana pfi 1100 G dvé minuty, po odliti
supernatantu byl sediment resuspendovan pomoci 200 ul pipety. Tento krok byl
zopakovan trikrat. Poté byla zkumavka doplnéna 15 ml roztoku S-complete,
centrifugovana dvé minuty pfi 1100 G, supernatant byl odlit, pelet resuspendovan

a objem doplnén na 10 mlroztokem S-complete.

Nasledné je nutné spocitat mnoZstvi izolovanych vajicek v suspenzi.
Do 384jamkové desky se po dobrém promichani odebralo 3x 25 pl vzorku. Pod
mikroskopem byl zjiStén pocet vajicek a prepocitan celkovy objem suspenze.
Zkumavka byla na zavér umisténa do rotatoru pfi pokojové teploté, kde se vétSina

vajicek vylihne do 24 hodin.

3.4.6 Genotypizace divokych zelvusek z mechu

3.4.6.1 [zolace DNA
Pti pfipravé zpracovani biologického materidlu jsem postupovala dle modifikovaného

protokolu, ktery v ramci staze v laboratofi Skolitele optimalizovala Sarah Miriam Berger.
Pro vlastni izolaci DNA se pouzival kit Quick-DNA™ Microprep Plus Kit (Zymo

Research).
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Jednotlivé zelvusky vybrané pro genotypovani byly dokumentovany pomoci
mikroskopie, aby mohla byt provedena charakteristika, jak podle fenotypu, tak
genotypu. Jedinci byli opakovanym pfenasenim mezi jamkami s destilovanou vodou
ocCisténi od biologického materialu, ktery by mohl interferovat s genotypovanim.
Nakonec byly vneseny do malé kapky lyza¢niho pufru a propichnuty inzulinovou jehlou,
aby se uvolnily buriky. Zelvugka a buriky byly pfidany k 90 pl lyzaéniho pufru (pufr byl
vytvofen smichanim modrym lyzaénim pufrem svodou bez nukleas vpomeéru 1:1)

v PCR mikrozkumavkach.

Mikrozkumavky byly vystaveny teploté -80 °C vhlubokomrazicim boxu
na 15 minut. Poté byly zahfaty na 55 C° v PCR cycleru na 10 minut. Tyto dva kroky
se dvakrat zopakovaly, ¢imz doslo k dal§imu rozruSeni tkani zelvusek a uvolnéni DNA.
Poté bylo ke vzorku pfidano 10 pl proteinkinazy K a strip byl vlozen do PCR cycleru

pfi teploté 55 °C na jednu hodinu.

Po inkubaci se pfidalo ke vzorku 200 ul Binding pufru, vzorek byl zvortexovan
apoté centrifugovan pfi 12000 G jednu minutu. Supernatant byl pFenesen
na pritokovou kolonku Zymo-Spin™ IC-XM, ktera byla umisténa do sbérné kolonky.
Do pratokové kolonky bylo pfidano 200 pyl DNA pre-Wash pufru a sestava byla
zcentrifugovana pfi 12000 G jednu minutu. Sbérna kolonka byla vyménéna
a do pratokové kolonky bylo pfidano 700 ul g-DNA wash pufru, centrifugace probihala
pfi 12000 G po dobu jedné minuty. Po wyliti tekutiny ze sbérné kolonky bylo
do pritokové kolonky pfidano 200 pl g¢-DNA wash pufru a kolonka byla centrifugovéna
pfi 12000 G jednu minutu. Pratokovéa kolonka byla pfenesena na novou
mikrocentrifugacni zkumavku. Pfimo na matrix kolonky bylo naneseno 24 pl DNA
eluéniho pufru a vzorek se nechal inkubovat pfi pokojové teploté pét minut.
Nasledovala centrifugace pfi 16000 G po dobu jedné minuty. Eluat obsahujici DNA
v mikrocentrifuga¢ni zkumavce byl zamrazen pfi -20 °C. Po celou dobu izolace bylo

tfeba si davat pozor, aby nedoslo k vyschnuti matrixu pratokové kolonky.

3.4.6.2 Polymerazova fetézova reakce
PCR reakce byly provedeny s primery pro DNA barkddovani prevzaté z literatury (Massa

a kol., 2021). Amplifikované sekvence zahrnovaly geny, které jsou uvedeny v tabulce 1.

Do stript s PCR zkumavkami bylo pfidano 10 pl mastermixu SsoAdvanced Universal
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SYBR Green Supermix, 2 pl pfislusnych primerd (tab. 1) o koncentraci 1 pM, 2 ul DNA

a objem byl doplnén na 20 pl vody bez nukleaz. Stripy byly kratce zcentrifugovany

avlozeny do termocycleru. PCR reakce obvykle méla 40 cykll, pfehled teplot a dob

trvani jednotlivych fazi je uveden v tabulce 2. Pribéh PCR bylo mozZné sledovat diky

tomu, zZe SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermixu obsahoval interkalaéni

barvivo.

Tabulka 1. Pfehled primerd.

Pocet pari bazi
Cilovy
PFima sekvence Opacna sekvence sekvence u Hys.
gen exemplaris
5¢- 5’-
COX1 GGTCAACAAATCATAAAGATA TAAACTTCAGGGTGACCAAA 727
TTGG-3¢ AAATCA-3’
5¢- 5¢-
ITS2 GCATCGATGAAGAACGCA AGTTTYTTTTCCTCCGCTTA 534
G-3 -3¢
5-
5’-GACTTCCCTTACCTACAT-
28S ACCTATTCTCAAACTTTAAAT , 934
GG-3’ °
5’- 3’-
18 S GCTTGTCTCAAAGATTAAGC  CATTCTTGGCAAATGCTTITCG 936
C-3 -5’
Tabulka 2. Podminky PCR.
Uvodni Denaturace Hybridizace Elongace Finalni Uchovani
denaturace elongace
95°C 94°C 45°C 72°C 72°C 4°C
180 sek. 30 sek. 30 sek. 60 sek. 360 sek. -
1x 39x 1x -
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3.4.6.3 Horizontalni agarosova elektroforéza

Pokud se pfi RT-PCR amplifikovala DNA, bylo nutné ovefit, ze reakce poskytla pouze

jeden produkt. K tomu byla pouzita elektroforéza v agarosovém gelu.

Z aparatury na elektroforézu (SUB13 Mini-Plus od znacky Hoefer) se vyjmul
drzak na gel, otocil se o 90° a zasadil se rovhomérné zpét, aby nedoslo k vyliti nebo
nerovnomérnému zatuhnuti gelu. K pfipravé gelu bylo navazeno 0,6 g agarosy, ktera
byla smichana s 60 ml TAE pufru a 0,6 pl barviva GelRed. Agarosa byla rozpusténa
zahfivanim v mikrovlnné troubé. Je nutné si davat pozor na skryty bod varu.
Poté, co vznikla ¢ira tekutina byla kadinka chlazena za stalého michani pod proudem
studené vody. Pfi snizeni teploty na pfiblizné 60 °C (je mozné udrzet ruku na kadince)
byl roztok nalit do drzaku na gel. Ihned byly do ryh drzaku umistény dva hfebinky.
Po zatuhnuti gelu byl drzak vracen o plvodnich 90° a aparatura byla naplnéna TAE

pufrem.

Ze zkumavek s PCR produkty byly odebrany 4 pl a pfeneseny do novych strip(
s mikrozkumavkami, kde byly smichany s 0,67 pl nanaseciho pufru. Do prvni jamky
gelu byl pfidan 1 yl DNA hmotnostniho standardu, do dalSich jamek pak 2 pl vzorku.
Elektroforéza bézela pfi 120 V, 400 mA po dobu jedné hodiny. Gel byl zdokumentovan
na systému LI-COR.

3.4.6.4 Priprava vzork( na sekvenaci DNA

Pokud byly PCR produkty vybrany pro sekvenaci, tak 5 ul DNA bylo pfeneseno
do nového stripu s mikrozkumavkami a smichano s 2 pl exonukleasy (ExoCleanUp
FAST od VWR), ¢imZ doslo k odbourani nevyuzitych nukleotidd a primerd. Stripy byly
po pfidani exonukleasy zvortexovany a nasledné centrifugovany. Inkubace probihala
2 - 5 minut pfi 37 °C. Pak byl enzym inaktivovan zahtatim 3-10 minut na 80 °C. Poté byla
zmeérena na Nanodropu koncentrace a Cistota DNA (absorbance 260/280 a 260/230).
DNA byla zfedéna na finalni koncentraci 40 ng/ul vodou bez nukleas. Do novych strip(
bylo pfeneseno 5 pl zfedéné DNA a k ni bylo pfidano 2,5 ul vody bez nukleas a 2,5 pl
sekvenacéniho primeru o koncentraci 10 pM. Vlastni sekvenovani (Sangerovo

sekvenovani) provedla firma Segme.
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3.4.7 Optimalizace PCR pro primer ITS2

Protoze primery pro barkdédovani pomoci sekvence ITS2 (Massa a kol., 2021)
neposkytovaly specificky produkt pfi teploté dle literatury, optimalizovala jsem PCR
program s vyuZzitim gradientu teploty pro hybridiza¢ni krok. Primer ITS2 byl slozen
z pfimého primeru ITS3F se sekvenci 5-GCATCGATGAAGAACGCAG-3‘ a opacného
primeru ITS4R se sekvenci 5-AGTTTYTTTTCCTCCGCTTA-3".

Do PCR stript bylo pfidano 10 ul SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix,
2 ulprimeruITS o koncentraci 1 uM, 2 pyl standardizované DNA Hys. exemplaris a objem
byl doplnén na 20 pl vodou bez nukleas. Nasledné byly stripy vloZzeny do termocycleru
a byla provedena PCR. Reakce trvala po dobu 40 cykld, prehled teplot a dob trvani
jednotlivych fazije uveden v tabulce 3. Ve fazi hybridizace byl vytvofen teplotni gradient

od 47,5°C do 57,5 °C.

Tabulka 3. Podminky PCR.

Uvodni Finalni
Denaturace Hybridizace Elongace Uchovani
denaturace elongace
95°C 94°C 47,5-57,5°C 72°C 72°C 4°C
180 sek. 30 sek. 120 sek. 60 sek. 360 sek -
1x 39x 1x -
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4 \lysledky

4.1 Sbér mechu, izolace

Mech ziskany mnou pochazel z Pardubic a Olomouce (N = 31) a byl izolovan pomoci
Baermannovych nélevek. DalSich 203 vzork( pochazelo z oblasti, ve kterych sidli 27
stfednich Skol, jejichz Zaci se zapojili do sbéru mechu (obr. 7), a byly izolovany pomoci

inzert( se sitky v 6jamkovych panelech.

Zelvusky byly pozorovany ve véech mnou nasbiranych vzorcich a v 136 (67 %)
vzorcich ze stfednich $kol. Distribuci poc¢tu jedinc(i na vzorek u druhé skupiny vzorku

ukazuje tabulka 4.

Vzdy se ZelvusSky vyskytovaly s hlisty a velice Casto i s vifniky. Dale jsem
pozorovala rGzné druhy prvok( vcéetné krytenek, buchanky a roztoce. Vzhledem
k ndro¢nosti ur¢ovani jsem predbézné izolaty fadila do rod( Echiniscus, Milnesium,

Hybsibius a Ramazzotius. Dominovaly Zelvusky patfici do ¢eledi Macrobiotidae.
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Obrézek 7. Mapa ukazujici, ve kterych méstech se zapojily $koly do sbéru vzorka.
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Tabulka 4. Frekvence vyskytu ZelvuSek v mechu.

Pocet

zelvusek 0 1 2 3 4 5 6 7 8 10+ 20+

na vzorek

Pocet
67 52 16 16 5 14 2 4 1 17 9
vzorku

Procento
33,0 256 7,9 7,9 2,5 6,9 1,0 2,0 0,5 8,4 4,4
vzorki [%]

Pro dalsi studium, tj. pokus o kultivaci, genotypovani a fenotypovou
charakterizaci bylo vybrano deset vzork( s hojnymi pocty Zelvusek predbézné fazenym
k Macrobiotidae. Ddvodem bylo to, Ze tyto Zelvusky jsou ¢asto sto dlouhodobé prezivat
v mineralni vodé Volvic a nékteré se v téchto podminkach i mnozi. Pro tyto vzorky byla
provedena izolace z vétSiho objemu mechu pomoci Baermannovy nalevky. Prehled

téchto vzork!l je uveden v tabulce 5.
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Tabulka 5. Izolaty vybrané pro bliZsi studium

Vzorek Mésto Datum GPS sourad- Datum Velikost
sbéru nice izolace populace
“ o 50,42121 °S,
GY257 Ceskalipa 29.10.2023 14,32906 °V 6.2.2024 100+
. L 50,42164°S,
GY258 Ceskalipa 29.10.2023 14,32946 °V 6.2.2024 10+
50,70359°S,
GY313 Turnov 10.08.2023 1496659 °V 6.2.2024 100+
50,30385°S,
GY316 Turnov 10.08.2023 1514270 °V 6.2.2024 30+
Nové Mésto 49,559411 °S,
GY385 na Morave 20.10. 2023 16,18068 °V 6.2.2024 100+
Mlada Bole- 50,26234 °S,
GY451 slav 7.11.2023 1455525 °V 6.2.2024 70+
. 50,02372°S,
GY617 Rakovnik 12.11.2023 13,86333 °V 21.2.2024 4
. 50,02095 °S,
GY618 Rakovnik 12.11.2023 13.86102 °V 21.2.2024 8
) 50,04068 °S,
VH28F Pardubice 26.11.2023 15.81590 °V 6.2.2024 80+
. 50,04068 °S,
VH28S Pardubice 3.3.3024 15.81590 °V 7.3.2024 10+

4.2. Kultivace
Po tfech mésicich prezivaji izolaty GY257, GY316 (pouze ale dva jedinci), GY385,

GY451, VH28F a VH28S (po dvou meésicich). Vizolatu GY313 bylo mnoho zelvusek,

vSechny vSak byly ve stavu anoxybidzy. Na obrazku 8 je vyfocena zelvuSka z izolatu

VH28F pojidajici potravu.
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Obrézek 8. Zelvusky z izolgtu VH28F: A — krmici se krytenkou (zvétseni 400x), B — krmici se hlistici (zvét§eni 200x).
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4.3 Svételna mikroskopie —trvalé preparaty

Z kazdého z deseti izolatd Zelvusek byly pfipraveny trvalé preparaty a jedinci byli
zdokumentovani na VS200 Research Slide Scanner. Snimky byly pofizeny na nékolika
rovinach ostrosti (obr. 10-19 ukazuji vybranou Zzelvusku). Mezi znaky vyuzivané
k identifikaci taxon(l patfi hlavné sklerotizované struktury, jako jsou drapky a bukalni
aparat. DlleZity je tvar a vzajemna poloha drapkd, u bukalniho aparatu tvar hltanu,
pfitomnost a pocet makroplakoidll a mikroplakoidu. Déle se pohlizi barvu, tvar,
velikost Zelvusky, pfitomnost oCnich skvrn nebo na podrovitost kutikuly. Nékteré
z téchto prvkd byly u Zelvusek vyhodnoceny (tab. 6) a porovnavany s popisem znamych

Vel wewv s

pouzivané v taxonomii.

Obrézek 9. Struktury u Zelvusky (zvétSeni 400x). Tubularni hltan, stylet a savy hltan s makroplakoidy a
mikroplakoidy tvofi bukalni aparat Zelvusky.
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Obrézek 10. Zelvuska z izolgtu GY257 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni aparét, C —
drapky na kon&etinach na poslednim segmentu, D — drapky na kon&etinach na stfednim segmentu.
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Obrézek 11. Zelvuska z izolatu GY258 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni aparét, C —
drapky na koncetindch na poslednim segmentu, D — drapky na koncetindch na stfednim segmentu.
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Obrézek 12. Zelvuska z izoldtu GY313 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni aparét, C -
drapky na konéetindch na poslednim segmentu, D — drédpky na konéetindch na stfednim segmentu.
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Obrézek 13. Zelvuska z izoldtu GY316 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni aparat, C - drépky
na koncetinach na poslednim segmentu, D — drépky na koncetindch na stfednim segmentu.
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Obrézek 14. Zelvuska z izolgtu GY385 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni aparét, C —
drapky na kon&etinach na poslednim segmentu, D — drapky na kon&etinach na stfednim segmentu.
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Obréazek 15. Zelvuska z izolgtu GY451 (zvétdeni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni aparét, C — drapky
na konc&etinach na poslednim segmentu, D — drédpky na koncetinach na stfednim segmentu.
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Obrézek 16. Zelvuska z izolgtu GY617 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B - bukalni aparét, C —
drapky na konéetindch na poslednim segmentu, D — drédpky na koncetindch na stfednim segmentu.
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Obrézek 17. Zelvuska z izolgtu GY618 (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na Zelvusku, B — bukalni
aparat, C —drapky na kon&etindch na poslednim segmentu, D — dréapky na koncetindch na stfrednim
segmentu.
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Obrézek 18. Zelvuska z izolétu VH28F (zvétseni 400x): A — celkovy pohled na
Zelvusku, B — bukalni aparat, C — drépky na kon&etindch na poslednim segmentu, D
—drapky na koncéetindch na stfednim segmentu.
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Obrézek 19. Zelvuska z izolatu VH28S (zvétseni 400x): A - celkovy pohled na Zelvusku, B -
bukalni aparat, C —drapky na koncetinach na poslednim segmentu, D - drapky na koncetinach
na stfednim segmentu.
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Tabulka 6. Morfologické znaky ZelvuSek. Rod je odhadnut na zakladé konfigurace tfetiho makroplakoidu a mikroplakoidu.

Pocet Vzdalenost
. Velikost Povrch Pfitomnost Umisténi makroplakoidii mikroplakoidu ; Odhadovany
Izolat Barva . .. » Drapky
[um] kutikuly oCi ocCi + od rod
mikroplakoidu makroplakoidu
GY257 383 Svetle P61y ¥ Za BA 3+1 Mal4 Dvojitetypu  Mesobiotus
rizova Y
GY258 298 Svevtle , Pory . Pred BA 247 i Dvoijité typu Macrobiotus
oranzova Y
GY313 397 Svetle PGry ¥ Pred BA 3+1 Mal4 Dvojitetypu  Mesobiotus
bézova Y
GY316 453 Svetle Hladky ¥ Za BA 3+1 Mal4 Dvojitetypu  Mesobiotus
bézova Y
GY385 480 Svetle Pry ¥ Pred BA 3+1 Mal4 Dvojitetypu  Mesobiotus
oranzova Y
G451 384 Gerna Hladky ¥ Za BA 2+1 Velika DVO"tf typu  Macrobiotus
GY617 478 Sve:cle , Hladky . 74 BA 247 i Dvojité typu Macrobiotus
oranzova Y
Tmaveé
GY618 385 rdzova, Hladky - - 2+0 - Dvojité Ramazzottius
pruhovana
VH28E 419 Svevtle , Hladky . 74 BA 341 Mals Dvoijité typu Mesobiotus
oranzova Y
VH28S 445 Svetle yadky ¥ Za BA 3+1 Mal4 Dvojitétypu  Mesobiotus
oranzova Y

Pozn. BA= bukalni aparat, ?= nejasna pfitomnost mikroplakoidu.




4.4 Fluorescencni mikroskopie

Z kazdého z deseti izolatl byly vybrani jedinci, ktefi byli v 384jamkovych deskach
zdokumentovani na automatickém mikroskopu CV7000 (Yokogawa) pfi zvétSeni 400x
(obr. 20-29). Snimkovani bylo provedeno na raznych rovinach ostrosti (,,z-stack®)
ato jak pro viditelné svétlo, tak pro autofluorescenci na zeleném a ¢erveném kanale
indukovanou UV zarfenim. Délka expozice byla jedna sekunda. U nékterych jedinct tato
technika umoznila pozorovat bukalni aparat a drapky, struktury s taxonomickym
vyznamem. NiZe jsou ukazany vybrané fotografie vzdy pro jednu hloubku ostrosti.

U izolatu VH28S, ve kterém dochdazelo k mnozeni, je ukazano i vajicko (obr. 30).



Obrazek 20. Zelvuska z izolatu GY257 (zvétseni 400x): A — svételna mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 21. Zelvuska z izoldtu GY258 (zvétseni 400x): A — svételna mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.

52



Obrézek 22. Zelvuska z izoldtu GY313 (zvétseni 400x): A — svételna mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 23. Zelvuska z izoldtu GY316 (zvétseni 400x): A — svételnd mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 24. Zelvuska z izolatu GY385 (zvétseni 400x): A — svételnd mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 25. Zelvuska z izoldtu GY451 (zvétseni 400x): A — svételnd mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 26. Zelvuska z izoldtu GY617 (zvétseni 400x): A — svételnd mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 27. Zelvuska z izoldtu GY618 (zvétseni 400x): A — svételnd mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 28. Zelvuska z izolétu VH28F (zvétseni 400x): A — svételna mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.
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Obrézek 29. Zelvuska z izolétu VH28S (zvétseni 400x): A — svételnd mikroskopie, B - fluorescenéni mikroskopie.

Obrazek 30. Vajicko z izolatu VH28S (zvétseni 400x): A — svételna mikroskopie, B a C — fluorescencni
mikroskopie.
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4.5 Ramanova mikroskopie

Ramanova mikroskopie byla testovana jako metoda potencialné umoznujici vyuzit

koncentra¢nich rozdild latek obsazenych v Zelvuskach k vizualizaci vnitfnich

i kutikularnich struktur. V pilotnim experimentu byl pouzit Hys. exemplaris. Po zméreni

spektra v Sirokém rozsahu vlnového &isla v jednotlivych bodech vzorku (Obr. 31A) byly

vytvofeny obrazky z intenzit signal(l v jednotlivych oknech v rozsahu 100 jednotek.

Obrazek 31C ukazuje pfiklad snimku vytvofeného na zakladé intenzit v rozsahu

oznaceném na obrazku 31A fialovym pasem. V konkrétnim pfipadé je vysoky signal

ve vaji¢cich. ProtozZe je metoda ¢asoveé naroéna a nepfinasela informaci o strukturach,

které jsou obvykle vyuzivany v taxonomii, metodu jsme dale nerozvijeli.
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Obrazek 31. Ramanova spektrometrie: A- Raman(yv spektrogram, B - Zelvuska v
prochazejicim svétla, C — ZelvuSka vykreslena pseudobarvami.
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4.6 Genotypizace divokych zelvusek z mechu

Priklad zaznamu agarosové elektroforézy PCR produktl pro v§echny cilové geny COX1,
ITS2, 28S rRNAa 18S rRNA je na obrazku 32. V tomto pfipadé (vzorek VH28S)
pfi amplifikaci genti COX1, ITS2 a 18S rRNA byly pozorovany pouze specifické produkty.
U primeru 28S rRNA byly patrné naznaky nespecifickych produkta.

COX1 ITS2 18SrRNA 28SrRNA

1000 part bazi [—*» . ~

P ~

*

400 pard bazi

Obrazek 32. Ukazka PCR produkty vzniklych amplifikaci
cilovych sekvenci pro izolat VH28S. Hvézdic¢kou jsou
oznaceny stopy nespecifického produktu.
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4.6.1 Optimalizace PCR reakce

V laboratofi jiz vIété 2023 Sarah Berger optimalizovala PCR pro 3 barkodovaci
sekvence (COX1, 18S rRNA a 28S rRNA). Protoze se ukazalo, ze identifikace druhu
s jejich vyuzitim nemusi byt mozna, rozSifila jsem soubor cilovych sekvenci o ITS2.
Primery byly pouzity z literatury (Massa a kol., 2021). Obrazek 33 ukazuje agarosovy gel
s PCR produkty ziskanymi pfi rliznych teplotach hybridizace pfi 40 cyklech. Na gelu
nebyly viditelné zadné vedlejsi nespecifické produkty. V dalSich experimentech jsem
volila teplotu 51 °C. Prouzky jsou rozostieny z dlivodu nemoznosti vyfotit gel v den, kdy

byla elektroforéza provedena.

57,5 56,9 55,8 53,8 51,4 49,5 48,2 475

Obrazek 33. Produkty PCR pro cilovy gen ITS2 s teplotnim
gradientem pro hybridizaéni krok. Teploty na obrazku jsou uvedeny v
stupnich Celsia [°C].

4.6.2 Vlastni barkédovani

DNA byla izolovana pomoci (Quick-DNA™ Microprep Plus Kit od Zymo Research)
z 9izolatl zelvusek vybranych pro blizsi studium. Pro izolat GY617 nebyla provedena
genotypizace z dlivodu nizkého poctu jedincl. Pfi PCR amplifikaci cilovych sekvenci
byl ve vSech pfipadech na agarosovém gelu pfitomen jeden jasné dominantni produkt
v pfiblizné o&ekavané velikosti. Pfipadné vedlejSi produkty byly pozorovany jako stopy.
Po pfecisténi exonukleazou (ExoCleanUp FAST od VWR) a nafedéni byly produkty

odeslany na Sangerovo sekvenovani do firmy Segme. Po odstranéni uvodnich
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a koncovych sekvenci o nizké kvalité na zakladé mnohonasobného srovnani sekvenci
(program tCoffee) bylo provedeno srovnani sekvenci se sekvencemi v databéazi NCBI

pomoci programu megaBLAST. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.

Pro 9 studovanych izolatl byla izolovana DNA nezavisle z nékolika jedinc(,
nékteré vzorky obsahovaly jedincl vice (3-5) kvuli zvyseni vytézku DNA. V pfipadé
vzorku VH28 byla DNA izolovana z jedincl v rozmnoZujici se izolatu zaloZzeném
na podzim (VH28F) a z nové izolace provedené na jafe (VH28S). Izolovana DNA slouzila
jako templat pro amplifikaci 4 barkdédovacich sekvenci COX1, ITS2,
18S rRNA a 28S rRNA.

Celkem bylo sekvenovano 97 vzork(l. Kvalita sekvenace se vyrazné liSila,
jak ukazuje zastoupeni kdédl pro nejednoznacné uréeny nukleotid (tab. 7). Davod neni
zcela ziejmy. Vzhledem k tomu, Ze nékteré izolace byly provedeny z nékolika jedincd,
nelze vyloudit, Ze smés obsahovala vice druh( s podobnou morfologii a sekvenovany
PCR produkt proto nebyl homogenni, ale §lo o smés sekvenci. Podobné mohlo dojit
i k amplifikaci DNA dalSich organizm( odebranych z kultur spolu s Zelvuskami véetné
jejich  mikroflory. Graf (obr. 34) podilu nejednozna¢né uréenych nukleotid(
pro jednotlivé cilové sekvence a pocet jedincll neumoziuje vyvodit jasné zaveéry,
protoze pro nékteré primery jsou sekvence v praméru kvalitnéjsi ve vzorcich s vice
jedinci. Nejde ani vyloudit to, Ze nizka kvalita sekvenovani byla zptisobena nizkou
koncentraci nebo cistotou DNA. To byl problém minimalné tfi vzork(, u kterych
se sekvenci nepodafilo precist vibec. Nabizi se hypotéza, Ze nizka kvalita sekvenci

COX1, které byly pripravovany v jedné davce je zptusobena nizkou kvalitou vzorku.

Ojedinéle byly pozorovany na agarosové elektroforéze nespecifické produkty
(obr. 34) v malém mnozstvi, nej¢astéji se tak délo v prfipadé amplifikaci sekvenci
18SrRNA a 28S rRNA, pravdépodobné proto, ze jde o univerzalngjsi barkédovaci
sekvence. Zde se zd4, Ze zejména pokud jde o vzorky z jednoho individua, pfitomnost

nespecifického produktu ma vliv na kvalitu sekvenace.
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Podil nejednoznaéné identifikovanych nukleotidd
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52 185 IRNA

285 IRNA

Obrézek 34. Podil nejednoznacéné uréenych nukleotid(i v ziskanych barkédech. Pozn. Cervené jsou oznaceny
vzorky s vice jedinci.

Srovnani prectenych sekvenci databazovymi sekvencemi ukazuje tabulka 7,
ve které jsou uvedeny tfi sekvence patfici nejpodobnéjSim organizmdm podle skére
pro lokalni parové srovnani provedené aplikaci megaBLAST. VSechny tyto sekvence
mély tzv. E hodnotu (Cislo udavajici, kolik sekvenci se stejnym nebo lepSim skdre
by bylo v databazi nalezeno ndhodné) mensi nez 1E-10. V tabulce 6 chybi 12 sekvenci,
ve 3 pfipadech se nepovedlo sekvenci precist, vdalSich 3 pfipadech nebyly
identifikované organizmy zelvusky, ale houba, fasa a améba a pro zbylych 6 sekvenci

megaBLAST, ktery hleda vysoce pfibuzné sekvence neposkytl zadné vysledky.

Jednoznaéné urceni druhl na zakladé nasSeho sekvenovani neni mozné
z nasledujicich dlvodu. Zaprvé je vysoka sekvenéni podobnost gent rliznych druh(
zelvusek, zejména pokud jde o 18S rRNA a 28S rRNA. Dale pro Zelvusky v databazi
obvykle nebyly pouzity vSechny 4 barkddy, které jsem pouzivala ja. Napfiklad pro rod
Macrobiotus jsou v databazi sekvence pro jiny iusek COX1 nez pro rod Mesobiotus (viz
nize). Poslednim dlvodem je variabilni kvalita mnou ziskanych barkéd( (chybéjici
barkddy, vysoky podil nejasné pfifazenych nukleotid(). PostiZzeny jsou pfedevsim
sekvence COX1 a ITS, které vykazuji vétsi diferenciaéni schopnost nez barkddy

18S rRNA a 28S rRNA.

Mozné je ucinit tato pozorovani. Srovnani vysledku vyhledavani pfibuznych

sekvenci pro konkrétni barkéd precteny z opakovanych izolaci DNA z téhoz izolatu.

65



Konkrétni barkddy vzork( z opakovanych izolaci obvykle identifikuji stejny cilovy druh,
i kdyZz nékteré maji nizkou kvalitu sekvence. Zda se tedy, Ze populace zelvuSek byly

obvykle druhové homogenni.

Vyjimkou je izolat GY316, kde replikaty 1 a 2 (jednotliva zvifata) jsou oznaceny
jako zastupci rodu Mesobiotus a replikat 3 (vice zvitat) jako rod Macrobiotus na zakladé
tfi barkédd (ITS2, 18S rRNA a 28S rRNA), které se podafrilo ziskat. U izolatu GY258 jsou
replikaty shodné pro tfi barkdédovaci sekvence, odliSné druhy jsou identifikovany
pomoci 18S rRNA. Ale blizce pfibuzné druhy Macrobiotus sottilei, sapiens a kyoukenus
jsou v 5 nejpodobnéjsich sekvencich vSech replikatl. Podobné vizolatu GY451
u sekvence 18S rRNA neni shoda na prvnim misté, ale ve vSech pfipadech mezi nejlépe
skérujicimi sekvencemi jsou Macrobiotus sp. DNA-DT-19, Macrobiotus dolosus

a Macrobiotus polonicus.

Dale je mozné srovnani vysledku vyhledavani pfibuznych sekvenci pro rizné
barkédy pochazejici z jednoho vzorku DNA. Prestoze je pro soubor vSech
barkoddévacich primer(l jen vyjimeé¢né nalezen jako nejvySe skoérujici tentyz
organizmus, obvykle jde o Zelvusky z téhoZ rodu. Plati to pro izolaty GY257, GY313,
GY385, VH28F a VH28S, kde je shoda na rodu Mesobiotus a izolat GY618, kde je shoda

na rodu Ramazzotius.

Komplikovanéjsi situace je ve dvou pfipadech, kdy izolat patrné patfi k rodu
Macrobiotus. Pro izolat GY258, ktery je podle obou ribozomalnich sekvenci a ITS2 rod
Macrobiotus, je nejbliz8i sekvenci pro COX1 barkdd sekvence rodu Mesocrista pftinizké
shodé (asi 75 %). Toto je pozorovano pro vSechny 3 vzorky z izolatu, pficemz kvalita
sekvenci je pomérné vysoka (0,74-1,04 % nejednoznacné pfifazenych nukleotid().
Proizolat GY451 a barkdédy ITS2 a 18S rRNA je rod Macrobiotus nejblizsi sekvenci.
Pro 28S rRNA je Macrobiotus na druhém misté (podobnost 97,1 %), pficemz rozdily
v sekvencni podobnosti mezi prvnim Xenobiotus jsou minimalni (podobnost 97,0 %)
(Cisla jsou pro nejlepsi vzorek zizolatu). Pro barkéd COX1 ale pochazi nejblizsi
sekvence z nékolika druht Milnesium (podobnost sekvenci 75-85 %) pro jediny izolat

s nizkou kvalitou sekvence (10 % nejednoznacné ptifazenych nukleotidd).
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Zda se tedy, Ze pro Macrobiotus jsou v databazi sekvence pro jiny usek COX1
nez amplifikuji naSe primery, které jsou naopak Siroce vyuzivané pro rod Mesobiotus.
Srovnani sekvenci pro vSechna nase sekvenovani pro COX1 (vice jak 3000 sekvenci
nalezenych pomoci megaBLASTu) obsahuji jedinou sekvenci pochazejici z rodu

Macrobiotus (s podobnosti mensi nez 80 %).

Pokud jde o bliz§i uréeni druhu v ramci rodu Mesobiotus pro izolaty GY257,
GY313,GY316 (kromé replikatu 3), GY385, VH28F a VH28S je pro 28S rRNA jako nékolik
nejvice blizkych sekvenci uvadén barkéd skupiny harmsworthi. Sekvence patfi
izolatdm (druhm) Trento (podobnost 99,208 %), Modena (podobnost 99,193 %)
a Messina (podobnost 98,529 %), dalSi druhy Mesobiotus nasleduji az s odstupem.
Je mozné se tedy domnivat, ze vzhledem k tomu, Ze takto vysokou podobnost méa hned
nékolik izolatu skupiny harmsworthi, budou mé vzorky patfit k této skupiné, a ne

k homogenni skupiné furciger.

Barkdédovaci sekvence pro oba izolaty VH28, tj. vzorky z izolatu i vzorky ziskané
nové z mechu umozni v databazi dohledat stejné organismy. Vzhledem k tomu,
ze kdispozici bylo nékolik sekvenci s méné nez 2,5 % nejednoznacné urCenych
nukleotidd byla vytvofena konsenzova sekvence. Prvni sekvence vyhledané v databazi
jsou ale stejné, Cili ani konsensova sekvence neumoznuje dale zpresnit taxonomickou

identifikaci.
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Tabulka 7. Srovnani ziskanych barkéd( se sekvencemi v databazi NCBI. Uvedeny jsou tif organismy s nejvys$im skére podle programu
megaBLAST. V kulatych zavorkach je identifikacni Cislo sekvence. V hranatych zavorkach jsou parametry srovnani v tomto pofadi:
sekvena&ni podobnost v procentech, délka podobného Useku sekvence, skére, E-hodnota. Cervené jsou oznadeny jiné organismy nez

Zelvusky.
. Cilova i Vice Pntomnlo.st Délka Nejednoznaéné
Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Evacanthus grandipes Evacanthus bistigmanus
GY257 COX1 2 0 0 652 11,5 (OP825091) [82,609; 598; 634,0; (KF920356)[78,146; 151;106,0;  (KY264107)[76,351; 148; 86,1;
9,95e-177] 9,65e-18] 1,26e-11]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus sp. FI (0Q974696) Mesobiotus sp. (OP696674)
evas7 s2 2 0 0 462 22 (OP829058;’[§27£$ ;;]287’ 503,00 187,891; 256;298,0; 1,026-75]  [85,259; 251; 259,0; 4,84¢-64]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY257 18SrRNA 1 0 0 873 17,4 (OP829144) [82,442; 860; sp. Messina (KT226074) [81,69;  (KX129793)[81,163; 860; 957,0;
1027,0; 0,0] 852;981,0; 0,0] 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY257 18SrRNA 2 0 0 873 0,7 (OP829144) [98,973; 876; sp. Messina (KT226074) [98,276; (KX129793) [97,146; 876;
1576,0; 0,0] 870; 1531,0; 0,0] 1487,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY257 28SrRNA 1 0 1 906 6,2 sp. Trento (KT226081) [93,581;  sp. Messina (KT226084) [92,825; sp. Modena (KT226085)[93,364;
888; 1413,0; 0,0] 878;1362,0; 0,0] 859; 1360,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY257 28SrRNA 2 0 1 907 0,7 sp. Trento (KT226081) [98,343;  sp. Modena (KT226085) [98,288; sp. Messina (KT226084) [97,648;
905; 1596,0; 0,0] 876;1543,0; 0,0] 893; 1539,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY257 28SrRNA 3 1 1 904 14,4 sp. Trento (KT226081) [84,828;  sp. Messina (KT226084) [83,987; sp. Modena (KT226085)[84,325;
903; 1140,0; 0,0] 893; 1090,0; 0,0] 874;1086,0; 0,0]
. Phytomyza minuscula
Mesocrista revelata (KU495935) nan (nan) [76,311; 591; 313,0; . . .
GY258 COX1 1 0 0 672 0,7 (76,596; 658; 363,0; 5,356-95] 547-80] (EU367522) [75,415; 663; 313,0;
547-80]
. Phytomyza minuscula
Mesocrista revelata (KU495934) . ) . nan (nan) [76,311; 591; 313,0;
GY258 COX1 2 0 0 671 1,0 [76,596; 658; 364,0; 1,49¢-95] (EU367522) [75,415; 663; 315,0; 5,466-80]
1,52e-80]
. Phytoliriomyza robiniae
Mesocrista revelata (KU495935) . . . nan (nan) [76,351; 592; 315,0;
GY258 COxX1 3 1 0 673 0,9 [76,48; 659; 361,0; 1,93¢-94] (EH04722)1[,71%:_2811,]598’ 318,0; 1,526-80]
Macrobiotus cf. sapiens S12.1 Macrobiotus sottilei Macrobiotus sapiens
GY258 ITS2 1 0 0 453 7,9 (OK663215) [84,195; 329; 333,0; (MW247179) [84,984; 313; (GQ403680) [82,867; 286;
2,75e-86] 331,0; 9,89e-86] 267,0; 2,83e-66]




o , Pfitomnost Délka . -
. Cilova i Vice L. Nejednoznacné
Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
Macrobiotus cf. sapiens S12.1 Macrobiotus sottilei . .
GY258 ITS2 2 0 0 454 1,1 (OK663215) [95,153; 392; 623,0;  (MW247179) [96,063; 381; Tga;’rg;’z'?zuoss?:gg' (()'_\42"'2:_3;%?])
1,46e-173] 623,0; 1,46e-173] U ’ B
Macrobiotus cf. sapiens S12.1 Macrobiotus sottilei . .
GY258 ITS2 3 1 0 451 0,7 (OK663215) [95,408; 392; 627,0;  (MW247179) [96,325; 381; 'Egazcﬁg'.ojgz,psaﬁpgem"gf_f:;])
1,12e-174] 627,0; 1,12e-174] P EEE SRS D
Macrobiotus sottilei . . Macrobiotus shonaicus
GY258 18STrRNA 1 0 1 875 14,4 (MW247178) [87,418; 763; Macg?%?gf?g;,p%ﬂ\g'g?g?’: 8 (MG757132) [87,287; 763;
1044,0; 0,0] [87,418; ’ ,0;0,01 1038,0; 0,0]
Macrobiotus sapiens Macrobiotus scoticus Macrobiotus kyoukenus
GY258 18SrRNA 2 0 1 875 4,2 (DQ839601) [95,103; 878; (KY797265) [94,533; 878; (ON818312) [94,804; 866;
1448,0; 0,0] 1421,0; 0,0] 1415,0; 0,0]
Macrobiotus sapiens Macrobiotus scoticus Macrobiotus kyoukenus
GY258 18SrRNA 3 1 1 875 4,2 (DQ839601) [95,216; 878; (KY797265) [94,647; 878; (ON818312) [94,919; 866;
1454,0; 0,0] 1426,0; 0,0] 1421,0; 0,0]
Macrobiotus kyoukenus Macrobiotus hufelandi Macrobiotus sp. 1 MC-2021
GY258 28SrRNA 1 0 0 870 12,8 (ON818311) [80,0; 880; 843,0; (MHO079484) [79,909; 876; (MW695453) [78,636; 880;
0,0] 832,0; 0,0] 765,0; 0,0]
Macrobiotus kyoukenus Macrobiotus hufelandi Macrobiotus sp. 1 MC-2021
GY258 28SrRNA 2 0 0 902 0,9 (ON818311) [97,531; 891; (MHO079484) [97,146; 876; (MW695453) [95,398; 891;
1533,0; 0,0] 1489,0; 0,0] 1419,0; 0,0]
Macrobiotus kyoukenus Macrobiotus hufelandi Macrobiotus sp. 1 MC-2021
GY258 28SrRNA 3 1 0 901 0,7 (ON818311) [97,643; 891; (MHO079484) [97,26; 876; (MW695453) [95,511; 891;
1533,0; 0,0] 1491,0; 0,0] 1421,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Evacanthus grandipes Evacanthus bistigmanus
GY313 COX1 1 0 0 649 17,7 (OP825091) [79,31; 580; 560,0;  (KF920075) [78,378; 148; 108,0; (KY264107) [76,0; 150; 87,9;
1,7e-154] 2,67e-18] 3,48e-12]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Evacanthus grandipes Evacanthus bistigmanus
GY313 COX1 2 0 0 649 15,7 (OP825091) [83,908; 522;617,0; (KF920356)[78,231;147;100,0; (KY264107)[78,899; 109; 75,0;
9,97e-172] 4,47e-16] 2,71e-08]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Evacanthus grandipes Ceylonthelphusa diva
GY313 COX1 3 1 0 644 17,9 (OP825091) [84,58; 441; 534,0;  (KF920075) [78,313; 166; 113,0;  (GQ289626) [76,582; 158; 95,3;
1,02e-146] 5,69e-20] 2,06e-14]
Mesobiotus sp. m MM-2022 1 iotus sp. FI (0Q974696)
GY313 ITS2 1 0 0 461 5,6 (OP829058) [94,077; 287; 468,0; [83,594; 256; 259,0; 4,82e-64] -
7,36e-127]
GY313 ITS2 2 0 0 464 0.9 (orgsggé%t)u[zgzg;2247;25?2272,0; Mesobiotus sp. FI (0Q974696) Mesobiotus sp. (OP696674)

1,21e-144]

[89,453; 256; 315,0; 1,02e-80]

[79,104; 469; 291,0; 172-73]
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I , Pfitomnost Délka . L
. Cilova i Vice L. Nejednoznacné
Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
Mesobiotus sp. mMM-2022 ) iotis sp. FI (0Q974696)  Mesobiotus sp. (OP696674)
GY313 ITS2 3 L 0 462 0.4 (OP829052)’£18(;(_)1,(‘)1,6?87, 531.0; [89,844; 256; 318,0; 7,87e-82] [79,14; 465; 287,0; 2,22e-72]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY313 18SrRNA 1 0 0 895 0,9 (OP829144) [98,775; 898; sp. Messina (KT226074) [98,161; (KX129793) [96,993; 898;
1607,0; 0,0] 870; 1530,0; 0,0] 1519,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY313 18SrRNA 2 0 1 896 2,3 (OP829144) [97,327; 898; sp. Messina (KT226074) [96,782; (KX129793) [95,657; 898;
1559,0; 0,0] 870; 1487,0; 0,0] 1476,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY313 18SrRNA 3 1 1 896 2,5 (OP829144) [97,216; 898; sp. Messina (KT226074) [96,667; (KX129793) [95,434; 898;
1557,0; 0,0] 870; 1483,0; 0,0] 1469,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY313 28SrRNA 1 0 0 883 0,0 sp. Trento (KT226081) [99,208;  sp. Modena (KT226085) [99,193; sp. Messina (KT226084) [98,529;
884;1592,0; 0,0] 867;1561,0; 0,0] 884;1557,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY313 28SrRNA 2 0 0 883 0,5 sp. Trento (KT226081) [98,756;  sp. Modena (KT226085) [98,731; sp. Messina (KT226084) [98,077;
884;1578,0; 0,0] 867; 1546,0; 0,0] 884;1543,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY313 28SrRNA 3 1 0 883 0,2 sp. Trento (KT226081) [98,982;  sp. Modena (KT226085) [98,962; sp. Messina (KT226084) [98,303;
884; 1585,0; 0,0] 867; 1554,0; 0,0] 884; 1550,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Ochlerotatus communis Digamasellidae sp.
GY316 COX1 1 0 0 657 18,7 (OP825091) [84,096; 415; 479,0; (KP942762)[78,238; 193; 124,0; BIOUG17847-B02 (MF918312)
4,97e-130] 2,69e-23] [78,571;168;110,0; 7,52e-19]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Ochlerotatus communis Digamasellidae sp.
GY316 COX1 2 0 0 655 16,6 (OP825091) [78,435; 524; 449,0; (KP942762)[77,714; 175;108,0;  BIOUG17847-B02 (MF918312)
3,89e-121] 2,7e-18] [79,054; 148; 102,0; 1,25e-16]
Mesobiotus sp. m MM-2022 o6 sp. FI (0Q974696)  Mesobiotus sp. (OP696674)
Y316 ITS2 ! 0 0 458 s (OP829058)5[221132§]’ 287:521.0: 189 453; 256; 315,0;1,01e-80]  [87,251; 251; 279,0; 3,68¢-70]
Mesobiotus sp. m MM-2022 . Mesobiotus sp. 2 DVT-2023b
GY316 ITS2 2 0 0 462 0,9 (OP829058) [98,955; 287; 520,0; TZ;‘)‘:’S'?”2352’,3'3?(3(292%72‘{:??) (OR805173) [79,121; 455;
2,01e-142] T ’ 7 287,0; 2,22e-72]
Macrobiotus hufelandi Macrobiotus aff. wandae Macrobiotus wandae
GY316 ITS2 5 1 0 451 6,0 (OK663210) [93,197; 441; 697,0; (MW588430) [79,526; 464; (MN435120) [81,503; 346;
0,0] 340,0; 1,64e-88] 294,0; 1,29¢e-74]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY316 18SrRNA 1 0 1 895 1,3 (OP829144) [98,218; 898; sp. Messina (KT226074) [97,701; (KX129793) [96,659; 898;

1589,0; 0,0]

870; 1513,0; 0,0]

1509,0; 0,0]
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o , Pfitomnost Délka . -
. Cilova i Vice L. Nejednoznacné
Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY316 18SrRNA 2 0 0 879 0,6 (OP829144) [99,205; 881; sp. Messina (KT226074) [98,393; (KX129793) [97,389; 881;
1596,0; 0,0] 871; 1539,0; 0,0] 1507,0; 0,0]
Macrobiotus hufelandi Macrobiotus sp. Macro_06_139 Macrobiotus sp. Macro_07_077
GY316 18SrRNA 8 1 0 875 4,1 (OP596302) [95,538; 874; (EU266936) [95,723; 865; (EU266935) [95,723; 865;
1461,0; 0,0] 1458,0; 0,0] 1458,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY316 28SrRNA 1 0 0 883 0,6 sp. Trento (KT226081) [98,643;  sp. Modena (KT226085) [98,731; sp. Messina (KT226084) [97,964;
884; 1574,0; 0,0] 867; 1546,0; 0,0] 884; 1539,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY316 28SrRNA 2 0 0 882 0,2 sp. Trento (KT226081) [98,869;  sp. Modena (KT226085) [99,077; sp. Messina (KT226084)[98,19;
884; 1578,0; 0,0] 867; 1557,0; 0,0] 884; 1544,0; 0,0]
Macrobiotus sp. 1 MC-2021 Macrobiotus hufelandi group .
GY316  28SrRNA 3 1 1 874 8,4 (MW695453) [86,364; 858; sp. NG-2008 (FJ435751) Xe’°;é°;;.88gé§t.a1%(2'\gvg_5§%44o)
1040,0; 0,0] [86,364; 858; 1040,0; 0,0] [85,93; ’ /0; 0,01
Mesobiotus sp. m MM-2022 Digamasellidae sp. . . .
GY385  COX1 1 0 0 672 17,0 (OP825091) [83,191; 470; 531,0;  BOLD:ACI5517 (KR096994) '?;gvgfﬁg'f;’g '8(97"2?23;)
1,39e-145] [80,405; 148; 113,0; 5,95e-20] B o
Mesobiotus sp. m MM-2022 Ochlerotatus communis Digamasellidae sp.
GY385 COxX1 2 0 0 664 13,6 (OP825091) [82,676; 583; 640,0; (KP942762)[78,68; 197; 130,0; BIOUG17847-B02 (MF918312)
2,18e-178] 5,84e-25] [79,167; 168; 113,0; 5,88e-20]
Mesobiotus sp. m MM-2022
GY385 COxX1 3 1 1 641 20,0 (OP825091) [80,81; 469; 494,0; - -
172-134]
Mesobiotus sp. m MM-2022 ) biotus sp. FI (0Q974696)  Mesobiotus sp. (OP696674)
GY385 ITS2 1 0 0 462 6,5 (OP829058) [98,258; 287; 512,0; [89,062; 256; 313,0; 3,66e-80] [86,853; 251; 276,0; 479-69]
3,36e-140]
Mesobiotus sp. m MM-2022. 1 iotus sp. FI (0Q974696)  Mesobiotus sp. (OP696674)
GY385 ITS2 2 0 0 461 6,3 (OP829058) [99,652; 287; 525,0; [89,844; 256; 318,0; 784-82] [87,251; 251; 279,0; 3,7€-70]
4,31e-144]
Mesobiotus sp. mMM-2022 o 1ictus sp. FI (0Q974696)  Mesobiotus sp. (OP696674)
GY385 ITS2 3 1 0 462 1.1 (OP829052)’£18(;(_)1’2’6?87’ 531.0; [89,844; 256; 318,0; 7,87e-82] [87,251;251; 279,0; 3,71e-70]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY385 18SrRNA 1 0 1 878 0,7 (OP829144) [98,978; 881; sp. Messina (KT226074) [98,274; (KX129793) [97,162; 881;
1585,0; 0,0] 869; 1528,0; 0,0] 1496,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY385 18SrRNA 2 0 0 879 0,2 (OP829144) [99,433; 882; sp. Messina (KT226074) [98,622; (KX129793) [97,619; 882;

1602,0; 0,0]

871, 1543,0; 0,0]

1513,0; 0,0]
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. Cilova i Vice L. Nejednoznacné
Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
GY385 18SrRNA 3 1 0 878 0,0 (OP829144) [99,659; 881; sp. Messina (KT226074) [98,852; (KX129793) [97,843; 881;
1607,0; 0,0] 871;1550,0; 0,0] 1519,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY385 28SrRNA 1 0 0 908 0,7 sp. Trento (KT226081) [98,453;  sp. Modena (KT226085) [98,402; sp. Messina (KT226084) [97,76;
905; 1602,0; 0,0] 876; 1548,0; 0,0] 893; 1546,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY385 28SrRNA 2 0 0 909 1,0 sp. Trento (KT226081) [98,232;  sp. Modena (KT226085) [98,174; sp. Messina (KT226084) [97,536;
905; 1598,0; 0,0] 876; 1544,0; 0,0] 893; 1541,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
GY385 28SrRNA 3 1 0 906 0,3 sp. Trento (KT226081) [98,564;  sp. Modena (KT226085) [98,63; sp. Messina (KT226084) [97,984;
905; 1600,0; 0,0] 876; 1554,0; 0,0] 893; 1550,0; 0,0]
Milnesium sp. C3209 France Milnesium tardigradum Milnesium sp. C3282
GY451 COX1 3 1 0 686 10,1 (MN847761) [86,576; 663; (OP009210) [86,405; 662; 839,0; BernoldalT (MN847757)
846,0; 0,0] 0,0] [86,275; 663; 833,0; 0,0]
Macrobiotus polonicus Macrobiotus aff. polonicus Macrobiotus cf. polonicus
GY451 ITS2 1 0 0 446 8,5 (MW588427) [88,923; 325; S165 (MW588020) [85,032; 314; (MW588429) [84,356; 326;
431,0; 932-116] 340,0; 1,62e-88] 340,0; 1,62e-88]
Macrobiotus polonicus Macrobiotus cf. polonicus Macrobiotus dolosus
GY451 ITS2 2 0 0 449 0,4 (MW588427) [99,769; 432; (MW588429) [95,381; 433; (0Q548104) [98,86; 351; 625,0;
791,0; 0,0] 682,0; 0,0] 4,01e-174]
Macrobiotus polonicus Macrobiotus cf. polonicus Macrobiotus dolosus
GY451 ITS2 3 1 0 588 7,1 (MW588427) [87,037; 432; (MW588429) [84,065; 433; (0Q548104) [85,96; 349; 425,0;
556,0; 1,99e-153] 475,0; 572-129] 5,84e-114]
Macrobiotus dolosus Macrobiotus sp. DNA-DT-19 Macrobiotus polonicus
GY451 18SrRNA 1 0 0 875 13,6 (OP596292) [86,486; 851; (MN927135) [86,316; 855; (HM187580) [86,199; 855;
1147,0; 0,0] 1142,0; 0,0] 1136,0; 0,0]
Macrobiotus sp. DNA-DT-19 Macrobiotus dolosus Macrobiotus polonicus
GY451 18SrRNA 2 0 1 269 2,6 (MN927135) [97,727; 264; (OP596292) [97,727; 264; 460,0; (HM187580) [97,727; 264;
460,0; 677-125] 677-125] 460,0; 677-125]
Macrobiotus sp. DNA-DT-19 Macrobiotus dolosus Macrobiotus polonicus
GY451 18SrRNA 5 1 0 861 9,9 (MN927135) [84,681; 816; (OP596292) [84,681; 816; 937,0; (HM187580) [84,681; 816;
937,0; 0,0] 0,0] 935,0; 0,0]
. Macrobiotus sp. 1 MC-2021 Macrobiotus hufelandi group
GY451  28STrRNA 1 0 0 874 13,3 Xeroé’fg;f"sg;?i%g\gvg?g%‘l“o) (MW695453) [83,849; 873; sp. NG-2008 (FJ435751)
[84,08; ’ /00,01 1020,0; 0,0] [83,849; 873; 1020,0; 0,0]
. Macrobiotus sp. 1 MC-2021 Macrobiotus hufelandi group
GY451 28SHRNA 2 0 0 835 1,2 Xerobiotus gretae (MWS88440) -\ ve95453) [97,118; 694; sp. NG-2008 (FI435751)

[97,55; 694; 1195,0; 0,0]

1177,0; 0,0]

[96,974; 694; 1171,0; 0,0]
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Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
. Macrobiotus sp. 1 MC-2021 Macrobiotus hufelandi group
GY451  28STrRNA 3 1 1 869 6,7 Xergg'?g‘f_ ifg_afég/'z\/\(lfisgm) (MWB95453) [92,184; 870; sp. NG-2008 (FJ435751)
[92,184; ’ ,0;0,0] 1327,0; 0,0] [92,078;871;1317,0; 0,0]
Ramazzottius aff. oberhaeuseri  Ramazzottius cf. oberhaeuseri Ramazzottius rupeus
GY618 COxX1 1 0 0 686 8,6 7 DS-2018 (MG573246) [89,312; (EU251382)[74,964; 687; 405,0; (MG432810) [76,408; 568;
552;789,0; 0,0] 8,96e-108] 370,0; 3,27e-97]
Ramazzottius varieornatus Ramazzottius sp. DE.002 Ramazzottius kretschmanni
GY618 ITS2 1 0 0 464 5,2 (AP013352) [80,992; 484; 399,0; (MG432815) [81,069; 449; (OM402520) [80,778; 463;
2,74e-106] 379,0; 3,57e-100] 377,0; 1,29e-99]
Ramazzottius oberhaeuseri Ramazzottius sabatiniae Ramazzottius groenlandensis
GY618 18SrRNA 1 0 1 848 1,2 (F)435728) [97,877; 848; (MK879540) [96,938; 849; (OR600266) [96,938; 849;
1483,0; 0,0] 1439,0; 0,0] 1439,0; 0,0]
Ramazzottius sabatiniae Cryoconicus cataphractus Ramazzottius varieornatus
GY618 28SrRNA 1 0 1 881 9,0 (MK879546) [89,035; 839; (MH079508) [88,902; 838; (AP013352) [88,544; 838;
1127,0; 0,0] 1122,0; 0,0] 1101,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Ochlerotatus communis Digamasellidae sp.
VH28F COX1 1 0 0 658 9,7 (OP825091) [79,823; 565; 507,0; (KP942762)[78,286; 175; 113,0; BIOUG17847-B02 (MF918312)
2,29e-138] 5,82e-20] [79,487;156; 110,0; 7,53e-19]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Evacanthus grandipes Ceylonthelphusa diva
VH28F COX1 2 0 0 648 13,7 (OP825091) [86,578; 529; 678,0; (KF920356)[77,64; 161; 106,0; (GQ289626) [75,949; 158; 91,6;
0,0] 9,59e-18] 2,68e-13]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
VH28F 18SrRNA 2 0 0 874 0,3 (OP829144) [99,316; 877; sp. Messina (KT226074) [98,507; (KX129793) [97,491; 877;
1589,0; 0,0] 871;1539,0; 0,0] 1500,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
VH28F 18SrRNA 3 0 0 875 0,5 (OP829144) [99,423; 867, sp. Messina (KT226074) [98,616; (KX129793) [97,578; 867;
1570,0; 0,0] 867;1531,0; 0,0] 1482,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
VH28F 18SrRNA 4 0 0 876 0,0 (OP829144) [99,658; 878; sp. Messina (KT226074) [98,853; (KX129793) [97,836; 878;
1602,0; 0,0] 872;1552,0; 0,0] 1513,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus occultatus
VH28F 18SrRNA 5 0 0 609 0,2 (OP829144) [99,183; 612; sp. Messina (KT226074) [98,693; (MH197147) [98,671; 602;
1101,0; 0,0] 612;1085,0; 0,0] 1068,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
VH28F 28SrRNA 2 0 0 883 0,0 sp. Trento (KT226081) [99,208; sp. Modena (KT226085) [99,193; sp. Messina (KT226084) [98,529;
884;1592,0; 0,0] 867;1561,0; 0,0] 884;1557,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
VH28F 28SrRNA 3 0 0 883 0,0 sp. Trento (KT226081) [99,208; sp. Modena (KT226085) [99,193; sp. Messina (KT226084) [98,529;

884; 1592,0; 0,0]

867, 1561,0; 0,0]

884; 1557,0; 0,0]
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I , Pfitomnost Délka . -
. Cilova i Vice L. Nejednoznacné
Izolat Replikat . N nespecific. sekvence . 1 2 3
sekvence zelvusek nukleotidy [%]
produktu [bp]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
VH28F 28SrRNA 4 0 0 883 0,1 sp. Trento (KT226081) [99,095;  sp. Modena (KT226085) [99,193; sp. Messina (KT226084) [98,416;
884; 1589,0; 0,0] 867; 1561,0; 0,0] 884; 1554,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
VH28F 28SrRNA 5 0 0 883 0,1 sp. Trento (KT226081) [99,095;  sp. Modena (KT226085) [99,077; sp. Messina (KT226084) [98,416;
884; 1589,0; 0,0] 867; 1557,0; 0,0] 884; 1554,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Evacanthus grandipes Ceylonthelphusa diva
VH28S COxX1 2 0 0 667 14,4 (OP825091) [82,474; 582; 640,0; (KF920075) [79,054; 148;108,0; (GQ289626)[77,305; 141; 89,8;
2,19e-178] 2,75e-18] 9,95e-13]
Mesobiotus sp. m MM-2022. 1 iotus sp. FI (0Q974696)
VH28S ITS2 1 0 0 460 4,8 (OP829058) [94,774; 287; 473,0; [84,766; 256; 270,0; 2,226-67] -
157-128]
Mesobiotus sp. m MM-2022 1 iotis sp. FI (0Q974696)  Mesobiotus sp. (OP696674)
VH285 I7s2 2 0 0 462 37 (OP8290581) ’[:;;1_? 3751287’ 490.0; " 186,905; 252; 285,0; 7,98¢-72] [84,0; 250; 250,0; 2,91e-61]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
VH28S 18SrRNA 1 0 1 863 0,7 (OP829144) [98,845; 866; sp. Messina (KT226074) [98,037; (KX129793) [96,998; 866;
1552,0; 0,0] 866; 1513,0; 0,0] 1463,0; 0,0]
Mesobiotus sp. m MM-2022 Mesobiotus harmsworthi group Mesobiotus philippinicus
VH28S 18SrRNA 2 0 1 896 2,1 (OP829144)[97,547; 897; sp. Messina (KT226074) [97,241; (KX129793) [95,875; 897;
1559,0; 0,0] 870; 1498,0; 0,0] 1476,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
VH28S 28SrRNA 1 0 0 908 1,0 sp. Trento (KT226081) [98,122;  sp. Modena (KT226085) [98,174; sp. Messina (KT226084) [97,534;
905; 1591,0; 0,0] 876; 1541,0; 0,0] 892; 1537,0; 0,0]
Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group  Mesobiotus harmsworthi group
VH28S 28SrRNA 2 0 0 907 1,2 sp. Trento (KT226081) [97,901;  sp. Modena (KT226085) [97,831;  sp. Messina (KT226084) [97,2;

905; 1583,0; 0,0]

876, 1530,0; 0,0]

893; 1528,0; 0,0]
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5 Diskuse

Zelvusky se v poslednich letech staly populdrnim modelem v biologii stresu, zejména
radiobiologii. Studium odpovédi ZelvuSek na stres vyznamné usnadruje, pokud
je k dispozici homogenni laboratorni kultura. Protokoll bylo publikovano nékolik
desitek a reSersni Cast je jejich aktualnim pfehledem. Narozdil od existujicich
pfehledovych ¢lanka se snazi zahrnout vSechny detaily tykajici se kultivacnich
podminek zminéné v plvodnich ¢lancich véetné kultivacniho média, teplotnich

a svételnych podminek, slozeni potravy, typu kultivacni nadoby a Cisténi kultury.

Experimentalni ¢ast prace méla za cil prozkoumat moznosti vedouci k zalozeni
kultur pro stresové studie, zabyva se tedy izolaci zelvuSek z mechu, dokumentaci
pomoci svételné, fluorescenéni a Ramanovy mikroskopie a naslednou identifikaci

druhl podle morfologickych znakd a DNA barkédovani.

Zkoumané vzorky pochazely predevSim ze sbéru mechu studenty (N=203)
z 27 Skol po celé republice, co se zapojily do mapovani zelvusek. Soubor jsem doplnila
o 31 vzorkdl z Olomouce a Pardubic. Vlastni vzorky jsem izolovala pomoci
Baermannovych nalevek, vzorky od stfedoskolak(l pomoci inzertll se sitkem
v 6jamkové desce. To se ukazalo jako velice efektivni krok pro izolaci z malého mnozstvi
mechu (15 cm?) se podafilo izolovat Zelvusky v 67 % pripadech. Ve 12,8 % byl pocet
jedincd 10 a vysSi. Pozorované rody zahrnovaly eutardigradni rody Milnesium,
Macrobiotus, Mesobiotus, Hypsibius a Ramazzottius. Pro deset vybranych vzork( jsem
provedla izolaci z vét§iho mnozstvi pomoci Baermannovy nalevky a nasledné detailni
charakterizaci izolovanych druhl. Vybrany byly jednak mechy VH28, kde jsem
pozorovala, Ze Zelvusky Zivici se krytenkami pochazejicimi z mechu a nabidnutou
C. elegans tvofi viabilni vajicka. Potom dalSich osm vzork({, kde prvni pilotni izolace
poskytla 10+ jedincl a, kde Zelvusky prezivaly po izolaci alesponn dva mésice

v mineralni vodé Volvic.

Takto ziskané izolaty byly dokumentovany pomoci mikroskopie v prochazejicim
svétle (trvaly preparat) a fluorescenc¢ni mikroskopie sledujici autofluorescenci
vnitfnich struktur po ozareni UV pfi zvétSeni 400x. Zelvusky se uréuji obvykle pfi vétsich

zvétSenich (600-1000x), c¢asto je vyuzivana elektronova mikroskopie. Dulezitym



urCovacim parametrem jsou vajicka. Pro zvySeni spolehlivosti se analyzuji snimky
vét§iho mnozstvi jedincl, méfi se morfometrické parametry a sleduje se jejich
variabilita. K dispozici jsem méla snimky nékolika malo jedincO pfi zvétSeni 400x
s pouzitim nékolika rovin ostrosti, vajicka jen pro izolat VH28S. Ambici proto bylo urcit
izolaty na Urovni rodu s tim, Ze k zpfesnéni bylo pouzito DNA barkdédovani. Posuzované
parametry zahrnovaly celkovou morfologii, jako je velikost Zelvusky, barva, povrch
kutikuly, pfitomnost a umisténi o¢i, pocet a poloha makroplakoidd a mikroplakoidu
a pocet a tvar drapkl. K ur¢ovani byly pouzivany diagnostické klice (Kaczmarek a kol.,
2020a; Pilato a Binda, 2010). Taxonomie ZelvuSek se diky studiu sekvenci DNA bouflivé
rozviji. Napt. plvodni rod Macrobiotus byl rozdélen do nékolika rodd vcéetné
Macrobiotus, Paramacrobiotus a Mesobiotus (Stec a kol., 2021). V rdamci kazdého byla
identifikovana fada druhd, napf. Mesobiotus ted zahrnuje dvé hlavni homogenni
skupiny: skupinu harmsworthi a skupinu furciger, které maji dohromady 75 druht
(Kaczmarek a kol., 2020a; Degma a kol., 2023). Dulezitym parametrem byl v nasem
prfipadé pocet a konfigurace makroplakoid(l a mikroplakoidu, coz umoznilo predbézné
fadit izolaty k rodiim Macrobiotus (konfigurace 2+1) a Mesobiotus (konfigurace 3+1,
mikroplakoid v tésné blizkosti k poslednimu makroplakoidu, coz je rozdil oproti rodu
Paramacrobiotus, u kterého pokud se mikroplakoid nachazi, tak ve vétsi vzdalenosti

od tfetiho makroplakoidu) (Pilato a Binda, 2010).

Razeni k rodu Mesobiotus oviem zcela nesedélo s dalsim typickym znakem
tohoto rodu, a to hladkou kutikulou. V jednom pfipade, izolatu GY313 odhadovaném
jako Mesobiotus, jsem pozorovala Cervené pigmentové skvrny v oblasti hlavy.
Pfekvapivé tento znak se nepodafilo najit v kli¢i ani novejsi literatufe (hledani

pfibuznych termind v Google scholar, ktery umoznuje plnotextové vyhledavani).

Ve spolupraci s doc. Vaclavem Rancem byla také testovana Ramanova
mikroskopie, ktera umoZnuje prevést signaly v oblasti infraCerveného spektra
odpovidajici chemickému slozeni vzorku na umeély obraz. Pilotni experimenty
ale ukazaly, Ze v Zadné Casti spektra intenzita signalu nedovoluje zobrazit taxonomicky
zajimavé struktury. Jasnou nevyhodou byla nutnost pfipravit vzdy Cerstvé vzorky

na méreni, které trva mezi 6-8 hodinami.
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Pro DNA barkodovani byly pouzity 4 sekvence prevzaté zliteratury
(Massa a kol., 2021) a ¢asto pouzivané ke studiu zelvusek. Sekvence pro ribozomalni
RNA se Siroce pouzivaji v taxonomii napfi¢ eukaryoty, konkrétni fragment COX1
se pouziva casto ke studiu ¢lenovcl. Pro kaZdou izolaci jsem se pokusila ziskat
barkédy pro nékolik samostatnych jedinct (cilem bylo zajiSténi Cistoty vzorku)
azvétsiho mnozstvi jedincld (cilem bylo vétsi mnozstvi DNA). Z celkem 97
sekvenacnich reakci byla ¢itelnd sekvence ziskana v 94 pfipadech. Pro 85 barkddU
srovnani sekvenci v databazi NCBI pomoci online verze programu megaBLAST nalezlo
jako nejvice podobnou sekvenci pochazejici z Zelvusek. Vysledky srovnani potvrdily
fazeni ZelvuSek k rod0m Ramazzotius, Macrobiotus a Mesobiotus zaloZeném
na mikroskopii. Je tedy mozné, Ze pozadavek na hladkou kutikulu u posledniho z rod(
je neopodstatnény. NemuUzeme ale zcela vyloucit, Ze se pro pfipravu mikroskopickych

preparatl a DNA pouzili jedinci riznych druht z téZe kultury.
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6 Zaver

V rdmci této prace jsem testovala efektivitu izolace ZelvuSek z malého mnozstvi
materidalu pomoci inzertd se sitkem v 6jamkovych panelech. Metoda je vhodna
pro zpracovani velkého mnozstvi vzorkl, zejména pokud jde o to vytipovat vzorky
svelkymi populacemi ZelvuSek. Podafilo se mi také najit podminky ve kterych
se rozmnozovala populace jednoho izolatu rodu Mesobiotus. Otestovala jsem také
limity mikroskop( dostupnych na pracovisti pro uziti v taxonomii Zelvusek. Pfi zvétSeni
400x, byt se snimkovanim v rliznych rovinach ostrosti, je mozné zarazeni na Urovni
rodu. Limitem provedeného DNA barkdédovani a nasledného srovnani sekvenci,
ziskanych Sangerovym sekvenovanim byla nejen proménliva kvalita barkodd, ktera
je alespon v nékterych pfipadech feSitelna napf. sekvenaci paralelné s obéma primery.
Problémem bylaivysoka podobnost sekvenciZzelvuSek v databazi, jejich nedostatecné
uréeni na Uroven druhu, atakéiato, Ze v publikacich jsou pouZivany rlizné barkédovaci
sekvence v ramci téhoz genu. Zde by na nasi strané pomohlo rozSifeni barkédovaci
sady. Spolehlivé je mozné fict, Ze zkoumané izolaty patfily k rodim Macrobiotus,

Mesobiotus a Ramazzottius.

Zajimavé je pozorovani, ze ZelvuSky fazené s vysokou mirou spolehlivosti k rodu
Mesobiotus vykazovaly nékteré znaky pro rod typické (konfigurace tretiho
makroplakoidu a mikroplakoidu), ale také znak, ktery pfi definici rodu byl explicitné

vyloucen (hladka kutikula bez poér( a bradavicek).
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8 Prilohy
8.A Publikované kultivacni metody - detailni prfehled

8.A.A Kultivacni metody pro rod Hypsibius

McNuff, 2018 kultivoval Hys. exemplaris v Erlenmayerovych bankach v Chalkleyové
médiu s pfidavkem pldniho extraktu ve sterilnich podminkach. Chalkleyovo medium
se pfipravuje ze tfi zasobnich roztokd a pldniho extraktu (tab. 8). Padni extrakt byl
ziskdn smichanim jednoho dilu vysuSené zeminy idealné obohacené o humus
se dvéma dily kohoutkové vody. Extrakt byl autoklavovan a ponechan nékolik dni
odstat. Suspenze Zelvusek (1 ml) a fasy Chlorococum (3-5 ml) byla pfidana k 150 ml
média v 250 ml Erlenmeyrové barce. Banka byla zakryta potravinarskou folii nebo
parafilmem, ¢imz se zabranilo kontaminaci sporami hub nebo roztoci. Kultivace
probihala pfi teploté 10-20 °C pfi fotoperiodé 14 hodin svétla/10 hodin tmy,
nebo pfi nepretrzité tmé. Vyména média byla provadéna kazdych 4-6 tydnu. V podstaté
stejny protokol pouzil i Gabriel a kol., 2007 a Nirody a kol., 2021, ktery ale voli teplotu

mezi 20 az 25 °C a svételny cyklus 16 hodin svétlo/8 hodin tma.

Tabulka 8. Pfiprava kultivacniho média podle McNuffa, 2018.

Slozka Zasobni roztok Objem [ml]

Chalkleyovo médium NaCl-2gna 100 mlLdH,O 5
KCl-0,08 g na 100 ml dH-0 5
CaCl;-0,12gna 100 mldH-0 5

Padni extrakt 20

Pozn. Pro pripravu koneéného média smichali 5 ml kaZdého zasobniho roztoku s 20 ml pidniho extraktu

adoplnilidH,O na 1 L.

Gabriel a Goldstein, 2007 péstovali Hys. exemplaris v60 mm sklenénych
Petriho miskach s mineralni vodou Crystal Geyser nebo Deer Park pfi pokojové teploté.
Kazdych 10 dni se ménilo médium a pfidavala fasa Chlorococcum vpomeéru 1:4

s mineralni vodou. Svételné podminky publikace neuvadi.

Arakawa, Yoshida a Tomita, 2016 ke kultivaci pouzivali Petriho misky, s 2%

agarem prevrstvenym mineralni vodou Volvic. Kultivace probihala pfi 18 °C
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za konstantni tmy. Jako potrava slouzila fasa Chlorella vulgaris. Kultury byly kazdych 7-

8 dni pfeneseny na novou misku.

Agar (1,5%), tentokrat v 24jamkovych plastovych deskach pouzil ke kultivaci
také Hyra a kol., 2016. Médiem byla smés destilované vody s minerélni vodou Zywiec
Zdréj v pomeéru 1:1. Kultivace probihala pfi teploté 16 °C. Kultury byly krmeny fasou

Chlorococcum sp.

Uspé&sné byl také kultivovan druh Hys. pallidoides. Kultivace probihala ve smési
destilované a filtrované kohoutkové vody vpoméru 3:1 na Petriho miskach
s poSkrdbanym dnem pfi 16 °C. Svételné podminky nejsou v praci uvedeny (Tumanov

a kol., 2020).

Pfi kultivaci Hys. exemplaris dle Kosztyly a kol., 2016 bylo poskrabano dno
Petriho misky jemnym brusnych papirem, aby se usnadnil pohyb Zelvusek. Kultivaéni
médium bylo vytvofeno zmineralni vody Zywiec Zdréj vpoméru 1:3 s dvakrat
destilovanou vodou a se sladkovodnimi fasami Chlorococcum sp. a Chlorella sp.
vpomeéru 1:1. Kultury byly uchovavany pfi 16 °C vtemném prostfedi. Médium bylo

meénéno jednou za dva tydny.

Dal$i moznosti je kultivace Hys. exemplaris v 250 ml prihlednych plastovych
lahvich s 130 ml kultivaéniho média, které je slozeno z destilované vody a smési dvou
druht fas Chlorella sp. a Chlorococcum sp. Médium bylo ménéno kazdé dva mésice.
Pri vyskytu vice nez 2000 jedincl na lahev byla ¢éast kultury separovana a prenesena
do nové nadoby, ¢imz se zamezilo pfemnozeni Zzelvusek a nasledné vyssi umrtnosti

(Erdmann a kol., 2017). Tepelné a svételné podminky nebyly v publikaci uvedeny.

Dalsi metodou kultivace je uchovavani Hys. exemplaris v plastovych miskach
naplnénych mineralni vodou Volvic pfi 21 °C. Zelvusky byly krmeny fasami
Chlorococcum sp. Vyména média a krmiva byla provadéna jednou za mésic (Gross,

Bahrle a Mayer, 2018).

Jinou moznosti je kultivovat Hys. exemplaris na 3,5 cm Petriho miskach
pokrytych 1,2% bactoagarem, ktery byl vytvofen smisenim agaru s mineralni vodou
Volvic. Potravou byla fasa Chlorella vulgaris. Kultura byla uchovavana za tmy pfi 25 °C

a byla pfenesena na Cistou misku kazdych sedm dni (Yoshida a kol., 2019).
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V nasledujici metodé kultivace Hys. exemplaris bylo vyuzito Petriho misek
o prameéru 55 mm s poskrabanym dnem. Dale byla pfidana tenka vrstva kultivacniho
média, které bylo vytvofeno smichanim dvakrat destilované vody s mineralni vodou
Zywiec Zdréj v poméru 3:1. Podminky byly nasledujici: fotoperioda 12h svétlo/12h tma,
20 °C, relativni vlhkost 50 %. Misky byly ¢iStény jednou tydné. Nasledné byly krmeny

fasou Chlorella vulgaris (Roszkowska a kol., 2021).

DalSim zpusobem kultivace Hys. exemplaris je poskrabani dna 90 mm
plastovych Petriho miskach. Dale bylo na misku pfidano 10 ml Chalkeyova média
(0,004 g/l KCl, 0,1 g/l NaCl, 0,006 g/l CaCl, a 20 mU/l padniho extraktu). Padni extrakt
byl autoklavovan s vodou v pomeéru 1:2. Po usazeni extraktu byl pfefiltrovan a smichan
s50 ml mineralni vody Rajec. Zelvusky byly krmeny kazdych 7-14 dni fasami

Chlorococcum sp. v poméru s zelvuskami 1:4 (FlorianciCova a kol., 2023).

DalSi metodou kultivace Hys. exemplaris je naneseni zelvuSek na 1,2%
agarovou desku. Deska byla nasledné doplnéna vodou Elix Advantege 3 UV, Milipore,
s pfidavkem Chlorelly. Kultura byla udrZzovana pfi 18 °C. Médium s potravou bylo
meénéno jednou tydné. Jednou do meésice byla kultura pfenesena na novou desku

(Kumagai a kol., 2022). Sveételné podminky protokol neuvadi.

Jinym zplsobem je kultivace Hys. exemplaris na 1,2% agaru potazenémna 8 cm
Petriho miskach. Jako kultivaéni médium byla pouZita destilovana voda pfi pH 8.
Zelvusky byly krmeny Chlorococcum sp. a byly udrzovény pfi 14 °C s fotoperiodou
12 hodin svétlo a 12 hodin tma. (Massa, Rebecchi, a Guidetti, 2023). Zaznamy o Cisténi

nebyly v publikaci uvedeny.

8.A.B Kultiva¢ni metody pro rod Ramazzottius

Horikawa a kol., 2008, pouzili 35 mm Petriho misky, pokryté 2 ml 1,5% agarového gelu
a destilovanou vodou jako kultivacnim médiem. Misky byly uchovavany zakryté
ve vlhké komofe za konstantni tmy pfi 25 °C. Kazdych 3-6 dni byly zelvusky pfeneseny

na novou misku a nakrmeny 30 pl fasy (Horikawa a kol., 2008).

Hashimoto a kol., 2016 pouzili 2% agar. Voda, slouzici jako kultivaéni médium
byla oSetfena chlornanem. Kultivace probihala pfi 22 °C, svételné podminky nejsou

v protokolu uvedeny (Hashimoto a kol., 2016).
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Yoshida a kol., 2017 pouzili 2% bactoagar prevrstveny mineralni vodou Volvic.
Kultura byla udrzovana ve tmé pfi 22 °C. Po tydnu byly Zelvusky pfeneseny na novou

misku (Yoshida a kol., 2017).

Netradiéni kultivacni metodou, ktera se neda nazyvat kultivaci v pravém smyslu
slova je zamrazZeni vzorku (véetné listl, mechu, rostlinného odpadu atd.) a skladovani
pfi -20 °C. Po rozmrazeni byl vzorek nafedén v destilované vodé Millipore Milli-Q
auchovan vchladnié¢ce pii 5 °C. Ziviny Ram. varieornatus ziskdval z prostredi,

se kterym byl nasbiran (Neves a kol., 2020).

8.A.C Kultivacni metody pro rod Milnesium

V protokolu dle Suzukiho a kol., 2003 byl Mil. tardigradum kultivovan v plastovych
miskach o prlmérech 3 cm a 6 cm, které byly potazeny 2% agarem v roztoku KCM, gel
byl pfevrstven 2-3 mm vody (Milli-Q, Millipore). Jako potrava pro zelvusky byli vyuziti
vifnici L. inermis. S Upravou podminek se pfislo o0 20 let pozdéji, kdy kultivace probihala

pfi 4 °C nebo 10 °C a fotoperiodé 16h svétlo a 8h tma (Suzuki a kol., 2023).

P¥i kultivaci Mil. tardigradum dle Horikawy a kol., 2006 byly vyuzity plastové
misky, které byly potazeny 1,5% agarem. Kultivaénim médiem byla voda, do které byli
pfidavani bdelloidni vifnici, jenz slouZili jako potrava. Kultivaéni podminky nebyly

v protokolu uvedeny.

DalSim kultivaénim protokolem je chovani Mil. tardigradum, Mil. tonolli a Mil.
richtersina miskach pokrytych 3% agarem, v tenké vrstvé vody. Potravou byli bdelloidni
vifnici P. citrina, ktefi byli péstovani na zelené fase Chlorogonium elongatum (Hengherr

a kol., 2008).

V protokolu dle Schilla a Fritze, 2008 byl Mil. tardigradum Kkultivovan
v plastovych kultivacnich nadobach, které byly potazeny 4 mm 3% agaru. Substrat byl
pfevrstven 3 mm mineralni vody Volvic. Potrava P. citrina, ktera byla péstovana
nazelené rfase Chlorogonium sp., byla podavana dvakrat tydné. Kultury byly
uchovavany pfi 20 °C pfi 12 hodinach svétla a 12 hodinach tmy. Dal§i metodou je
kultivovani Mil. tardigradum v Petriho miskach o pridméru 9,4 cm potaZzenych
3% agarem a prekrytych vrstvou mineralni vody Volvic. Potravou byli vifnici P. citrina

a hlistice Panagrellus sp., juvenilni jedinci byli krmeni i zelenou fasou Chlorogonium
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elongatum. Kultivace probihala pfi 18-22 °C ve svételném cyklu 12 hodin svétla

a 12 hodin tmy (Forster a kol., 2009; Reuner a kol., 2010).

Jinou metodou je kultivace Mil. alpigenum na Petriho miskach s poskrabanym
dnem a kultivaénim médiem mineralni vodou Zywiec Zdréj smichanou s dvakréat
destilovanou vodou v pomeéru 1:3. Jako potrava byli vyuziti vifnici L. intermis, ke kterym
byla pfidavana smés zras, aby se zachovala delSi Zivotnost vifnik. Podminky
pro kultivaci byly 16 °C pfi uplné tmé. Médium bylo ménéno kazdé dva tydny (Kosztyla
a kol., 2016). Ztohoto protokolu vychazi i Morek a kol.,, 2020, ktefi krmili
Mil. eurystomum nejenom virniky, ale i zelvuSkami Hys. exemplaris a kultivovali je

pfi 10 °C.

Morek a kol., 2016 kultivovali Mil. variefidum na 24jamkovych deskach, pficemz
v kazdé jamce se nachazelo 165 pl 2% agaru a 1 ml kultivacniho média (mineralni voda
Zywiec Zdréj s dvakrat destilovanou vodou v poméru 3:1). Do média byli pfidani viinici
L. inermis, ktefi slouZzili jako potrava a fasy Chlorococcum sp. a Chlorella sp. v pomeéru

1:1. Kultivace probihala pfi 16 °C za tmy.

Dalsim zpUsobem kultivace Mil. pacifikum a Mil. tardigradum je vyuZziti
plastovych misek o priméru 3,2 cm, které byly potazeny 1,2% agarem a jako médium
byla vyuZzita mineralni voda Volvic. Potravou byli vifnici L. inermis. Kultivace probihala
pfi 20 °C, svételné podminky nebyly v protokolu definovany. Vyména média probihala

kazdy den, misky byly ménény po tydnu (Sugiura a kol., 2020).

Metodou kultivace Mil. inceptum dle Roszkowska a kol., 2021, je vyuziti 35 mm,
55 mm nebo 90 mm Petriho misek s poskrdbanym dnem smirkovym papirem.
Kultivaénim médiem byla smé&s mineralni vody Zywiec Zdréj s dvakrat destilovanou
vodou v poméru 1:3, krmivem pro zelvusky byli vifnici a hlistice. Kultivace probihala

pfi 17 °C, 40% relativni vlhkosti a za stalé tmy.

Wojciechowska a kol., 2021 a Erdmann a kol., 2021 vyuzivali ke kultivaci
Mil. inceptum Petriho misky s prdmeérem 5,5 cm a s poskrabanym dnem. Kultivacnim
médiem byla smé&s mineralni vody Zywiec Zdréj a dvakrat destilované vody v poméru
1:3. Jako potrava byli vyuZiti vitnici L. inermis a hlistice C. elegans. Kultivace probihala

pfi 18 °C za konstantni tmy. Médium bylo ménéno kazdy tyden.
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Dalsi moznosti je kultivace Mil. inceptum na 3% agaru s mineralni vodou Volvic,
jako kultivaénim médiem. Zelvusky byly krmeny vitniky P. citrina, &erstvé vylihnuti
jedinci byli krmeni Chlorogonium elongatum (Sieger a kol., 2022). Dalsi podminky

pro kultivaci nebyly uvedeny.

8.A.D Kultivacni metody pro rod Paramacrobiotus

Pro kultivaci Pam. fairbanksi byly vyuzity Petriho misky (d=15 cm) pokryté 0,6 ml
1,2% bactoagarem. Kultivacnim médiem byla mineralni voda San Benedetto, do které
byly pfidany fyloidy mechu a hlistice Pristionchus iheritieri, Panagrolaimus rigidus
nebo C. elegans, které slouzily jako potrava. Podminky kultivace byly 14 °C nebo 20 °C

pfi fotoperiodé 12 hodin svétlo a 12 hodin tmy (Altiero a Rebecchi, 2001).

Ke kultivaci Pam. richtersi je mozné vyuzit sklenéné Petriho misky (d=7 cm),
které jsou potazeny pfiblizné 0,5 cm vrstvou 2% agaru a nasledné tenkou vrstvou
kohoutkové vody. Do misek byl pfidany ¢astice pldy, které byly zbaveny veskeré fauny
vyvafenim castic ve vodé po dobu tfi hodin. Pam. richtersi byl krmen hlisticemi
Pelodera teres. Petrino misky byly uzavieny a zaparafilmovany, aby nedochazelo

k odpafovani, uchovavany byly pfi 16 °C za konstantni tmy (Hohberg, 2006).

Dalsi moznou kultivaci Pam. tonollii a Pam. richtersi je chovani ZelvuSek
na 3% agaru prevrstvenym tenkou vrstvou vody. Jako potrava je mozné vyuZzit vifniky
P. citrina, ktefi byli vypéstovani na zelené fase Chlorogonium elongatum (Hengherr

a kol., 2008). Podminky pro kultivaci nebyly v protokolu uvedeny.

Jednou z moznosti pro kultivaci Pam. fairbanksi je uchovavaniv Petriho miskach
o priméru 1,5 cm pokrytych 2% bactoagarem. Kultivaénim médiem byla mineralni
voda (0,2 ml; pH 7,68, 46 mg L1 Ca?*), potravou bakteriofagni hlistice, které byly
pfidavané pfi vymeéné média, které probihalo kazdé dva dny. Kultury byly uchovavany
pfi 14 °C a pfi fotoperiodé 12 hodin svétla/12 hodin tma (Altiero, Bertolani a Rebecchi,
2010).

DalsSim zplsobem kultivace Pam. tonollii je vyuziti Petriho misek potazenych
3% agarem, s mineralni vodou Volvic, ktera slouzila jako kultivacni médium. Potravou

pro Paramacrobiota byli vitnici P. citrina a hlistice Panagrellus sp. Tepelné podminky
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pro kultivaci byly 20 £ 1 °C, svételné podminky byly 12 hodin svétla a 12 hodin tmy
(Reuner a kol., 2010).

Kultivace Pam. tonollii dle Lemloha, Brimmera a Schilla, 2011 probihala
v multijamkovych deskach pokrytych agarem. Jako kultivacni médium byla vyuzita
mineralni voda Volvic, potravou byli vifnici P. citrina a fasy Chlorogonium elongatum.

Podminky pro kultivaci byly 20 °C pfi 12 hodinach svétla a 12 hodinach tmy.

V protokolu dle Schilla a kol., 2013 byly Pam. palaui a Pam. kenianus
kultivovany v plastovych miskach potazenych 3% agarem a3 mm vysokou vrstvou
mineralni vody Volvic. Vifnici P. citrina byli do kultury pfidavani dvakrat tydné. Kultury

byly udrzovany pfi 20 °C pfi fotoperiodé 12 hodina svétla a 12 hodin tmy (Schill, 2013).

V nasledujicim protokolu na kutlivaci Pam. fairbanksi se pouzivali plastové
Petriho misky s poskrabanym dnem. Kultivacnim médiem byla smés mineralni vody
Zywiec Zdréj s dvakrat destilovanou vodou v poméru 1:3. Do média byla pfidana
potrava stavajici se z fas Chlorococcum sp. a Chlorella sp. v poméru 1:1 a z vifniku
L. inermis. Kultivace probihala pfi 16 °C za stalé tmy. Médium bylo ménéno kazdé dva

tydny (Kosztyla a kol., 2016).

V protokolu dle Sugiury a kol., 2019 byl Pam. sp. chovan na 90 mm plastovych
miskach potazenych 1,2% agarem prevrstvenym mineralnivodou Volvic. Do média byli
pfidavani vifnici L. inermis a zelené fasy C. vulgaris. Kultivace probihala pfi 20 °C
za konstantni tmy. Médium bylo ménéno dvakrat do tydne, jedinci byli kazdy mésic

pfesazeni na novou misku.

Kaczmarek a kol., 2020b kultivuji Pam. experimentalis v Petriho miskach
s poskrabanym dnem, kultivacnim médiem byla smés mineralni vody Zywiec Zdroj
a dvakrat destilované vody v pomeéru 1:3. Kultivace probihala pfi 20 °C, potravou byly

2 ml kultury vifnikl L. inermis. Kultivaéni médium bylo ménéno jednou za tyden.

Dalsi protokol pro kultivaci Pam. sp. vyuziva 25 mm Petriho misky pokryté
2% agarem. Kultivacnim médiem byl roztok KCM slozen z 7 mg KCL, 8 mg CaCl, a 8 mg
MgSO, - 7H,0 rozpusténych v 1 litru vody. Pam. sp. byl uchovavan pfi 20 °C,

za konstantni tmy, krmen byl hlisticemi C. elegans (Suma a kol., 2020).
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Dalsim zplsobem je kultivace Pam. sp. na 1,2% agarovych plotnach
prevrstvenych tenkou vrstvou vody, do které se pridavala smés vifnik( L. inermis a ras

Chlorella vulgaris. Kultivacni podminky byly pfi 22 °C (Hara a kol., 2021).

Dalsim zplsobem kultivace Pam. gadabouti sp. nov. je v plastovych miskach
s posSkrabanym dnem a kultivacnim médiem, vniklym smichanim mineralni vody
Zywiec Zdroj s dvakrat destilovanou vodou v pomeéru 1:3. Jednou tydné byly do kultury
pridavany 2 ml vifnik( L. inermis. Kultura byla uchovavana pfi 18 °C, médium bylo

ménéno kazdy tyden (Kayastha a kol., 2023).
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8.A.E Prehled publikovanych kultivacnich metod

Tabulka 9. Prehled publikovanych kultivacnich metod. Hys. — Hypsibius, Ram. —Ramazzottius, Mil. —Milnesium, Pam. —

Paramacrobiotus, Echi —Echiniscus, Pse. —Pseudoechiniscus, Vir. —Viridiscus, C. —Caenorhabditis, L. —Lecane, P. —Philodina.

extraktem

banka (250 ml)

s Tep- L .
Citace Druh Substrat  Kultivacnime- Potrava lota Svétlo Nadoba Vyména me-
dium dia
[°C]
Chalkeyovo me- Erlenmeyerova
Gabriel a kol., 2007 Hys. exemplaris - dium s 2% padnim Chlorococcum sp. 10-18 14S/10T N y ND
banka (250 ml)
extraktem
. . Sklenéna
Gabriel a Goldstein, Hys. exemplaris - Crystal Geyser/ Chlorococcum sp. EOk?_ ND Petriho miska 10 dni
2007 Deer Park jova
(60 mm)
Arakawa, Yoshida a
Tomita, 2016 Hys. exemplaris 2% agar Volvic Chlorella vulgaris 18 Tma Petriho miska 7-8 dni
. Zywiec Zdréj v po- 24jamkové plas-
0,
Hyra a kol., 2016 Hys. exemplaris  1,5% agar m&ru 1:1 s dH,0 Chlorococcum sp. 16 ND tova deska ND
. Petriho miska s
. Zywiec Zdréjv po- Chlorococcum sp. a Chlore- o . .
Kosztyla a kol., 2016 Hys. exemplaris m&ru 1:3 s ddH,0 lla sp. v poméru 1:1 16 Tma posSkrabanym 2 tydny
dnem
Prliihledna plas-
Erdmann akol., 2017 Hys. exemplaris - dH,0 Chlorella sp. a Chloro- ND ND tova lahev (250 2 mésice
coccum sp. ml)
Gross;:a;gl&a Ma- Hys. exemplaris - Volvic Chlorococcum sp. 21 ND Plastova miska Mésic
Chalkeyovo me- Erlenmeyerova
McNuff, 2018 Hys. exemplaris - dium s padnim ex- Chlorococcum sp. 10-20 14S/10T o y 4-6 tydnl
barika (250 ml)
traktem
Yoshida a kol., 2019  Hys. exemplaris 1,2% agar Volvic Chlorella vulgaris 25 Tma Pet;i;(;n;l)sky 7 dni
Chalkeyovo me- Erlenmeyerova
Nirody a kol., 2021 Hys. exemplaris - dium s 2% padnim Chlorococcum sp. 20-25 16S/8T y ND
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Tep-

Kultivaéni mé- Vyména mé-

Citace Druh Substrat . Potrava lota Svétlo Nadoba .
dium dia
[°C]
. Petriho miska s
Roszkowska a kol., . Zywiec Zdrdj v po- , “iz , -
2021 Hys. exemplaris méru 1:3 s ddH,0 Chlorella vulgaris 20 12S/12T poskabanym tydné

dnem (55 mm)

Elix Adventege 3

Kumagai a kol., 2022 Hys. exemplaris  1,2% agar Chlorella 18 ND Deska tydné

UV, Milipore
Maesjzel:::?;gggl a Hys. exemplaris  1,2% agar dH,0, pH=8 Chlorococcum sp. 14 12S/12T Pe’zggcr)nnr:)ska ND
Floriancicova a kol Chalkeyova média Petriho miska s
2023 ”  Hys. exemplaris - s pidnim extrak- Chlorococcum sp. ND ND poskabanym ND
tem dnem (90 mm)
smés dH,0 a filtro- Petriho miska s
Tumanov, 2020 Hys. pallidoides - vané kohoutkové Chlorella sp. 16 ND poskabanym ND
H,O v poméru 3:1 dnem
. Ram. varieorna- . Petriho miska Prenos na no-
Horikawa a kol., 2008 1,5% agar dH,0O Chlorella vulgaris 25 Tma vou desku 3-6
tus (835 mm) dni
Hashimoto a kol., Ram. varieorna- 2% agar Hz0 oSetrena Chlorella vulgaris 22 ND Agarova miska ND
2016 tus chlornanem
. Ram. varieorna- . . L. Prenos na no-
Yoshida a kol., 2017 tus 2% agar Volvic Chlorella vulgaris 22 Tma Agarova miska  vou desku 3-6
dni
. Mil. tardigra- 2% agarv H,0 Milli- Q, Milli- . . Plastova miska
Suzuki, 2003 dumn KCM pore L. inermis ND ND (30 mm/60 mm) ND
Horikawa a kol., 2006~ Mil.tardigradum  1,5% agar H.0 L. inermis ND ND Pla?;j"risza ND
Mil. tardigra- . .
Hengherr a kol., 2008 dum, tonolli, 3% agar H,O P. citrina a Chlorogonium ND ND Plastova miska ND
richtersi elongatum
Schill a Fritz, 2008 - tardigra- 3% agar Volvic P. citrina (2x tydnd) 20 128/12T Kutlivacniplas- ND
dum tova miska
Forster a kol., 2009; Mil. tardigra- 0 . . Petriho miska
Reuner a kol., 2010 dum 3% agar Volvic P. citrina a Panagrellus sp. 20+-2 12S/12T (94 mm) ND
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Kultivaéni mé-

Tep-

Vyména mé-

Citace Druh Substrat . Potrava lota Svétlo Nadoba .
dium dia
[°C]
Smés Zywiec Zdréj . . . )
Morekakol., 2016  Mil. variefidum  2%agar  sddH,0vpomary L 'M€Mis, Chlorococcum o Tma 24jamkoveé ND
13 sp. a Chlorellasp.,1:1 deska
Smés Zywiec Zdroj Petriho miska s
Kosztyla a kol., 2016  Mil. alpigenum - s ddH,O v poméru L. inermis 16 Tma posSkrabanym Dva tydny
1:3 dnem
. . A médium
Sugiura a kol., 2020 Mil. pgcn‘:cum, 1,2% agar Volvic L. inermis 20 ND Plastova miska dennég, nadoba
tardigradum (32 mm) B
tydné
Mil. eurvsto- Smés Zywiec Zdrdj
Morek a kol., 2020 'muri/'r - s ddH,O vpoméru L. inermis, Hys. exemplaris 10 ND ND ND
1:3
Smés Zywiec Zdrdj Petriho miska
Roszkowska a kol., Mil. inceptum - s ddH,0 v poméru vifnici a hlistice 17 Tma (35 mm/55 ND
2021
1:3 mm/90 mm)
Wojciechowska a kol. Smés Zywiec Zdrdj Petriho miska
2021; Erdmann a kol.,  Mil. inceptum - s ddH,0 v poméru C. elegansal. inermis 18 Tma Tydné
(55 mm)
2021 1:3
P. citrina, Cerstvé vylihlé tar-
Sieger a kol., 2022 Mil. inceptum 3% agar Volvic digrady byly krmeny i Chlo- ND ND ND ND
rogonium elongatum
Plastova kulti-
Suzukiakol,, 2023 M. tardigra 2%agarv dH0 Milli-Q, Milli L. inermis 4nebo /8T vagni miska (30 ND
dum KCM pore 10
mm/60 mm)
. . 1,2% bacto Pristionchus iheritieri, Pa- 14 , .
Altiero a Rebecchi, Pam. fairbanksi agar s fyloidy San Benedetto nagrolaimus rigidus nebo C. nebo 125/12T Pla.stova Petriho ND
2001 miska (15 mm)
mechu elegans 20
2% agar s de- Sklenéna
Hohberg, 2006 Pam. richtersi faunizovanou Kohoutkova voda Pelodera teres 16 Tma Petriho miska ND
zeminou (70 mm)
Hengherr a kol., 2008 | &M tonolli, 3% agar H.0 P. citrina ND ND ND ND

richtersi

98



Kultivaéni mé-

Tep-

Vyména mé-

Citace Druh Substrat . Potrava lota Svétlo Nadoba .
dium dia
[°C]
. . Mineralni voda (0.2 . .
Altiero, Bertolania ¢ onksi 2% agar mL; pH 7.68, 46 Hlistice 14 128127 Hetrihomiska 2dny
Rebecchi, 2010 (15 mm)
mg L1 Ca2+)
Reuner a kol., 2010 Pam. tonollii 3% agar Volvic P. citrina a Panagrellus sp.  20+-1 12S/12T  Petriho miska ND
Lemloh,. Brimmer a pam. tonollii agar Volvic P. citrina a Chlorogonium 20 128/12T Deska's !am- ND
Schill, 2011 elongatum kami
Schill, 2013 pam. palau 3% agar Volvic P. citrina (2x tydng) 20  12S/12T  Petriho miska ND
kenianus
Smés Zywiec Zdrdj L. inermis a Chloro- Petriho miska s
Kosztyla a kol., 2016  Pam. fairbanksi - s dd ,0 v poméru ’ 16 Tma poskrabanym 2 tydny
coccum sp. a Chlorella sp.
1:3 dnem
. . . . Médium kazdé
Sugiura a kol., 2019 Pam. sp. 1,2% agar Volvic L. inermis a Chlorella vulga- 20 Tma Petriho miska 3 dny, nddoba
ris (90 mm) NPV
mesicné
Kaczmarek a kol., Pam. experi- Smes Zywiec ZderJ 2 mlL. inermis jednou za ty- Petljho, mISIfa S L
. - s ddH,0 v poméru 20 ND posSkrabanym Tydné
2020b mentalis den
1:3 dnem
Petrih isk
Suma a kol., 2020 Pam. sp. 2% agar Roztok KCM v H,O C. elegans 20 Tma 6(25?]:;1';3 a ND
Hara a kol., 2021 Pam. sp. 1,2% agar H,O L. inermis a C”.Z’or ellavulga- ) ND ND ND
. Smés Zywiec Zdroj Petriho miska s
Kayastha a kol., 2023 Pam. gadabouti - s ddH,O v poméru L. inermis 18 ND posSkrabanym Tydné
Sp. nov.
1:3 dnem
Momeni, Fuentes- Echi. sp., Pse. 1,2% agarv Destova/ mineralni
Gonzalez a Pienaar, ramazzotti a KCM s me- Chlorella vulgaris 20-25 12S/12T  Petriho miska 2-3 mésice
o voda
2022 Vir. viridianus chem
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8.B Seznam skol, které se zapojily do sbéru vzork(

Tabulka 10. Seznam Skol, které se zapojily do sbéru vzorkd.

Skola

Vyucujici

Gymnézium Ceské Lipa

Gymnézium Zatec

Gymnazium Ceska Trebova
Cyrilometodé&jské gymnazium, ZS a MS v Prostéjové

Gymnézium Celakovice

Gymnazium Vincence Makovského Nové Mésto na Moravé

Gymnazium Cheb
Gymnazium AS
Gymnazium Prachatice
Gymnazium Turnov

Gymnazium, Mladd Boleslav, Palackého 191/1
Gymnazium Jakuba Skody, Prerov

Masarykova stfedni Skola zemédélska a pfirodovédna, Opava
Gymnazium Zikmunda Wintra, Rakovnik
Biskupské gymnazium Varnsdorf

Gymnazium Pisek

Gymnazium Jifiho Wolkera, Prostéjov

Gymnazium Dr. Antona Randy

Stiedni lesnicka Skola a Stfedni odborné ucilisté, Kfivoklat
Zakladni Skola Rakovského, Praha

Gymnazium Dvdr Kralové nad Labem

Gymnazium ValaSské Klobouky

Gymnazium Teplice

Gymnéazium Havlickv Brod
Gymnazium Pierra de Coubertina, Tabor

Gymnazium Mimon

Gymnazium MikulasSe Kopernika, Bilovec

Mgr. Alice Cechova
Mgr. Lenka Tulkova
Mgr. Andrea KoniCkova
Mgr. Eva Pozarova

Mgr. Daniela Fricova
Mgr. EliSka Hubackova
Mgr. Eva Sobotova
PhDr. Hana Hronova
Mgr. Hedvika Millionova
Mgr. Hedvika Millionova
Mgr. Ivana Lukaskova
Mgr. Iveta Vavfichova
Mgr. Jana KaSparova
Mgr. Lada Machacova
Jakub Pavlik

Mgr. Jana Stfibna

Mgr. Jitka MatyaSova
Mgr. Lenka Foberova
Mgr. Lenka Vas$ickova
Mgr. Libor Mar€an

Mgr. Milof Podoubsky
Ing. Monika Cyrusova
Mgr. Nikol Obdrzalkova
Mgr. Sarka Rutrlova
Mgr. Gabriela Kozubikova
Mgr. Pavla Bergmanova
Mgr. Pavla Kotnova
Mgr. Pavla Trékova

Mgr. Petra Maslenova
Mgr. Sylva Rohackova
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