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Seznam zkratek
AFP — antifreeze protein, proteiny branici zmrznuti

CAHS - cytoplasmic abundant heat soluble, teplem rozpustné proteiny hojné v
cytoplazmé

HSP — heat shock proteins, proteiny teplotniho Soku

INA —ice-nucleating agent, ¢inidlo indukujici nukleaci ledu

LEA — late-embryogenesis abundant, proteiny hojné pfi pozdni embryogenezi
LLT — lower lethal temperature, spodni smrtelné teplota

LD50 — davka stresoru, kterd zpisobuje tthyn 50 % jedinct

LT50 — teplota, kdy dochazi k thynu 50 % jedinct

ROS — reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SAHS — secretory abundant heat soluble, teplem rozpustné secernované proteiny
THF — thermal hysteresis factor, faktor tepelné hystereze

UVC — ultrafialové zareni typu C



1 Uvod

Zelvusky jsou kmen mikroskopickych bezobratlych, ktefi se vyskytuji
celosvétove, a to jak ve sladké 1 slané vode¢, tak 1 na pevniné (Miller 1997, Mgbjerg et
al. 2011). Druhy zijici na pevnin¢ se mohou vyskytovat v mechu, liSejnicich, ptdé
nebo rostlinném odpadu (Glime 2017). VSechny druhy vSak vyzaduji alespoii tenky
vodni film k reprodukci a k udrzeni aktivniho stavu. Kvili této zavislosti na vod¢ jsou
vSechny druhy povazované za akvatické (Miller 1997). Jelikoz voda neni
v terestrickém prosttedi vzdy k dispozici, vyvinuly si tyto druhy zelvusek fadu
strategii k preziti (Erdmann & Kaczmarek 2016). Mezi tyto adaptace patii klidové
obdobi oznacované jako dormance, coz je stav, kdy se doCasné zastavuji aktivni
projevy zivota, zpomaluje se metabolismus a vyvoj. Dormanci mizeme rozdélit na
diapauzu a kviescenci. Prvni typ je pod kontrolou vnitinich faktorti (Guidetti et al.
2011). Druhy typ je naopak vyvolan vnéjSimi environmentalnimi faktory. Extrémni
forma kviescence, kdy se metabolicka aktivita utlumuje az na nepostiehnutelné
hodnoty, se nazyva kryptobioza (Keilin 1959, Guidetti et al. 2011). Lze ji rozliSit na
¢tyfi druhy, v zavislosti na tom, jaky stresor ji vyvolal, a to na kryptobidézu, osmobidzu,
anoxybiozu, kryobidzu a anhydrobiézu (Guidetti et al. 2011). V klidovém stadiu jsou
zelvusky schopny pieckat neptiznivé podminky jako je vysychéni, mraz, vakuum,
vysoky tlak, radiaci, extrémni pH, anoxii, vysoké teploty a plisobeni toxinti (Mebjerg
etal. 2011). Diky témto adaptacim jsou zelvusky zajimavym modelovym organismem
pro studium odpovédi na stres.



2 Cile prace
1. Vypracovat resersi literatury tykajici rezistence zelvusek ke stresu.

2. Experimentalné charakterizovat odpovéd’ zelvusek druhu Hypsibius dujardini na
vybrané abiotické stresory a jejich kombinaci.
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3 Co jsou Zelvusky?

Zelvusky jsou mikroskopiéti bezobratli o piiblizné velikosti 0,1 - 1,2 mm. Byly
objeveny v 18. stoleti s rozvojem mikroskopie. Poprvé je pozoroval némecky zoolog
Johann A. E. Goeze v roce 1773, ktery je pojmenoval ,,vodni medvidci® diky jejich
vizualni podobnosti s medvédy (Mebjerg et al. 2011). Tfi roky poté dostaly sviij
latinsky nazev Tardigrada (z latinského tardigradus = pomalu se pohybujici), ktery
zavedl italsky biolog Lazzaro Spallanzani a odkazuje na jejich pomaly a nemotorny
zpisob pohybu. V roce 1962 byly uznany jako samostatny kmen Tardigrada (Mebjerg
et al. 2011). Tento kmen patfi do oddéleni Ecdysozoa, nicméné o jejich pfesném
fylogenetickém zatazeni se vedou debaty. Neni jasné, zda jsou piibuzni spise
s Nematoda a Nematophora nebo s Arthropoda a Onychophora (Aguinaldo et al. 1997,
Dunn et al. 2008, Edgecombe 2010).

Kmen Tardigrada se dale d¢li do tfid Eutardigrada, Heterotardigrada a
Mesotardigrada (Mebjerg et al. 2011). Mesotardigrada zahrnuje pouze jeden druh
Thermozodium esakii, ktery byl objeven Gilbertem Rahmem v roce 1937 v horkych
pramenech v Japonsku. Tato lokalita vSak byla zni¢ena pfi zemcétieseni a dalsi
exemplare poté jiz nebyly nalezeny. Existence této tfidy je tedy n€kdy zpochybiiovéna.
Ttida Heterotardigrada se dale déli na dva fady Arthrotardigrada a Echiniscoidea, kdy
prvni fad zahrnuje az na jednu vyjimku pouze moiské druhy a druhy pievazné
suchozemské druhy. Eutardigrada se potom dé€li na tfidy Apochela a Parachela. Prvni
zahrnuje suchozemské druhy a druhd druhy pievazné suchozemské a sladkovodni
(Nelson 2002). Cely kmen pak ¢ita vice jak 1200 druhti (Degma et al. 2019).

3.1 Anatomie

Té¢lo ZelvuSek je vypouklé na dorzalni strané a zploStélé na ventrdlni strané. Je
bilateralné symetrické se ¢tyfmi pary koncetin a je rozdéleno do péti segmentt. Prvni
segment je tvofen hlavou, tfi segmenty tvoii trup a posledni je kaudalni segment.
Kromé prvniho segmentu kazdy nese jeden par neclankovanych nohou zakoncenych
drapky. Na povrchu se nachazi flexibilni kutikula, kterd mize byt hladka, nebo pokryta
riznymi platy ¢i vybézky (Nelson 2015, Erdmann & Kaczmarek 2016). Kutikula je
syntetizovana hypodermis, ktera se sklada z polyglonalnich bungk. Zelvusky mohou
mit rlizni zbarveni jako Sedd, hnéd4, namodrald, Zlutohnéd4, nacervenald. N&které
druhy jsou velmi tmavé a zcela neprisvitné, predevsim co se tyce starSich jedinct, jiné
jsou naopak bezbarvé a prisvitné. Zbarveni je zpisobené pigmenty v kutikule,
hypodermis, rozpusténymi latkami v té€lni tekutiné nebo obsahem traviciho Ustroji ¢i
zasobnich bun¢k (Pennak 1989).

Zelvusky obvykle maji 40 az 140 dlouhych tenkych somatickych svalii. Piesny
pocet je druhove specificky. Kazdy sval je jedna jedind vlaknitd buiika s jednim
jadrem, ptipadn€ jde o spojeni né€kolika takovychto bun¢k (Pennak 1989). Kromé
somatickych svali Zelvusky maji také utrobni svaly, svaly jicnu a svaly stylet.
Kruhové svaly se nevyskytuji (Nelson 2015).

Zelvusky nemaji respiraéni a ob&hovou soustavu. Respirace probiha pies
kutikulu. Cirkulace je zajiSt€éna pohybem tekutiny v télni dutiné a pohybem
coelomocytll, coz jsou volné se pohybujici zdsobni buniky (Nelson 2015).

Nervova soustava je tvofena z obustniho nervového centra, které predstavuje
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mozek, z n¢hoz vybihaji dva nervové provazce se ¢tyimi dvoulaloénymi gangliemi,
jedna pro kazdy par nohou. Mohou byt pfitomna jednoducha ocka, ktera obsahuji
fotoreceptory a smyslové organy jako chemoreceptory a papily (Persson et al. 2012,
Nelson 2015).

Zelvusky maji kompletni travici soustavu, ktera je pfizptisobena typu potravy.
Mohou byt jak bylozravé, tak dravé. Zivi se rostlinami, fasami, kvasinkami, bakteriemi
a drobnymi zivocichy jako jsou Nematoda a Rotifera. Potravou mohou byt i ostatni
zelvusky. Soustava se sklada ze tii ¢asti, a to predni, stfedni a zadni ¢ast. Predni ¢ast
tvofi bukalni aparat, hltan a trojdilny jicen. Stiedni ¢ast predstavuje nejvetsi ast travici
soustavy a probihd zde vlastni traveni (Nelson 2015, Erdmann & Kaczmarek 2016).
Traveni napomaha rozdilné pH, které je kyselé ve oblasti pfedniho stieva a zasadité ve
stiedni oblasti. Zadni ¢ast se sklada z rekta a kon¢i bud’ kloakou u Eutardigrada, nebo
fitnim otvorem u Heterotardigrada. Pfedni a stiedni stfevo jsou vystlané kutikulou.
Ustni ustroji je tvofeno parem jehlovitych styletd z uhli¢itanu vapenatého a opérnymi
strukturami. Stylety jsou ulozené v lumenu bukalnich Zlaz. Tento systém slouzi
k propichnuti bunék a k vysati jejich obsahu (Nelson 2015, Erdmann & Kaczmarek
2016). Exkrece miize probihat n€kolika zplsoby, a to pomoci bukalnich Zlaz pfi
svlékani kutikuly, svlékani kutikuly s nashromazdénymi odpadnimi latkami, stény
stiedni Casti travici soustavy nebo pomoci exkrecnich zldz jako jsou Malpighické
trubice (Nelson 2015).

Zelvusky mohou byt gonochoristé i hermafrodité, kdy samice a
hermafrodité maji jednu pohlavni Zlazu a samci dv€. U Heterotardigrada pohlavni
soustava kon¢i jako gonopor a u Eutardigrada pohlavni soustava vyustuje spolu se
soustavou travici v kloaku (Nelson 2015). Oboji kloaka i fitni otvor pak vyustuji mezi
poslednim parem nohou. U nékterych druhli miize byt pfitomen pohlavni dimorfismus,
a to v tvaru a struktufe kutikuly posledniho paru nohou, nebo ve tvaru a zaktiveni
drapi. U n&kterych druht jsou samci mensi nez samice (Pennak 1989).
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Obrézek 1. Stavba téla zelvusky (Czernekova 2011)

3.2 RozmnozZovani

Rozmnozovani mize probihat jak sexualnég, tak asexudlné s vnéj$im, nebo vnitinim
oplozenim. U fady druhti se navic vyskytuje partenogeneze, pii které samice produkuji
dalsi samice bez oplozeni (Miller 1997, Nelson 2015). Pfi vnéjSim oplozeni samice
uvolni starou kutikulu, samec nebo vice samctl na ni vySplhaji a vypusti sperma, které
se ptes kloaku nebo gonopor dostane do prostoru mezi starou kutikulou a t€lem samice.
Samice pak do staré kutikuly naklade vajicka a opusti ji. V exuvii pak dojde k oplozeni
vajicek. Pti vnitinim oplozeni sperma vnikne do téla samice ptes kloaku nebo gonopor
a k plozeni vajicek dojde jesteé pred jejich nakladenim. VétSinu populace tvofi samice.
Populace samcti je nejvetsi v zimé, nebo brzy na jafe. U nékterych druhti nebyli samci
viibec zaznamenani. Tyto druhy se nejspis§ rozmnozuji exkluzivné partenogenezi. V
mirném pasu je vrchol rozmnozovani od listopadu do kvétna, ale samice s vajicky lze
najit po cely rok (Pennak 1989). Produkce vaji¢ek se ale snizuje béhem zimniho
obdobi (Miller 1997). Vajicka jsou kladena bud’ voln¢ do prostiedi, nebo jsou uloZena
ve staré exuvii. Volna vaji¢ka mizou byt kladena po jednom, nebo ve skuping. Casto
jsou lepiva, coz umoziuje ptichyceni k podkladu (Pennak 1989). Povrch vajicka mize
byt hladky, nebo drsny a riizné vzorovany. MliZou byt pfitomny prohlubeniny, nebo
hieben (Miller 1997). Spekuluje se, ze drsny povrch mize mit nékolik funkci. Kromé
zajisténi pfichyceni k povrchu a ochrany proti predatorim muze slouzit jako vodni
rezervoar nebo zajiStovat regulaci vymény plynli mezi prostiedim a vajickem.
Velikost, tvar a povrch vajicek jsou u nékterych druhii jediné znamé rozdily a slouzi
proto k jejich identifikaci (Miller 1997). Nékteré¢ druhy produkuji dva typy
vajicek, tenkosténné a tlustosténné. Prvni typ vznika nejspis partenogenezi, druhy typ
vznikéd pohlavnim rozmnoZovani pfi nepfiznivych podminkach.

Pod povrchem obalu se nachazi tenka membrana, kterd obklopuje embryo,
délka jeho vyvoje zavisi na druhu a vnéjSich podminkach (Pennak 1989). Na zaklad¢
experimentu provedeném na Paramacrobiotus richtersi byly rozliSeny ctyfi kategorie
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vajicek v zavislosti na rozdilnych schématech lihnuti, a to spontanni, opozdéné,
neuspeésné a diapauzujici ,,odpocivajici” (Guidetti et al. 2011, Altiero et al. 2010).

Lihnuti P. richtersi bylo pozorovano v laboratornich podminkach, i kdyz byla
vSechna vajicka uchovévana v stejnych podminkach, délka jejich lihnuti se lisila.
Spontanni vajicka se vylihnula v dobé mezi 30 a 40 dny a opozdéna vajicka mezi 41 a
62 dny. Tyto druhy vajicek, na rozdil od vajicek diapauzujicich nepotiebuji k vylihnuti
zadny vnéjsi stimul. Vajicka, ktera se nevylihla do 90 dni, zahrnovala 13 %
diapauzujicich vajicek a 87 % neuspésnych vajicek.

Mladym jedincim napomédhaji pti lihnuti stylety, které propichnou
obaly vajic¢ka. Tito jedinci pak pfipominaji zmensené dospélé. Na rozdil od dospélct
maji nedovyvinutou pohlavni soustavu. Dale jsou piitomny drobné rozdily v struktuie
bukalniho a hltanového aparatu a na koncetinach mohou byt ptfitomny jen dva drapy

ey

(Pennak 1989). Dospéli jedinci ziji dva az n¢kolik mésicti (Erdmann & Kaczmarek
2016).

3.3 Ekdyze

Béhem zivota rostouci zelvusky néckolikrat svlékaji kutikulu, a to Ctyfikrat az
dvanactkrat. Pohlavni dospélosti dosdhnou po druhém az tietim svlékani, coz trva
nékolik dni. Svlékani predchézi nekolik dni az né€kolik hodin trvajici simplex faze, pii
které zanika bukalni — hltanovy aparat. V tomto obdobi nedochazi k pfijmu potravy.
Novy aparat je syntetizovan pomoci slinnych zlaz. Jeden ¢i dva dny pred vlastni
ekdyzi dochazi k mirnému zkraceni téla zelvusky. Nakonec stard kutikula praské na
prednim konci a zelvuska se vysouka ven. Béhem tohoto procesu se ztraci vystelka
rekta a drapy, které jsou nové syntetizované pomoci specidlnich zldz (Miller 1997,
Pennak 1989).

3.4 Biogeografie a ekologie

Zelvusky jsou bézné a lze je najit na viech kontinentech. Vyskytuji se ve sladké i slané
vodé¢ 1 na sousi. VSechny druhy jsou ale povaZzovany za akvatické, nebot” pottebuji
alespoil tenky vodni film k pohybu, dychani a reprodukei (Miller 1997). Obecné tedy
bez vodniho filmu neni mozny aktivni zivot. Jedinci Zijici na sousi se asto vyskytuji
v mechu nebo liSejnicich, nebot’ je v nich zadrZovéana potifebna voda. Stejné tak vodni
mechy mohou poskytovat prostiedi pro zivot zelvusek. Krom¢ mechi a liSejnikt se
mohou vyskytovat také v rostlinném odpadu a padé (Glime 2017). Jelikoz voda neni
v terestrickém prostiedi vzdy k dispozici, prostfedi v mechu a liSejnicich totiz ¢asto
vysychd, vyvinuly si tyto druhy Zzelvusek fadu strategii k pieziti (Erdmann &
Kaczmarek 2016).
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3.5 Zivotni cyklus v nep¥iznivych podminkich

Zivot na sousi pfinutil Zelvusky vyvinout si ochranné mechanismy, nebot’ se jedna o
striktné akvatické organismy. Mezi né patii riizné obdobi klidu (dormance), které se
vyznacuji doCasnym snizenim ¢i zastavenim metabolismu a zpomalenim vyvoje
(Guidetti et al. 2011). Zname dva typy dormance — diapauzu a kviescenci. Diapauza
je kontrolovana endogenné, takze neni pfimo vyvolana vnéjSim prostiedim (Guidetti
et al. 2011). Kviescence je naopak pod vlivem exogennich faktorti a trva po dobu
existence nepfiznivych podminek, po jejich odeznéni skon¢i. Extrémni forma
kviescence, pii které se metabolismus zpomaluje na nepostichnutelné hodnoty, se
nazyva kryptobidza (Keilin 1959, Guidetti et al. 2011). Jako diapauzu lze oznacit
zapouzdieni, cyklomorfézu a ,,odpocivajici® vajicka. Kryptobiéza se pak déli na
anhydrobidzu, kryobidzu, anoxybidozu a osmobidzu. V zavislosti na druhu zelvusky
mohou byt schopné diapauzy, nebo kryptobidzy, ptipadné se mohou vyskytovat oba
stavy (Guidetti et al. 2011). Zelvusky jsou tedy vhodny modelovy organismus pro
studium téchto adaptaci (Bertolani et al. 2004).

3.5.1 Diapauza

Diapauza se Castéji vyskytuje u vodnich druhti Zelvusek (Nelson 2002). Je asociovana
s predvidatelnymi nepfiznivymi podminkami, které obvykle souvisi s fotoperiodou a
teplotou. Morfologické zmény probihajici pii diapauze nastavaji pred ptichodem
téchto podminek, nicméné podméty vyvolavajici, udrzujici a ukoncujici diapauzu
nejsou znamé, nebot’ tento proces neni u zelvusek pfrili§ prostudovany na rozdil od
kryptobidzy (Guidetti et al. 2011).

3.5.1.1 Zapouzdreni

Béhem tzv. zapouzdfeni vznikaji cysty ovalného tvaru s né€kolika silnymi vrstvami
kutikuly, jejichz pocet je specificky pro druh zelvusek a typ cysty. Tato struktura
je ptirovnavana k cibuli nebo matrjoSce (Guidetti et al. 2006). Rozezndvame dva typy
cyst. Cysta typu 1 ma sklovity, neprihledny povrch bilé nebo zluté barvy a je
strukturn€ jednodussi. Sklada se z tii vrstev. Kutikula na povrchu zelvusky je déle
obalena tzv. ,kutikulou sarkofagem a na samém povrchu se nachazi tzv. ,stard
kutikula®. Cysta typu 2 ma ZlutooranZovou, fialovo€ervenou nebo hnédou barvu a je
tzv. ,kutikulu mumie” mezi vnitini kutikulou a kutikulou sarkofigu (Hansen &
Katholm 2002, Guidetti et al. 2006). Pfed samotnym utvotfenim cysty dojde k pozieni
velkého mnozstvi potravy, které se ulozi do zasobnich bunék. Takto ulozena energie
je pak vyuzivdna v obdobi neaktivity (Nelson 1991). Prvni krok tohoto procesu je
zbaveni se sklerifikované ¢asti bukalniho a hltanového aparatu stejné jako pii ekdyzi,
avSak bez ztraty kutikuly. Poté dojde k syntéze jednotlivych vrstev kutikuly a
k redukci délky téla zelvusky. B€hem tohoto obdobi jsou zachované mensi pohyby. Ty
ale postupné ustavaji az nakonec dojde k Gplné imobilité. T€lni tekutiny a vnitini
organy se stavaji neprithlednymi a lesklymi. Metabolismu je pomalejsi nez v aktivnim
stavu, ale rychlej$i nez pti anhydrobidze (Guidetti et al. 2006). Ackoliv je cysta

15



v

komplexnéjsi utvar nez soudecek (Bertolani et al. 2004), ktery vznika anhydrobidze,
zapouzdieny organismus neni schopen preckat sucho ani vysoké teploty, a to proto, ze
cysta obsahuje vodu. Cysty jsou schopny pfezit v piirodé vice nez rok (Glime 2017).

3.5.1.2 Cyklomorfo6za

Dalsi formou sezonni zmény v morfologii a fyziologii je cyklomorfoza, kterd se
vyskytuje u motského druhu Halobiotus crispae (Kristensen 1982,
Maobjerg et al. 2007). V jeho zivotnim cyklu je mozné rozeznat tii stadia, a to aktivni
stadium, pseudosimplex 1 a pseudosimplex 2. V aktivnim stddiu dochdzi k reprodukei.
Pseudosimplex 1 je obdobi diapauzy, pii kterém jsou pohlavni zlazy degenerované. Je
charakterizovan dvojitou kutikulou, ktera se sklada ze staré¢ kutikuly a znové
syntetizované kutikuly s redukovanymi drdpy, navic jsou uzaviené usta a kloaka.
Pseudosimplex 2 odpovidd obdobi sexudlni maturity. Podle nékterych néazort
pseudosimplex 1 odpovida stadiu cysty u ostatnich druhti Zelvusek (Kristensen 1982,
Maobjerg et al. 2007).

Jak béhem zapouzdreni, tak béhem vzniku pseudosimplexu 1 vznikaji spolu
s novymi vrstvami kutikuly také nové, avSak nefunkcni bukalni — hltanové aparaty
(Kristensen 1982, Guidetti et al. 2006, Guidetti et al. 2011). Syntéza kutikuly je totiZ
vzdy spojena se syntézou nového aparatu. Stejny proces nastava také pii ekdyzi, proto
lze ptedpokladat, ze diapauza ma pivod v nedokonalé ekdyzi, pfi které nedoslo
k svleceni staré kutikuly, misto toho byla ponechdna a pouzita jako ochranna vrstva.
Produkce novych kutikul je energeticky naro¢ny proces, navic musi zelvusky béhem
tohoto obdobi piezit bez potravy a nemlzou se rozmnozovat. Mnozstvi potiebné
energie je proto redukovano tvofenim zjednodusenych struktur (Guidetti et al. 2011).

3.5.2 Kryptobioza

Kryptobioza je reverzibilni ametabolicky stav vyvolany neptiznivymi podminkami.
Tento jev poprvé popsal Anton Van Leeuwenhoek v roce 1702 a samotny termin
»Kryptobidza® zavedl David Keilin v roce 1959 (Wright 2001). MiiZze nastat jak u
dospélych jedinct, tak u vajicek. MliZe se opakovat n¢kolikrat béhem zivota (Bertolani
et al. 2004). Proto zelvusky lze oznacit za holokryptobionty, od slova ,,holos* neboli
cely (Jonsson 2005). Takto je lze odliSit od ostatnich Zivocichii, u kterych dochézi
ke kryptobioze jen v uritych vyvojovych stadiich zivota (Watanabe 2006).
V zévislosti na spoustécim stimulu Ize rozlisit ¢tyfi druhy kryptobidzy. Osmobidza je
indukovéana vysokou koncentraci soli, anoxybidza nedostatkem kysliku, kryobidza
extrémné nizkymi teplotami a anhydrobidza dehydrataci (Keilin 1959, Mabjerg et al.
2011).

16



3.5.2.1 Osmobioza

Osmobiodza nastava, pokud je vnéjsi koncentrace soli vyssi nez koncentrace uvnitt téla.
Jako u jinych ptipadd kryptobidzy dochazi k tvorbé utvaru zvaného soudecek. Jejich
zivotaschopnost klesa s trvajicimi nepfiznivymi podminkami. Osmobidza u zelvusek
neni ptilis rozsifend, protoze Zelvusky jsou i v aktivnim stavu sami o sob¢ tolerantni
vuc¢i vysoké osmolarité, nebot’ nekteré druhy ziji v ptilivovych zonach na pobiezi
(Lindahl & Balser 1999, Glime 2017).

3.5.2.2 Anoxybioza

Anoxybiodza je stav, ktery umoziuje Zelvuskam ptezit obdobi nedostatku kysliku.
Nejedna se o pravou kryptobidzu, nebot’ pii tomto stavu nedochdzi k vzniku soudecku.
Namisto toho dochdzi k vstfebani vody do téla, coz je zplsobeno ztratou kontroly
osmoregularity v disledku nedostatku kysliku, télo Zzelvusek se tak stadva
imobilni, natékd, zstava zcela natazené a je presné bilateraln¢ (Lindahl & Balser
1999, Glime 2017). Nékolik suchozemskych druhit mize v tomto stavu vydrzet 3 — 8
dni (Guidetti et al. 2011).

3.5.2.3 Kryobidza

Kryobidza umoziiuje tolerovat teploty pod bodem mrazu a rychlé stfidani zamrzani a
tani (Westh et al. 1992, Lindahl & Balser 1999). Zelvusky tak mohou Zit v polarnich
¢i vysokohorskych oblastech, kde velkou ¢ast roku travi v zamrzlém stavu (Bertolani
et al. 2004). Kryobidza se 1isi od ostatnich zptisobti tolerance chladu. Pii tomto stavu
dochazi k tvorbé soudecku, jedna se tedy o pravou kryptobiozu. K uspéSnému pieziti
nepiiznivych podminek ale tvorba soudecku nutna neni, nebot’ Zelvusky jsou mrazu
odolné (Wright 2001, Glime 2017). Odolnost k nizkym teplotdm je zajisténa bud’to
toleranci zamrznuti vody v téle, nebo mechanismy zajist'ujici snizeni bodu mrazu
(Wright 2001).

Tolerance zamrznuti je umoZnéna led tvoticimi ¢asticemi (INAs) (Westh et al.
1992). Jedna se o proteiny nebo lipoproteiny o molekulové hmotnosti 74 — 800 kDa
(Neven et al. 1989, Ramlev 2000). Tato €inidla iniciuji heterogenni nukleaci pfi
vysSich teplotach, nebot’ slouzi jako matrice k ristu ledovych krystald. Tim je
umoznén kontrolovany a pomaly rust krystalti, coz dava dostatek casu bunikam
vyrovnat se s osmotickym Sokem. Jelikoz se nukleacni ¢inidla nachézi vné bunék,
zamrza extraceluldrni tekutina. Pfi ristu krystalli ledu v extraceluldrnim prostoru se
cytoplasma bunék diky ztrat¢ vody zahust'uje. Vysoka koncentrace latek uvnitt bunék
brani zamrznuti a poSkozeni bunek (Westh et al. 1992, Wright 2001).

Druhy zptsob ochrany vyuzivd kryoprotektantii, které se nachdzi jak
v extracelularnich, tak i intracelularnich tekutindch. Lze je rozd¢lit na latky s nizkou
molekulovou hmotnosti, mezi které patii glycerol, sorbitol a disacharidy jako glukoza
a trehal6za, a hysterezni proteiny (THF — faktory tepelné hystereze, AFP — antifreeze
proteiny). Nizkomolekularni kryoprotektanty mohou byt nahromadény ve velkém
mnozstvi a funguji jako osmolyty snizujici bod tani, zatimco hysterezni proteiny se
vétSinou vyskytuji v mnoZstvi mensi nez 1 mM a zastavuji rist ledovych krystall, tim
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ze se na né nabaluji. Ackoliv se kryoprotektanty vyskytuji vn€ i uvnitf bunék,
hysterezni proteiny prevladaji v extraceluldrnich tekutindch (Wright 2001).

Béhem kryobidzy preziti ovliviiuje rychlost ochlazovani. Cim rychlejsi je
zahiivani. Tepelny Sok zpiisobuje urcita poskozeni, coz dokazuje delsi doba, kterou
jedinci potiebuji k probuzeni z kryobiozy. Pfesna povaha poSkozeni je vSak neznama.
Cim vyssi teplota tim vice jedincti utrpi toto poskozeni a tim delsi Gas potiebuji k
,»obzivnuti* (Rebecchi et al. 2009).

3.5.2.4 Anhydrobioza

Anhydrobioza iniciovdna suchem je nejstudovanéjsi typ kryptobidzy (Lindahl &
Balser 1999). Smyslem neni zabranit vyschnuti, ale kontrolovat jeho rychlost pomoci
riznych behaviordlnich, morfologickych a fyziologickych adaptaci. Vysledkem je
tolerance stresu zplisobeného ztratou vody bez zdvazného efektu na pieziti (Jonsson
2005). Zelvusky ve vysychajicim prostiedi tvoii charakteristicky Gtvar zvany
soudecek, ktery je nezbytny pro uspéSny vstup do anhydrobidézy a preckani
neptiznivych podminek (Lindahl & Balser 1999).

Ve stadiu soudecku mohou Zelvusky preckat nedostatek vody, vysoké
teploty, teploty pod bodem mrazu, radiaci, vysoky tlak, vakuum, extrémni pH,
prostiedi bez kysliku a expozici riznym toxickym latkdm (Mebjerg et al. 2011).
Rezistence k vysychdni se 1i$i mezi druhy a také v rdmci populace jednoho druhu
(Jonsson et al. 2001, Horikawa & Higashi 2004, Erdmann & Kaczmarek 2016).
Navrat ze soudecku do aktivniho stavu vétSinou trva nékolik hodin, zalezi na tom, jak
dlouho anhydrobiodza trvala (Lindahl & Balser 1999).

Predpoklada se, Ze predky suchozemskych zelvuSek jsou motské druhy, a Ze
anhydrobi6za hrala vyznamnou roli pfi kolonizaci souse. Tato strategie se tedy nejspis
vyvinula v litoralnich zonach, kde dochazi periodicky k zménam hladiny mofe a tim
vznikaji vysychajici oblasti (Jonsson 2001).

Anhydrobi6za za¢ind ptipravnou fazi, pti které dochazi k fadé metabolickych
a anatomickych zmén. Dochazi k invaginaci koncetin a k tvorb& fady zahybl na
povrchu téla, coz vede k jeho zkraceni a vzniku soudecku. (Lindahl & Balser 1999,
Erdmann & Kaczmarek 2016). Tvorba soudecku redukuje télni povrch, coz zpomaluje
ztratu vody pii vysychani. To, jak moc je povrch téla redukovan, ptimo souvisi s mirou
tolerance vysychani. Tudiz ty druhy Zelvusek, které jsou schopny slozit svoji kutikulu
do nejmensSich rozmér, jsou ty nejvice odolné. Naopak druhy majici rizné platy a
vyrustky na kutikule jako Echiniscus testudo jsou méné odolné, protoze nejsou
schopny kutikulu dostate¢né poskladat (Erdmann & Kaczmarek 2016, Wright 1989).
Kromé redukce povrchu, tvorba soudecku navic zabraniuje poskozeni vnéjSich a
vnitinich organti (Erdmann & Kaczmarek 2016).

Podminkou tspésné anhydrobidzy je pomalé vysychani pifi vysoké relativni
vlhkosti. Podstatné je, aby si zelvusky zachovaly vnitini vodu a tim 1 fungujici
metabolismus po dobu aspon n€kolika hodin. Tento ¢as se vyuZije na syntézu rtiznych
ochrannych molekul. Mezi latky, kterym se pfisuzuje ochranna funkce patii,
glycerol, disacharidy trehal6za a sachar6za a rtzné proteiny (Wright 1989,
Glime 2017). Nutna hodnota relativni vzdusné vlhkosti se pohybuje mezi 70 % a 95 %
a zavisi na druhu. Jakmile je vSak dosazeno formy soudecku, mize dalsi vysychani
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probihat i pfi niz$i nebo nulové vlhkosti (Wright 1989, Lindahl & Balser 1999).

Typicky dochézi k vysychani pti 80% relativni vzdusné vlhkosti (Glime 2017).
Kdyz vysychani probihd za téchto podminek dochdzi k tzv. propadu permeability
(permeability slump). Vysychéni probihd béhem prvnich nékolika minut rychle,
potom ale zpomaluje, protoze dochazi k nahlé redukci transpirace. Jeji mira dale
exponencialné klesa. To béhem vysychani umoznuje zachovat uvnitt téla znacné
mnozstvi vody. Propad permeability neni metabolicky proces, nebot” ho miizeme
pozorovat nejen v Zivych ale i mrtvych jedincich (Wright 1989). Zelvusky vysychajici
pti nizké relativni vlhkosti nebo v bezkyslikatém prostfedi netvoti soudecek, ale jejich
télo zkolabuje do nepravidelného plochého utvaru, ze kterého uz neobzivnou (Wright
1989).

V disledku ztraty vody fosfolipidové membrany méni svou strukturu fluidni
mozaiky na gelovou strukturu. Pokud by membrana byla v této formé rehydratovana,
doslo by k jejimu prote¢eni (Wright 1989, Watanabe 2006). Jednim z mechanisml
protekce organismt odolnych k vysychani je produkce neredukujiciho sacharidu
trehal6zy, ktera vznika stépenim glykogenu v zasobnich butikach (Glime 2017). Jedna
se o vysoce rozpustnou latku s nizkou reaktivitou a malou tendenci ke krystalizaci. M4
také velmi vysokou schopnost nahrazovat vazebnou vodu a zesklovatét (vitrifikovat),
coz zni dé€ld vysoce ucinnou ochrannou molekulu (Crowe et al. 1987 a 1998,
Watanabe 2006). Vazba mezi hydroxylovymi skupinami trehalézy a fosfatovymi
skupinami membranovych fosfolipidli umozinuje stabilizaci membrany a brani vzniku
nezadouci gelové struktury (Crowe et al. 1987, Wright 1989, Watanabe 2006).
Obdobné pilisobi také sacharéza a glycerol (Wright 1989, Rebecchi 2007).
Vitrifikovand trehaléza vypliuje prazdné prostory ve vysychajicich tkdnich, coz
umoznuje udrzet bunécné komponenty na svém misté. Zabrafiuje se tak poSkozeni
vnittnich struktur a agregaci makromolekul. Vysoka viskozita sklovitého stavu navic
zpomaluje nezddouci chemické reakce (Watanabe 2006). Trehaldza je také schopna
stabilizovat proteiny. Pravdépodobné dochédzi k vzniku vodikové vazby mezi
hydroxylovymi skupinami cukru a polarnimi zbytky proteinu (Carpenter & Crowe
1989, Watanabe 2006). Dalsi funkci je inhibice Skodlivé oxidace proteinid a
nenasycenych mastnych kyselin v suchém stavu (Benaroud;j et al. 2001, Watanabe
2006).

Zda tyto mechanismy hraji roli v anhydrobidze zelvuSek neni jasné, protoze
zelvusky hromadi trehalézu v pomérné malém mnoZstvi v porovndni s jinymi
anhydrobiotickymi organismy a u nékterych druhd nebyla pozorovana vibec
(Hengherr et al. 2008, Jonsson & Persson 2010, Mebjerg et al. 2011). Nejvyssi
pozorovand koncentrace se pohybuje od 2,3 % suSiny u Richtersius coronifer a
Macrobiotus krynauwi az po 2,9 % suSiny u Macrobiotus islandicus (Jonsson &
Persson 2010, Mebjerg et al. 2011). U Milnesium tardigradum nebyla nejdiiv
zaznamenana vibec, pozdéji bylo nalezeno velmi malé mnozstvi. U Zadnych druhti
patfici do tfidy Heterotardigrada nebyly zatim pozorovany zmény v jejim mnoZstvi
béhem vysychani (Hengherr et al. 2008, Jonsson & Persson 2010, Mabjerg et al. 2011).

Dalsi ochranné molekuly, které potenciondlné hraji roli v protekci Zelvusek,
jsou proteiny teplotniho Soku (HSP), proteiny hojné pii pozdni embryogenezi (LEA),
teplem rozpustné proteiny hojné v cytoplazmé (CAHS) a teplem rozpustné proteiny
hojné v sekretech (SAHS) (Erdmann & Kaczmarek 2016).

Proteiny pattici do skupiny HSP funguji jako chaperony, které asistuji pii
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skladani proteinti a chrani je tak pfed denaturaci a shlukovanim vyvolaném stresem.
Mohou se také uplatnit pfi renaturaci (Mebjerg et al. 2011). Schill et al. (2004)
porovnavali expresi tii izoforem hsp70 u druhu M. tardigradum béhem aktivniho
stadia, stddia anhydrobidzy a béhem vstupu a vystupu z anhydrobiozy. Izoformy 1 a
3 nemaji zadnou protektivni funkci, nebot’ jejich exprese byla snizena b&éhem
klidového stadia a stejné tak béhem prechodné faze. Pouze v ptipad¢ izoformy 2 doslo
k expresi pii1 piechodu z aktivniho stadia do klidového. Studie na P. richtersi naopak
neukédzala zadnou zménu v expresi HSP mezi hydratovanym a dehydratovanym
stavem (Rizzo et al. 2010). Tento druh byl také poslan do vesmiru a po porovnani
téchto jedincl s kontrolou na Zemi nebyly taktéz nalezeny zadné zmény v expresi HSP
(Rebecchi et al. 2009). Zda se, ze role HSP v protekei stresu je druhoveé specificka. Je
také mozné, ze se HSP uplatiiuji spiSe pfi opravach po preckani sucha nezli béhem
ncho. Je také mozné, Zze maji synergicky ucinek v kombinaci s dalSimi ochrannymi
molekulami (Goyal et al. 2005, Mebjerg et al. 2011).

Druhy typ proteinii jsou LEA proteiny, které chrani ostatni proteiny pied
agregaci zpusobenou vysychanim a to tak, Ze pisobi jako molekularni Stity, které
zabranuji asociaci poskozenych proteini (Yamaguchi et al. 2012). Dale mohou
fungovat jako ,,vycpavka“ a zabraniovat kolapsu buiiky v disledku ztraty vody. Mohou
také chranit bunécné struktury prostfednictvim renaturace rozlozenych proteinti. Jejich
ochranné funkce nejspise umoznuje skutecnost, ze v hydratovaném stavu postradaji
z velké ¢asti sekundérni strukturu, a naopak v dehydratovaném stavu dochézi k jejich
skladani (Tunnacliffe & Wise 2007). Stejné¢ jako u HSP byl i u LEA proteind
pozorovan synergicky efekt, a to s trehalézou (Goyal et al. 2005). Tento typ proteini
byl detekovan u Zelvusky druhu M. tardigradum (Schokraie et al. 2010, Mabjerg et al.
2011).

Dalsi typ proteint jsou CAHS a SAHS proteiny. Stejné€ jako LEA proteiny maji
funkci molekularnich $tit zabranujici agregaci, nebot” v dehydrovaném dochézi
ke skladani jejich struktury do a-helixti. Nejsou homologické s LEA proteiny. Jejich
nazev je odvozen z jejich lokalizace. Proteiny CAHS se nachézeji uvniti bunék, a proto
nejspi§ prispivaji k ochrané cytoplasmy a jddra. SAHS se vyskytuji vné bunék a
nejspiSe ochranuji extracelularni komponenty. Navzédjem se od sebe lisi strukturou.
Proteiny CAHS postradaji v hydratovaném stavu vnitini strukturu, zatimco SAHS
proteiny jsou bohaté na B-strukturu. Ob¢ proteinové rodiny jsou u zelvuSek
konzervované a u jinych kmenti se nevyskytuji (Yamaguchi et al. 2012).

Pfi anhydrobioze se také v mens$i mife uplatiluji aquaporiny, které snizuji
permeabilitu membrany, a enzymy pisobici proti reaktivnim kyslikovym formam,
které zabranuji poskozeni. (Rizzo et al. 2010, Rebecchi 2013, Grohme et al. 2013,
Erdmann & Kaczmarek 2016.). Zda se, Ze vétSina organismll schopnych anhydrobiozy
jsou zaroven také schopny kryobidzy, coz naznacuje, Ze existuje podobnost mezi jejich
biochemickymi mechanismy zajist'ujici ochranu (Wright 2001).
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3.5.3 Dormance ve vajickach

Ob¢ formy dormance, tedy kviescence i diapauza, mohou nastat také ve vajickach,
nebot’ ty umoziuji dlouhodobi unik pfed nepfiznivymi podminkdm. VSechny
suchozemské zelvusky jsou schopny sva vajicka uvést do stavu kviescence jako
odpoveéd’ na sucho a vstoupit do anhydrobiozy. V tomto stavu mohou vajicka vydrzet
minimaln¢ devéet let. NejspiSe jsou schopna sndset nepiiznivé podminky déle nez
dospélci (Guidetti & Jonsson 2002, Guidetti et al. 2011). Stejné tak jsou schopna
preckat teploty pod bodem mrazu vstoupenim do kryobidzy. Vejce ve stavu
kviescence (¢i kryptobidzy) mohou stejné jako dospélci také odolat chemickym a
fyzikélnim vlivim (Guidetti et al. 2011).

U néekterych druhi zelvusek byly zaznamenané dva typy vajicek, tenkosténné
a tlustosténné, pticemz ty se tvorily v neptiznivych podminkach a jsou povazovany za
dormantni (Pennak 1989, Guidetti et al. 2011).

Diapauzujici vajicka neboli ,,odpocivajici® vajicka byla pozorovana u druhu
P. richtersi. Ackoliv byla vajicka v laboratoii ponechana ve stejnych podminkach,
délka vyvoje a lihnuti se v populaci liSila. Vajicka, kterd se nevylihla do 90 dnt se
z velké ¢asti nevylihla viibec, ale malé ¢ast se vylihla po vnéj$im stimulu (dehydratace
a rehydratace). Tato diapauzujici vajicka se od ostatnich vaji¢ek nelisi vzhledem,
odliSuje je pouze potieba onoho stimulu pfed vylihnutim (Altiero et al. 2010, Guidetti
etal. 2011).

Podobny fenomén byl také zaznamenan u druhu Macrobiotus richtersi. Stejné
jako u P. richtersi se lisila doba lihnuti vajec, kterd byla uchovana ve stejnych
podminkach. VétSina vajicek (90 %) se vylihla mezi 30 az 62 dny. Vajicka, ktera se
nevylihla do 90 dnii byla ponechana v suchu po 21 dnii a poté rehydratovana. Cast se
potom vylihla, coz znaci pfitomnost diapauzujicich vajicek (Bertolani et al. 2004).

Diapauzujici vaji¢ka byla také pozorovana u Amphibolus nebulosus, kde je
jejich vyskyt spjat sjejich zivotnim cyklem. Tento druh zije v arktickém a
vysokohorském prostiedi, které je charakteristick¢ dlouhymi obdobimi mrazu a
kratkym obdobim aktivniho Zivota. Tyto podminky vyZaduji rozdé€leni Zivotniho cyklu
a rozmnozovani az v okamziku, kdy nastanou vhodné podminky, coz vyZaduje rychly
reprodukéni cyklus. Vyskytuji se dva typy vaji¢ek ozna¢ované jako ,,zimni*, coZ jsou
diapauzujici vajicka, a ,,letni®, coz jsou normalni vajicka. Za normalnich podminek
A. nebulosus vyuzivad veSkery svlj Cas pro hledani potravy a hromadi energii
potiebnou pro reprodukci. Pii nashromazdéni dostatku energie dojde k tvorbé cysty
typu 1. Uvnitt cysty se zasoby energie vyuZziji k zrychleni vyvoje letnich vaji¢ek. Po
ukonceni vyvoje jedinec opusti cystu a tyto vajicka naklade. V zimé je pak vyvoj
vajicek pozastaven a jedinci ji pfeckaji ve formée cysty typu 1. Kromé toho, ze je tento
typ cyst nezbytny k dozréni letnich vajiek je to zaroven také hibernacni stadium.
Pokud dojde k zhorSeni vnéjSich podminek, vytvoii se cysta typu 2 se silnym a
odolnym obalem. Tato cysta poskytuje potiebnou ochranu, zatimco dochazi k
produkci jediného diapauzujiciho (zimniho) vajicka a zaroven poskytuje cas k jeho
vyvoji. Po ukonceni vyvoje jedinec opusti cystu a umird. Vajicko zlstava v diapauze,
dokud se podminky nezlep$i. Neni jisté, jak dlouho jsou v tomto stavu schopna
vydrzet, ale zimni vaji¢ka s vyvijejicimi se embryi byla zaznamenana v obdobi od
kvétna do ¢ervence (Hansen & Katholm 2002).
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3.5.4 Preziti klidovych stadii

Zelvusky jsou schopny pfezit ve formé soude¢ku fadu let. Maximum se zda byt deset
let (Jonsson & Bertolani 2001). Pokud zemiou, jejich smrt neni zpiisobena vékem,
protoze vysychani samo osobé nema vliv na dlouhovékost a starnuti. Béhem
kryptobidzy se vsak hromadi poskozeni biomolekul, organel, bun¢k, tkani a organd.
Toto poskozeni je potom v disledku zodpovédné za smrt jedince (Rebecchi et al. 2009,
Guidetti et al. 2011, Erdmann & Kaczmarek 2016).

Hromadéni poskozeni s Casem také vysvétluje, pro¢ se s prodluzovanim casu
straveného v kryptobioze také prodluzuje ¢as potifebny k navratu do aktivniho stavu.
Dlouhé doba stravena ve formé soudecku znamena fadu chyb, které je tfeba opravit,
tyto opravné procesy prodluzuji proces ,probuzeni“ (Mebjerg et al. 2011).
Dlouhodobé pieziti v soudecku ovliviiuje fada faktorti jako je vlhkost, prostiedi,
aktivita antioxida¢niho enzymatického systému, pocet prodélanych anhydrobidz a
zasoba energie (Bertolani et al. 2004).

Preziti zalezi na vnéjsich podminkach, za jakych klidové staddium vzniklo, jak
je diskutovéano v ¢astech vénovanych kryobidze a anhydrobidze. Dilezité jsou také
vnitini parametry ovlivitujici pfeziti. Rozdily v pieziti jsou zpiisobené genetickymi
rozdily a/nebo faktory jako vyziva, mnozstvi ochrannych molekul, Zivotni historie,
vek, reprodukéni stadium a fenotypicka plasticita.

Asi nejlépe je vliv vnitinich parametri na pteziti prostudovan v souvislosti s
anhydrobiozou. U zelvuSek byl zaznamenéan negativni i pozitivni vztah mezi velikosti
téla, kterd souvisi s vékem, a délkou pteziti v anhydrobioze (Jonsson & Rebecchi 2002,
Rebecchi et al. 2007). V ptipad¢ druhu R. coronifer pteziti stoupd s rostouci velikosti
téla, nicméné u hodné velkych jedinct drasticky klesd pravdépodobné kvili
senescenci. U druhu Ramazzottius oberhaeuseri naopak preziti s rostouci velikosti
klesa (Jonsson et al. 2001, Rebecchi et al. 2007). Pravdépodobnost pieziti dale klesa s
poctem prodelanych anhydrobioz. Podle studie Czernekové a Jonssona (2016) mohou
zelvusky ptezit Sest cyklii anhydrobidzy. Navic béhem patého a Sesté¢ho cyklu klesala
schopnost zaujmout fadné formaci soudecku. Podle autoril je tento limit je nejspis
zpisoben nedostatkem energie, nebot’ v souvislosti s vysychanim a anhydrobi6zou se
spotiebovava velké mnozstvi energie (Jonsson & Rebecchi 2002, Rebecchi et al.
2007). Tato energie nemuze byt doplnéna krmenim a po jejim vycerpani nelze uspesné
dosahnout formace soudecku. Zasoby energie tedy piedstavuji potencidlni omezeni
toho, kolikrat miZe v jedinci nastat anhydrobidéza (Czernekova & Jonsson 2016).
Jonsson a Rebecchi (2002) urcili tzv. ,.energetickou cenu anhydrobidzy podle
velikosti zasobnich bunék, které shromazd’uji cukry a lipidy. Pfi sledovani jejich
velikosti lze vidét, ze se po prodélani anhydrobidzy se zmenSovaly (Jonsson &
Rebecchi 2002, Rebecchi et al. 2007). Naproti tomu Czernekova a Jénsson (2016) pii
svych experimentech zaznamenali zmenSovani celkového poctu zasobnich bunék po
patém cyklu anhydrobidzy, coz bylo vysvétleno jako jejich straveni ve snaze ziskat tak
potiebnou energii.

Energie potfebna pro anhydrobiotické procesy je odebirana ze zasob energie
uréenych pro rist a reprodukei (Jonsson & Rebecchi 2002, Rebecchi et al. 2007), proto
jsou anhydrobiotické organismy slabi konkurenti a v pfiznivych podminkach jsou
vytlacovani neanhydrobiotickymi organismy, které rychleji rostou a rychleji se
rozmnoZzuji. | kdyz neexistuje ptimy diikaz kompromisu mezi anhydrobi6zou a fitness
organismu, toto vytlacovani anhydrobionti tomu nasvédcuje (Alpert 2006).
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3.6 Rezistence k abiotickému stresu

Obecn¢ lze pojem stres definovat jako ptisobeni jakykoliv Skodlivého faktoru (stresor),
ktery vyvoldva zmény na bunéné urovni nebo narusuje homeostazu celého
organismu. Lze rozlisit dva zakladni typy stresu: bioticky a abioticky. Bioticky stres
zahrnuje parazitické interakce, symbiotické interakce nebo interakce predator — kofist.
Abioticky stres je zpusobeny fyzikalné — chemickymi faktory jako pH, teplota,
osmoticky tlak, zafeni, anorganické a organické latky, sucho nebo nedostatek kysliku
(Slaveykova et al. 2016).

3.6.1 Teplota

Zelvusky jsou odolné jak vaci vysokym, tak viiéi nizkym teplotam. Jedinci druhu
Macrobiotus hufelandi ptezili expozici teplotam 120 °C az 125 °C po dobu nékolika
minut (Rebecchi et al. 2007). Zaznamenano bylo také pteziti v teplotach 110 °C az
151 °C po dobu 30 minut (Ramlev & Westh 2001).

Jedinci druhu R. coronifer ve stavu anhydrobidozy v pfirozeném prostiedi
mechového polstafe byli vystaveny vysokym teplotdm po dobu 1 hodiny. Pfi teplotach
nepiekracujici 70 °C ptezilo 80 % jedinct, ale pfi zvySeni teploty pieziti prudce kleslo
na 20 % a teplotu 100 °C uz nepftezili zadni jedinci. Primérna smrtelna teplota (LT50)
byla stanovena na 76 °C (Ramlev & Westh 2001).

Hengherr et al. (2009) vystavili nékolik druht Zelvusek z tfid Heterotardigrada
a EButardigrada (M. tardigradum, P. richtersi, Macrobiotus tonollii, Macrobiotus
sapiens, Echiniscus granulatus, E. testudo) ve stavu anhydrobiozy teplotam v rozmezi
od 60 °C do 110 °C po dobu jedné hodiny. PieZiti klesalo jen mirné aZ do 80 °C. Po
prekroceni této teploty preziti prudce klesalo a Zadni jedinci nepfezili teplotu
100 °C. Vyjimkou byl druh M. tardigradum, ktery vykazoval pteziti vys$si nez 90 %
jeste pii expozici teplote¢ 100 °C. Pti vysSich teplotach zacala mortalita prudce rust.

Co se tyc¢e nizkych teplot, vysoka odolnost byla pozorovana u zelvusek zijici
v Antarktid€. Echiniscus jenningsi, Macrobiotus furciger a Diphascon chilenense v
anhydrobioze piezily v teploté¢ -22 °C po dobu 8 let a v hydratovaném stavu pak
priblizné 1,5 roku. VSechny tfi druhy byly schopny v anhydrobidze ptezit dokonce
expozici teploté -180 °C ale jen po dobu 14 dni. KdyZ byli hydratovani jedinci druhu
E. jenmningsi vystaveni teplot¢ -80 °C, jejich mortalita rostla s délkou expozice.
K poklesu viability ale doslo az od sedmého dne. Zivotaschopni jedinci byli
pozorovani je$té¢ po 150 dnech. Mortalita M. furciger a D. chilenense se za téchto
podminek nezménila. V hydratovaném stavu Zadni jedinci téchto tfi druhli nepiezili v
-180 °C (Semme & Meyer 1995). V jin¢ studii bylo pozorovano preziti v teplotach do
-80 °C po dobu 6 let a 2 mésict (Newsham et al. 2006).

Vysoka odolnost k chladu ale byla pozorovana i u pevninskych Zzelvusek
mirného pasu. Napiiklad druhy R. coronifer a Richtersius oberhaeuseri
v anhydrobidéze mohou byt za téchto podminek snadno uchovéany v laboratofi. Pfi
skladovani za teploty -80 °C bylo jejich pteziti po 3 a 6 letech velmi vysoké (kolem
95 %) (Semme & Meyer 1995, Rebecchi et al. 2007).

Anhydrobioticka stadia jsou daleko odolné&jsi nez jedinci v hydratovaném
stavu, ktefi jsou schopni nizké teploty (-9 °C, -22 °C, -80 °C) pteckat pouze po
omezenou dobu a jejich pieziti se snizuje s prodluzujici se dobou expozice (Semme &
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Meier, 1995, Rebecchi et al. 2007). Druh R. coronifer ptezil jesté niZsi teplotu, a to
- 196 °C pouze vsak po dobu 15 minut. Pieziti se snizovalo s rostouci rychlosti
ochlazovani (Ramlev & Westh 1992). Anhydrobiotické ZelvuSky nékolika druh
ptezily teploty -190 °C a -200 °C v kapalném vzduchu po dobu 21 mésict, -253 °C
v tekutém dusiku po dobu 26 hodin a -272 °C v tekutém héliu po dobu 8 hodin
(Rebecchi et al. 2007).

3.6.2 Hydrostaticky tlak

Vysoky hydrostaticky tlak poskozuje bunééné membrany, proteiny a DNA. Pro
vétsSinu bakterii a mnohobunéénych organismi je smrtelny hydrostaticky tlak o
hodnot¢ 0,3 GPa (Seki & Toyoshima 1998). Ono et al. (2008) wvystavili
M. tardigradum ve stavu soudecku hydrostatickému tlaku 7,5 GPa, coz odpovida
hodnot¢ tlaku 180 km pod povrchem Zemé. V prvnim pokusu expozice trvala 20
minut, coz nemélo vyznamny vliv na jejich mortalitu, nebot’ pieZilo osmnact jedinct
z dvaceti. V druhém pokusu byly zelvusky tlaku 7,5 GPa vystaveny 3 hodiny. VSichni
jedinci pftezili, ale pfi nasledné kultivaci po 20 dni umirali rychleji nez jedinci v
kontrolni skuping. Ve tfetim pokusu byl sledovan vliv tlaku 7,5 GPa po 6 hodin. Opét
vSichni jedinci ptezili, ale nemohli se hybat a do 6 dnii vSichni zemfeli. Ve ¢tvrtém
pokusu byl pouzit tlaku 7,5 GPa 12 hodin. Pouze 5 jedinct pfezilo tyto podminky,
pfi¢emz 3 zemfeli za 2 dny a zbyvajici 2 prezili 7 dni. Zadni jedinci nepiezili expozici
po dobu 24 hodin. Limitni hodnota pieziti byla stanovena na 13 hodin.

3.6.3 Osmoticky stres

Jakozto vodni druhy se musi ZelvuSky umét vyrovnat s osmotickym stresem.
Koncentrace soli v jejich télesnych tekutinach je mnohem vyss§i nez koncentrace
v okolnim prostiedi. Nékteré druhy Ziji v pfilivovych zonach, kde musi celit zménam
v salinit¢ okolniho prostfedi. Suchozemské druhy se zase musi ptizptisobit vysychani,
pfi kterém dochézi k zahusténi okoli. Zelvusky jsou proto velmi osmotolerantni, a to
nejen ve formé soudecku, ale také v aktivnim hydratovaném stavu (Lindahl & Balser
1999).

Moiské Zelvusky se s osmotickym stresem vyrovnavaji pomoci zmén objemu
téla. Jedinci druhu Halobiotus crispae ztfidy Eutardigrada Zijici v pfilivovych
oblastech byly vystaveni destilované vodé a roztoku chloridu sodného s osmolalitou
az 2000 mOsm/kg. H. crispae v aktivnim stadiu po vystaveni hypotonickému prostiedi
nejdiive zvétsilo svij télesny objem o 60 % (hyporegulace) a poté doslo k opétovnému
zmenSeni na hodnoty srovnatelné s pivodnim stavem. Naopak v hypertonickému
prostiedi doSlo k smrsténi (hyperregulace) a naslednému k néavratu do pivodni
velikosti. Pfi hyperregulaci Zelvusky vylucuji do okoli hypoosmotickou tekutinu
nejspise pomoci Malpighickych trubic a traviciho systému. Pfi vystaveni roztokiim o
salinité od 62 mOsm/kg do 1245 mOsm/kg doSlo ve vSech ptipadech k hyperregulaci.
Je mozné, ze jde o typickou reakci minimalné u tfidy Eutardigrada, nebot’ se vyskytuje
i u druhu R. coronifer. Tento druh je vSak méné tolerantni vici vysoké koncentraci
chloridu sodného nejspiSe proto, Ze je suchozemsky. Kdyz je takovymto podminkdm
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vystaven po ur¢ité dobé¢ zemie. Letalni hodnota se pohybuje kolem 500 mOsm/kg
(Halberg et al. 2009, Mgbjerg et al. 2011).

3.6.4 Oxidacéni stres

Oxida¢ni stres vznika jako dusledek nerovnovahy mezi nadbyte¢nou produkei
reaktivnich druhti kysliku (ROS) a antioxida¢ni ochranou (Rebecchi 2013). K tomu
muze dochazet i béhem bézného fungovani organismu a vy zvySené mife béhem
tvorby nékterych klidovych stadii zelvusek v dusledku naruseni koncentrace vnitiniho
prostiedi. Reaktivni druhy kysliku mohou degradovat nebo zni¢it bunétné a
molekularni struktury véetné DNA (Wetnic 2011). Oxidacni stres miize byt indukovan
také zarenim, jak je popsano nize.

Existuji dveé hlavni strategie ochrany pted oxida¢nim stresem, ochrana pomoci
antioxidantiT a metabolickd kontrola procesi  produkujicich energii i
spotfebovavajicich energii. Tyto mechanismy musi pracovat v souladu s ostatnimi
biochemickymi mechanismy (Rebecchi 2013). Antioxidanty pusobi jak intracelularné,
tak extracelularné a jejich mechanismus uc¢inku Ize rozd¢lit na primarni a sekundarni.
Molekuly s primarnim mechanismem piedchazeji oxida¢nimu poskozeni pfimym
zachycenim ROS a k poskozeni tak vibec nedojde. Naproti tomu molekuly
se sekundarnim mechanismem ucinku jsou reprezentovany opravnymi enzymy a
pusobi tedy az potom, co dojde k poskozeni (Rebecchi 2013). Pfimé studium odolnosti
zelusek k oxidantim zatim nebylo publikovano. Ale k dispozici jsou studie
protektivnich mechanismu.

U zelvusek druhu Ramazzottius varieornatus byl nalezen gen (Dsup) jehoz
produktem je vysoce nabity nestrukturovany protein, ktery je schopny ochranit DNA
pfed poSkozenim oxida¢nim stresem tim, Ze se na ni navaze. Podobné proteiny byly
také identifikovany také u dalSich druht (Hashimoto et al. 2016, Chavez et al. 2019).
Pro posouzeni jeho vlastnosti byla vytvofena lidska bunécna linie, (HEK293) ktera
stabilné exprimovala gen Dsup a linie bez tohoto genu. Ob¢ linie byly vystaveny
peroxidu vodiku o koncentraci 100 uM po 30 minut pii 4 °C. Nasledné byl s buiikami
proveden tzv. kometovy test, ktery je zaloZen na principu elektroforézy. Pokud doslo
vlivem ROS k fragmentaci DNA, tyto kratké fragmenty pak putovaly gelem z jadra
bunék ke katode, ¢imz vznikl ,,ocas* komety. Délka ocasu pak poslouZzila k posouzeni
poskozeni DNA. V piipad¢ bunck bez genu Dsup doslo k masivnimu posSkozeni,
jelikoz byl ocas komety tvoten 71 % jaderné DNA. V piipad¢ bun€k obsahujicich tento
gen byl ocas tvofen pouhymi 18 % jaderné DNA (Hashimoto 2016).

Rizzo et al. 2010 zaznamenali zvySenou aktivitu antioxida¢niho
enzymatického systému u Zelvusek v anhydrobiéze ve formé zvySené koncentrace
enzymu superoxid dismutdzy a peroxidazy a tripeptidu glutathionu. Nastavaji také
zmény ve slozeni mastnych kyselin. Ve vysuSenych jedincich jsou vice zastoupeny
polynenasycené mastné kyseliny. Enzymatické antioxidacni reakce mohou probihat
pouze v pritomnosti dostatecného mnozstvi vody, tedy béhem vstupu do anhydrobidzy
nebo béhem vystupu (Rebecchi 2013).

25



3.6.5 Ionizujici zareni

Zelvusky patfi mezi mnohobundéné organismy nejvice rezistentni k ionizujicimu
zateni, alespon pokud jde o kratkodobé preziti (Jonsson et al. 2005). Ionizujici zafeni
je souhrnné oznaceni pro zateni s dostate¢nou energii pro ionizaci molekul ¢i atomii.
Ionizace mize ptfimo postihnout a poskodit biologické molekuly. V ptipadé DNA
muze zpusobit mutace. Nebo muze dojit vlivem zafeni k vzniku reaktivnich
kyslikovych radikald z vody a ty pak mohou dale poskozovat biologické molekuly.
Ionizujici zéafeni rozdélujeme na zéafeni alfa — proud alfa castic (jadra atomu hélia),
zafeni beta — proud elektronti nebo pozitronli, gama zareni a rentgenové zaieni — druh
elektromagnetického zareni (proud foton) a neutronové zatreni — proud neutronti. Tato
zateni vznikaji pfi radioaktivnim rozpadu, jsou soucasti kosmického zareni nebo je lze
vytvorit uméle.

Jonson et al. (2005) studovali vliv gama zatfeni na R. coronifer. Jedinci ve stavu
anhydrobiozy byli vystaveni davce gama zafeni v rozmezi 1 — 9 kGy a jedinci
v aktivnim hydratovaném stavu dévce 0,5 — 5 kGy. Ob¢ skupiny byly rezistentni
prudce klesalo. Po ozareni 4 kGy a 5 kGy jen velmi malo jedincti jevilo znamky Zivota,
a to pouze v podob¢ drobnych pohybt koncetin. Jedinci v anhydrobidze i v aktivnim
stavu byli pfiblizné stejné rezistentni. Ob¢ skupiny byly schopny po ozareni naklast
vajicka (jedinci v anhydrobidze do davky 2 kGy a jedinci v aktivnim stavu do davky
5 kGy), zadné z téchto vajicek se vSak nevylihlo. Pfi ozéafeni davkami vétSimi nez
1 kGy doslo k zkraceni Zivotniho cyklu (Jonsson et al. 2005).

Tolerance k ionizujicimu zéfeni byla také studovéana u druhu M. tardigradum
(Horikawa et al. 2006). Jedinci v hydratovaném stavu i ve stavu anhydrobidzy byli
vystaveni gama zatreni o davce v rozmezi 1 kGy — 7 kGy. Pfi sledovani dlouhodobého
preziti bylo zji§téno, Ze vSichni jedinci vystaveni ddvce mezi 2 KGy a 4 kGy zemfeli
do 31 dnti. Nékolik malo jedincii Zilo po dobu 31 dni po ozéafeni mensi davkou 1 kGy.
Kontrolni skupiny zily po dobu 31 dnti. Mira pteziti skupiny v anhydrobiéze (2,3 %)
i v hydratovaném stavu (2,2 %) se vyrazné liila od kontrolnich skupin (13 % a 37,8 %)
a prumé&rna délka Zivota byla v obou skupindch zkracena v zavislosti na davce. Jedinci
zadné ze téchto skupin nebyli schopni po ozafeni naklast vajicka (s jednou vyjimkou,
ale tato vajicka se nevylihla). Co se tyce kratkodobého pteziti, primérné preziti 2
hodiny po ozafeni bylo stejné v obou skupinach, zatimco primérné preziti 24 hodin a
48 hodin po ozéfeni 4 kGy a 5 kGy bylo vétsi u skupiny v hydratovaném stavu.
Podobné vysledky byly ziskany také v experimentech s druhem R. coronifer (Jonsson
et al. 2005).

Souhrnné tyto studie ukazuji, ze aktivni Zelvusky jsou vii¢i zareni stejné odolné
jako jedinci v anhydrobidze, mozna i vice. To mlize byt zpisobeno tim, Ze tolerance k
ionizujicimu zafeni neni zaloZena na ochrannych molekulach, které se uplatiuyi
v anhydrobidze, ale spiSe na opravnych mechanismech DNA (Jonsson et al. 2005,
Horikawa et al. 2006, Mabjerg et al. 2011).

Dalsi studie byla provedena na dospélcich v aktivnim stavu a na vaji¢kach
druhu Hypsibius dujardini (Beltran-Pardo et al. 2015). Dospéli jedinci byli vystaveni
gama zéfeni od 0,1 kGy do 5 kGy. Expozice do 3 kGy pfeziti nijak neovlivnila, az po
prekroceni této davky se viabilita zacala zna¢né lisit od kontroly. Priimérna smrtelna
davka byla urcCena na 4,2 kGy. Davky vyssi nez 0,1 kGy drasticky snizily plodnost
jedinct. Vajicka byla vystavena davce gama zéateni od 50 Gy do 500 Gy. Pokud byly

26



vystaveny zafeni v brzkém stadiu vyvoje snizila se pravdépodobnost jejich vylihnuti,
naproti tomu ozafeni v pozdnim stadiu vyvoje nemélo tento tc¢inek. Tento rozdil je
nejspiSe zpusoben tim, Ze mitoticky aktivni bunky jsou citlivéjsi k radiaci a brzké
stadium vyvoje se vyznacuje vysokou mitotickou aktivitou na rozdil od pozdniho
stadia. Davka 500 Gy ovlivnila pteziti mladych jedinct vylihlych z ozafenych vajicek
(jak v brzkém, tak v pozdnim stddiu vyvoje). Jedinci vylihli z vajicek ozarenych
davkou 50 Gy a 200 Gy dospéli a vyprodukovali potomstvo, ale jejich plodnost byla
nizsi v porovnani s kontrolou.

3.6.6 UVC zareni

Zelvusky jsou kromé ionizujiciho zéafeni taktéZ vysoce odolné vidi ultrafialovému
zateni, coz je elektromagnetické zateni s kratsi vinovou délkou nez viditelné svétlo a
delsi neZ rentgenové zafeni. Jeho pfirozenym zdrojem je Slunce, jedna se tedy o
stresor, se kterym se organismy potykaji denn&. U¢inky na organismus zavisi na
vinové délce zateni. Kratkovinné zateni UVC a ¢ast UVB piimo poSkozuje DNA za
tvorby pti¢nych spoji, zatimco dlouhovinné zafeni UVA a ¢ast UVB zplisobuje vznik
reaktivnich kyslikovych radikali, které pak déale poskozuji nejen DNA, ale i proteiny
a dalsi molekuly.

Suchozemsky druh R. varieornatus ve stavu anhydrobidézy a v aktivnim
hydratovaném stavu byl vystaven vysokym davkam UVC zéfeni o hodnotach 2,5 - 20
kJ/m?. Jako kontrola byl pouzit sladkovodni druh H. dujardini v aktivnim stavu.
Jedinci druhu R. varieornatus v aktivnim stavu vykazovali vysokou miru preziti
(80 %) 5 dni po expozici ddvce 2,5 kJ/m?, zatimco Z4adni jedinci druhu H. dujardini
tuto davku nepfezili. Zadni jedinci R. varieornatus neptezili davku 10 kJ/m?. Skupina
v anhydrobidze pak vykazovala jesté vyssi miru pieziti. Po expozici nejvyssi davkou
20 kJ/m? prezilo 80 % jedinc 13 dnti. U jedincii v anhydrobidze viibec nedoslo
k poskozeni DNA tvorbou thyminovych dimeri a u jedincii v hydratovaném aktivnim
stavu sice doSlo k poskozeni, ale to nasledné bylo opraveno. Konkrétné¢ dimery
zplsobené davkou UVC zafeni 2,5 kJ/m? byly opraveny 18 hodin po expozici. Druh
R. varieornatus byl v anhydrobidze odolnéjsi nez v aktivnim stavu (Horikawa et al.
2013).
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4 Materialy a metody

4.1 Biologicky material
Zelvusky druhu Hypsibius dujardini (Sciento, Manchester, Velka Britanie)

Rasa Chlorella vulgaris IPPAS C—1 (Institut rostlinné fyziologie, Ruska akademie
ved)

4.2 Laboratorni material

Peroxid vodiku (Sigma)

Mineralni voda Volvic (Volvic)

Kultivac¢ni 1ahve T300 (TPP)

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

Mikrozkumavky 1,5 ml, PCR zkumavky ve stripech, 15 a 50 ml polypropylenové
zkumavky (Schoeller)

Filtry o velikosti port 40 uM (Biologix)

4.3 Pristroje

Rentgen RS Research Cabinet - RS225 system (Xstrahl)

Laboratorni termostat Qcell 240/40 basic+ (Pol Lab)

Termoblok vyhtivany (Major science)

Mikroskop inverzni s fazovym kontrastem Olympus IX70 (Olympus)
UVC crosslinker CL-1000 (UVP)

Automaticky mikroskop CV7000 (Yokogawa)

Termocyklér C1000 Touch s nastavbou CFX96 Real-Time systém
(Biorad)
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4.4 Kultivace H. dujardini

Zelvusky byly kultivovany v mineralni vodé Volvic pii 17 °C v plastovych
kultivaénich lahvich pro tkafiové kultury o ploge 300 cm? a objemu 1000 ml. Vnitini
spodni povrch ldhve byl zdrsnén pomoci smirkového papiru. Vzniklé ryhy vytvari
vhodny povrch pro pohyb Zelvusek a zaroven usnadnuji vyménu média jednoduchym
slitim starého média, nebot” se jich zelvusky pfichyti. Ke krmeni byla pouzita fasa
Chlorella vulgaris IPPAS C — 1. Krmeni bylo provadéno obvykle i s vyménou média
jednou za 14 dni.

4.5 Odebirani Zelvusek na experimenty

Pro odebrani jedinci na experiment se s kultivacni lahvi n¢kolik minut silné tfese,
¢imz se do rozvifeného média dostane vSe ze dna lahve. Také se uvolni zelvusky
z plovoucich shluki fas. Nasledné se médium necha par minut stat. V tomto case se
vétSina Zivych jedincl pfichyti k zdrsnénému povrchu lahve. Svlecky s vajicky,
popiipade€ i mrtvi jedinci, zistanou volné v médiu s fasami. Toto médium se slije do
kadinky a ldhev s ptichycenymi zelvuskami se vyplachne Cistou minerdlni vodou
Volvic, kterd se slijeme do druh¢ kadinky. Pivodni médium se pak vrati do kultivaéni
lahve a postup se n€kolikrat opakuje, ¢imz se ziskd vétsi pocet zelvusek. Stejnym
zpisobem je mozné zbavit populaci zelvusek zbytku fas. Vysledkem je populace
zivych a aktivnich jedinct. Pocet a koncentrace ziskanych jedinci se zjisti spoc¢itanim
v malém vzorku, obvykle 30-100 pl. Pocitaji se tfi vzorky a vysledek se priméruje.

4.6 Hodnoceni odpovédi na stres

Odpovéd’ na stres byla hodnocena jednak u zelvusek kultivovanych, jak je uvedeno
vyse, jednak u Zelvusek ptedem vystavenych stresu. Expozice stresu byla provedena
na mensi populaci o 5-10 tisicich jedinc v 10 ml na Petriho miskach s povrchem
zdrsnénym smirkovym papirem. Tento experiment byl proveden ve dvou variantach.
V prvni varianté byly Zelvusky 4 dny kultivovany za zvySené teploty (20, 23, 27 a
30 °C). V druhé variant¢ byly ZelvuSky vystaveny jednorazovému, nebo opakovanému
stresu. Pred kazdou expozici byly z kultury odstranény fasy pomoci filtru s velikosti
oka 40 uM a po expozici byla doplnéna Cerstva fasa. Testované stresové rezimy:
teplota 35 C°/1h, peroxid vodiku 2,5 mM/1h, peroxid vodiku 0,25 mM/1h, UVC
100 mJ/cm? a UVC 500 mJ/cm? a to jednordzové, nebo &tyfi dny po sobé. Expozice
zvySené teploté byla provedena v inkubéatoru, expozice UVC v pfistroji CL-1000. Na
nasledné experimenty byly zelvusky pouzity druhy den po posledni expozici.

V experimentech s cilem zjistit davkové kiivky (stresor samostatné, stresor po
predeslé expozici, jak je popsano vyse) byly pouzity mensi populace, idedlné alespon
20 jedinct na podminku.

Zelvusky (60 pl kultury) byly vystaveny gradientu zvysené teploty v
termocykléru (Termocyklér C1000 Touch s nastavbou CFX96 Real-Time systém).
Teplotni gradient byl v pilotnim experimentu 30-45 °C a nasledné byly pouzity uzsi
teplotni rozmezi mezi 36 a 40 °C. Expozice trvala 30, 60 a 90 minut, po ni byly
zelvusky preneseny do 384 jamkové desky pro mikroskopii. Stripy byly vyplachnuty
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40 pl Volvicu a tento podil byl pfidan do pfisluSnych jamek v desce.

Pti expozici UVC zafenim byly zelvusky pfemistény do 96 jamkové desky
(60 ul kultury) a ta byla umisténa do piistroje Ultraviolet crosslinker CL-1000 tak, ze
fada s zelvuskami se nachézela pod jednou z vybojek (ve vSech experimentech byla
volena stejnéd vybojka). V pilotnim experimentu byl testovan vliv davek 50-12000
mJ/cm? a nasledné bylo pouZito rozmezi od 50 do 2500 nebo 3500 mJ/cm?. Ozafené
zelvusky byly pak pieneseny do 384 jamkové desky. Jamky byly vyplachnuty 40 ul
Volvicu a tento podil byl pfidan do pfislusnych jamek v desce.

Rentgenovému zatreni byly zelvusky vystaveny v Petriho misce v 5 ml média.
Ozarené zelvusky byly pieneseny do 384 jamkové desky pro mikroskopii. Finalni
objem v jamce byl 100 ul. Doby odbéru vzorku odpovidajici davkam 50-1500 Gy byly
vypocteny z kalibra¢ni kiivky.

Citlivost k peroxidu vodiku o riznych koncentracich byla hodnocena ptimo v
384 jamkovych deskach (objem 60 ul kultury, 40 ul roztok peroxidu vodiku ve
Volvicu). Byly pouzity tyto koncentra¢ni fady, kazdd o osmi jamkéch (finalni
koncentrace): 5 mM maximum a fedéni 2x, 5 mM maximum a fedéni 3x, 2mM
maximum a nasledujici koncentrace o 200 pl nizsi.

Pocet Zivych a mrtvych jedinct v jednotlivych jamkach byl po 24 hodinach
spocten bud’ piimo ve svételném mikroskopu, nebo z fotografii pofizenych pomoci
automatické mikroskopie (Yokogawa CV7000, objektiv 4x umoziuje zobrazit celou
jamku 384 jamkové desky). Jedinci byli povazovani za mrtvé, pokud nebylo viditelné
napéti téla. V pilotnim experimentu bylo ovéteno, Ze podil mrtvych jedinct se mezi
24 a 72 hodinami neméni. Davkové kiivky byly vypoéteny v programu v
programovacim jazyce R vyuzivajicim knihovnu drc.
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5 Vysledky

5.1 Hodnoceni citlivosti k jednorazovému piisobeni stresoru

Jedinci H. dujardini byli v 384 jamkovych deskach vystaveni plisobeni Ctyt
abiotickych faktort — zafeni UVC, rentgenovému zateni, zvySené teploté a peroxidu
vodiku. Pocet Zivych a mrtvych jedinct v jednotlivych jamkach byl po 24 hodinach
spocten bud’ piimo ve svételném mikroskopu, nebo z fotografii pofizenych pomoci
automatické mikroskopie. Jedinci byli povazovani za mrtvé, pokud nebylo viditelné
napéti téla (Obr. 2 a 3). Stejny zpisob hodnoceni byl pouzit i v naslednych
experimentech popsanych nize. V tomto ptipad¢ byla pozorovana zavislost pieziti na
davce stresoru vyjadiena jako intenzita, pfi které umird 50 % jedinci. Ta byla
vypoctena z davkovych kiivek. Této hodnoty bylo dosaZeno pro vSechny stresory s
vyjimkou rentgenového zateni, kde nebylo mozné davku dale zvySovat vzhledem k
parametrim zdroje zafeni. Ani maximalni aplikovand davka 1500 Gy neméla
negativni vliv na viabilitu béhem 10 nasledujicich dni (hodnoceni probéhlo po 1, 5 a
10 dnech). Ozafené Zelvusky se ale na rozdil od kontrol dale nemnozily. Ziskané
vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Obrazek 2. Reprezentativni snimek populaci mrtvych jedincti v 384 jamkové desce
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Obrazek 3. Reprezentativni snimek ukazujici ukazujici populaci zivych jedinci v 384

jamkové desce

Tabulka 1. Efektivni davky abiotickych stresorti

Stresor

Veli¢ina Jednotka

Hodnoty

Pramér

Smérodatna
odchylka

uvC

Rentgenoveé
zareni
Zvysena
teplota — 30
min
Zvysena
teplota — 60
min
Zvysena
teplota — 90
min

Peroxid
vodiku — 24
hod

LD50

LD50

LTS50

LT50

LT50

LD50

mJ/cm?

Gy

°C

°C

°C

mM

2202; 1930; 2404

>1000; >1500 -

38,8; 38,1, 38,9; 38,5 38,58

38,4; 38,4; 38,7, 38,6 38,52
38,0, 38,5; 38,3; 38,2

38,25

1,05; 1,68; 1,99 1,58

2178,70

237,90

0,36

0,15

0,21

0,48
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5.2 Hodnoceni citlivosti k opakovanému piisobeni stresoru

Pro vybrané intenzity stresord, které samostatné nemély vliv na mortalitu, byla
hodnocena mortalita po opakované expozici. Stresor byl aplikovan 4 po sob¢ jdouci
dny. P4ty den byla hodnocena mortalita. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. Patrna je
vysoka citlivost zelvusek k opakované expozici UVC.

Tabulka 2. Citlivost k opakované davce subletalniho stimulu

Stresor Davka Mortalita

uve 500 mJ/cm? 100,0 % ; 100,0 %
100 mJ/cm? 94,8 %; 91,8 %

Teplota 35 °C 1h 0,0%; 0,0%
4 h 0,0%; 0,0%

Peroxid vodiku 2,5mMpolh 46%; 12%
0,25mMpo1lh 0,0%; 0,2%

5.3 Stanoveni citlivosti k vyssi kultiva¢ni teploté

Zelvusky druhu H. dujardini se v laboratofi kultivuji pii 17 °C, coZ je teplota optimélni
pro rist jejich populace. Testovan byl vliv na chovani jedinci pfi kultivaci za vysSich
teplot po dobu 4 dnti. Srovnavané teploty byly 17, 20, 23, 27 a 30 °C. Teploty 20 a
23 °C nemély zjevny negativni vliv na aktivitu ZelvuSek, nebot’ byla srovnatelna s
kontrolou (>90 % populace konzumovalo fasy). Pfi 27 °C byl zaznamenén zjevny
pokles aktivity (vice jak 50 % jedincl inaktivnich). V 30 °C Zelvusky jiz byly
neaktivni, po pfesunu do teploty 17 °C se vSak aktivita vratila.

5.4 Hodnoceni schopnosti predeslé expozice stresu chranit proti jednorazovému
a opakovanému piisobeni stresoru

Na zéklad¢ predeslych experimentil byly vytipovany reZimy stresovani Zelvusek, které
samy o sob¢ nemaji vyrazny negativni vliv na viabilitu. V nasledujicich experimentech
jim byly zelvusky vystaveny pted jednorazovou aplikaci dalSiho stresoru. Prvni
stresor byl aplikovan jednordzové, nebo opakované ¢tyfi dny po sob¢. Druhy stresor
byl pak aplikovéan po 24 hodinach po posledni expozici prvnimu stresoru. Cilem bylo
ukazat moznou interakci téchto podminek a v idedlnim ptipadé schopnost
pfedchézejici aplikace stresoru chranit proti akutnimu stresu.

Celkem byly provedeny 3 experimenty. Zde je ale prezentovan pouze ten, kde
bylo na podminku ptitomnych alespon 20 Zelvusek (rozmezi 20 az 117). V ostatnich
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experimentech filtra¢ni kroky predchézejici expozici stresoru vedly ke ztraté zelvusek,
mens$im vyslednym populacim a problémiim s prolozenim davkové kiivky. Vysledky
jsou prezentovany v grafech a tabulkach (Tab. 3-5, Obr. 4-11) tak, aby bylo mozné
porovnat protekci riznych stresorti na odolnost k jednomu naslednému stresoru.

Tento pilotni experiment naznacuje, zZe expozice vyssi teploté mtize poskytovat
urcitou ochranu proti teplotnimu stresu. Efekt byl viditelny pfi jednorazové i
opakované expozici teplotnimu stresu. A to v pii nasledné expozici vyssi teploté po
dobu 60 a 90 minut (Obr. 4-7). V jednom piipadé byla pozorovana i protektivni aktivita
expozice peroxidu vodiku (Obr. 6). Zda se ale, Ze ve vétsiné piipadech predchazejici
expozice ochranny efekt nemad, a naopak mize mit efekt opacny.
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Tabulka 3. Efekt expozice subletdlnimu stimulu na citlivost ke zvySené teplot¢.

Doba expozice

Pocet zvySené teploté

Stresor opakovani [min] LT50 [°C]
Kontrola 1 60 38,96
Teplota 35 C°/1h 1 60 39,21
Peroxid vodiku 2,5 mM/1h 1 60 38,21
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 1 60 38,27
UVC 100 mJ/cm? 1 60 37,93
Kontrola 4 60 38,30
Teplota 35 C°/1h 4 60 39,20
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 4 60 38,90
Kontrola 1 90 38,09
Teplota 35 C°/1h 1 90 39,08
Peroxid vodiku 2,5 mM/1h 1 90 37,89
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 1 90 38,19
UVC 100 mJ/cm? 1 90 37,50
Kontrola 4 90 37,98
Teplota 35 C°/1h 4 90 38,93
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 4 90 37,69
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Obrézek 4. Vliv jednordzové aplikace stresori na odolnost k teploté (doba inkubace
60 min).
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Obrazek 6. Vliv opakované aplikace stresort na odolnost k teploté (doba inkubace
60 min).
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Obrazek 7. Vliv opakované aplikace stresorti na odolnost k teploté (doba inkubace
90 min).
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Tabulka 4. Efekt expozice subletalnimu stimulu na citlivost k UVC.

Stresor Pocet opakovani LD50 [mJ/cm?]
Kontrola 1 1840,3
Teplota 35 C°/1h 1 1765,4
Peroxid vodiku 2,5 mM/1h 1 1640,3
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 1 1742,5
UVC 100 mJ/cm? 1 1601,6
Kontrola 4 2002,0
Teplota 35 C°/1h 4 1785,6
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 4 1783,3
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Obrazek 8. Vliv jednorazové aplikace stresorti na odolnost k UVC.
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Obrazek 9. Vliv opakované aplikace stresorti na odolnost k UVC.
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Tabulka 5. Efekt expozice subletdlnimu stimulu na citlivost k peroxidu vodiku

Stresor Pocet opakovani LDS0 [mmol/l]
Kontrola 1 1,72
Teplota 35 C°/1h 1 1,42
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 1 1,10
Peroxid vodiku 2,5 mM/1h 1 0,56
UVC 100 mJ/cm? 1 1,55
Kontrola 4 2,00
Teplota 35 C°/1h 4 1,73
Peroxid vodiku 0,25 mM/1h 4 1,92
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Obrazek 10. Vliv jednorazové aplikace stresort na odolnost k peroxidu vodiku.
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Obrazek 11. Vliv opakované aplikace stresorti na odolnost k peroxidu vodiku.
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5.5 Vliv kultivaéni teploty na rezistenci ke zvySené teploté

Protoze predeslé experimenty ukazovaly na to, Zze expozice zvysené teplot€¢ muize mit
protektivni efekt proti tepelnému Soku, byla testovana hypotéza, zda tento efekt nema
inkubace ve vyssi teploté. Vzhledem k ¢asovému omezeni byl sledovan vliv ¢tyf denni
kultivace. Vysledky shrnuje tabulka 6 a obrazky 12 a 13. Tento pilotni experiment
naznacuje, ze n¢kolikadenni zvysSeni kultiva¢ni teploty z 17 na 23 °C ma protektivni

efekt.

Tabulka 6. Vliv kultivacni teploty na rezistenci k teplotnimu Soku.

Kultivacni teplota [°C] Doba expozice [min] LT50 [°C]
17 60 38,27
20 60 38,22
23 60 39,43
17 90 38,24
20 90 38,28
23 90 39,24
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Obrazek 12. Vliv kultivacni teploty na odolnost ke zvysené teploté (inkubace
60 min).
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Obrazek 13. Vliv kultivacni teploty na odolnost ke zvySené teploté (inkubace
90 min).
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6 Diskuze a zavér

Zelvusky jsou extremotolerantni organismy schopné prezit vysychani, vysoké davky
radiace (UV, ionizujici zafeni) a extrémni teploty (Mebjerg et al. 2011). Tato
schopnost neni vazdna jen na specializovand stddia, odolnost k n¢kterym formam
stresu vykazuji i aktivni jedinci (Jonsson et al. 2005, Horikawa et al. 2006). Rezistence
k jednotlivym stresim je do znacné miry druhové specifickd (Hengherr et al. 2009,
Semme & Meyer 1995). Predpoklada se, ze terestrické druhy, které se musi vyrovnat
s vysychanim prostiedi, jsou obecné odolné;si nez druhy vodni (Horikawa et al. 2013).
Je mozné, ze ,,Sirokospektra® rezistence zelvusek ke stresu, véetné stresu, kterému by
nemohly byt Zelvusky vystaveny v pfirozeném prostredi (vysoké davky ionizujici
radiace, mikrogravitace), je vedlejSim produktem schopnosti prezivat vysychani
(Beltran-Pardo et al. 2015).

Cilem této prace bylo otestovat hypotézu, ze rezistenci zelvusek Ize indukovat
predeslou expozici stresu t€hoz ¢i jiného typu. Vybrany byly Ctyfi abiotické stresory
— zateni UVC, rentgenové zafeni, zvySend teplota a peroxid vodiku jako zdroj
reaktivnich kyslikovych forem. Kromé otazky, jestli je rezistence indukovatelna, nebo
jde o stabilni stav neovlivnitelny vnéj$Simi podminkami, by takovéto experimenty
mohly také ukazat, jestli je odpovéd’ ZelvusSek na stres obecnd, nebo jestli existuje
né¢kolik nezavisle regulovanych mechanismu rezistence.

U jinych modelovych organismi je zndmo, Ze maji pro rizné formy stresu do
ur¢it¢é miry specializované mechanismy. Mezi nejzndméjsi patii evolucné
konzervované drahy odpovidajici na oxidativni stres (lidsky Nrf2 a jeho homology u
dal$ich organismu) (Bellezza et al. 2018, Ma 2013) a tepelny stres (proteiny teplotniho
Soku) (Rea et al. 2005). Oba dva systémy jsou studovany v souvislosti s fenoménem
zvanym hormeze, coz je jev kdy subletdlni davka stresoru, ktery je jinak ve vysSich
davkach Skodlivy, indukuje pozdejsi rezistenci vici stresoru stejné 1 jiné povahy
(Bujarrabal & Schumacher 2016). Ptiklady zkiizené rezistence byly pozorovany v
fad¢é experimentalnich systémi. U bakterie Escherichia coli zpisobuje kaloricka
restrikce rezistenci vici vysoké teploté a peroxidu vodiku (Jenkins et al. 1998) a u
bakterie Lactococcus lactis subsp. Lactis zase rezistenci vici vysokeé teploté, ethanolu,
osmotickému a oxida¢nimu stresu (Hartke et al. 1994). Pasobeni nizkych teplot na
D. melanogaster zpomaluje starnuti a indukuje rezistenci k vysokym teplotdm a k
infekei (Le Bourg 2011). Zvysena teplota prodluzuje zivot C. elegans (Lithgow et al.
1995). Expozice peroxidu vodiku Saccharomyces cerevisiae zpomaluje starnuti
zvySuje rezistenci vuci vysokym teplotam a infekci (Semchyshyn 2014). Zkiizenou
rezistenci lze také pozorovat v kulturach lidskych bunék. V lidskych epitelovych
buiikdch byla pozorovana rezistence k toxickym davkam nanocastic stiibra a
akrylaldehydu po vystaveni nanocasticim stfibra v nizSich davkéach (Sthijns et al.
2017).

Prezentované experimenty byly provadény na vodni Zelvusce druhu Hypsibius
dujardini, kterou je mozné kultivovat v laboratofi v mineralni vodé. Je tfeba zminit,
ze tato Zelvuska nepatii k nejodolnéjsim, neni napiiklad schopna prezit vysychdni
(Horikawa et al. 2013). Nejprve jsem zjistila davky stresort, které vyvolavaji smrt
50 % procent populace (LD50, LT50). Hodnoceni bylo provedeno 24 hodin po
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expozici. V pilotnich experimentech jsem nepozorovala rozdily v mortalité, pokud
byla hodnocena po 24 a 72 hodinach. Primérné hodnoty byly nésledujici: LD50 pro
zafeni UVC 2178,7 mJ/cm? LT50 pro zvysenou teplotu piisobici po 30 minut
38,58 °C, pro zvysenou teplotu puisobici po 60 minut 38,52 °C, pro zvySenou teplotu
pusobici po 90 minut 38,25 °C a LD50 pro peroxid vodiku putsobici 24 hodin
1,583 mM. Pro rentgenové zareni parametry ptistroje neumoznily dosahnout letalnich
davek. Ani aplikace 1500 Gy nevedla ke zvySeni mortality. Ozatené Zelvusky se ale
dale nemnozily, coz je v souladu s literaturou (Horikawa et al. 2006).

Déle jsem testovala nakolik budou Zzelvusky schopny odolat opakované
expozici subletalni davce stresoru. Ukdzalo se, Ze na rozdil od jinych stresorti jsou
vysoce citlive k opakované expozici UVC zafeni.

Také jsem zkusila zelvusky kultivovat 4 dny v teplotach, které nejsou optimalni
pro rust populace, tedy v teplotach vyssich nez 17 °C (20, 23, 27 a 30 °C). Ukézalo se,
7e jesté v teploté 23 °C si zelvusky udrzuji aktivitu, ktera je srovnatelnd s optimalni
kultivaéni teplotou. Pti vyssi testované teploté (27 °C) se jejich aktivita dramaticky
snizila, vétSina se prestala pohybovat a v populaci se objevili mrtvi jedinci. Pfi teploté
30 °C aktivita zcela ustala, ale byla obnovena pii navratu do optimalni teploty.
Narozdil od experimentl s kratkou expozici stresoru byly po celou dobu v kultivacnim
médiu pfitomny fasy, kterymi se zelvusky zivi.

Ziskané informace byly pouzity pro navrzeni experimentd, kdy zelvusky byly
vystaveny nejprve subletalnimu stresu (jednorazové, opakované, a v piipad¢ teploty i
kontinualn¢) a nasledné Sirokému rozmezi intenzit dalSich zkoumanych stresort. V
experimentu byly pouzity i kontrolni zelvusky bez predeslé expozice. Vzhledem k
omezenym moznostem prace v laboratofi kvili epidemiologické situaci byly
provedeny jen pilotni experimenty a vysledky je tieba povazovat za piredbézné. Na
jejich zéklade se zda, ze jednorazova i opakovand expozice zvysené teploté (35 °C) 1
kultivace ve vyssi teploté (23 °C) zvySuji odolnost vii¢i ndslednému teplotnimu Soku.
V jinych ptipadech jsem pozorovala, Ze ptredchdzejici stres mize odolnost vici
naslednému Soku naopak snizovat. Zda se tedy, ze alespont H. dujardini ma podobné
jako jiné modelové organismy indukovatelnou specializovanou odpovéd’ na zvySenou
teplotu. Bude zajimavé provést podobna srovnani i pro odolnost k nizkym teplotam.
Otazkou zlistdva nakolik jsou tato pozorovani relevantni pro jiné druhy Zelvusek,
zejména téch terestrickych, které jsou obecné odolnéjsi ke stresu.
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