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Abstrakt

Zelvusky jsou mikroskopicti Zivocichové, kteif se diky své odolnosti k radiaci a extrémnim
teplotam stali vdéénym objektem zajmu nejen biologi. Proslavily se i diky tomu, ze
jako prvni z zivoc¢ichu prezily vystaveni kosmickému prostoru. Nas projekt je prispévkem
k charakterizaci odpovédi zelvusek na stres.

V prvni ¢asti projektu jsme se vénovali jejich izolaci z mechi a néasledné kultivaci
v laboratornich podminkach. K uréovani byly pouzity mikroskopické techniky (mikroskopie
ve viditelném svétle a fluorescenéni mikroskopie, Nomarského kontrast) a barkédovani
DNA.

V druhé ¢asti jsme zkoumali odolnost vodniho druhu Hypsibius ezemplaris a vybranych
limnoterestrickych izolati k tepelnému stresu a ionizujicimu zareni — smési neutroni a

gama zareni v lehkovodnim jaderném reaktoru.

Odpovéd na stres jsme vyhodnotili pomoci automatické mikroskopie a analyzy obrazu
vyuzivajici konvoluéni neuronové sité. Nami vyvinuta metoda umoznuje vysokoformatové

studie zelvusek (a po modifikaci i jinych mikroorganismil) na stres ruzné povahy.

Zatimco aktivni stadia zelvusek vykazovala vysokou odolnost k ionizujicimu zateni, jejich
odolnost k teplotnimu stresu byla prekvapivé nizka.

Klicova slova

Zelvusky; kultivace; radiacni stres; gama zafeni; neutronové zareni; teplotni stres;

automaticka mikroskopie; analyza obrazu; konvolu¢ni neuronova sit; DNA barkédovani



Abstract

Tardigrades are microscopic animals that, due to their resistance to radiation and extreme
temperatures, have become a subject of interest not only for biologists. They became
famous for being the first animals to survive exposure to outer space.

Our project contributes to the characterization of tardigrade response to stress.

In the first part, we focused on isolating them from mosses and their cultivation in
laboratory. Microscopic techniques (visible light microscopy, fluorescence microscopy,

Nomarski contrast) and DNA barcoding were used for identification.

In the second part, we examined the resistance of the water bear species Hypsibius
exemplaris and several limnoterrestrial isolates to thermal stress and ionizing radiation — a

mixture of neutrons and gamma radiation in a light water nuclear reactor.

The stress response was evaluated by automatic microscopy and image analysis using
convolutional neural networks. Our developed method is useful for high-throughput studies
of tardigrades (and after modification, other microorganisms) under stress of various

natures.

While the active stages of tardigrades showed high resistance to ionizing radiation, their

resistance to thermal stress was surprisingly low.

Keywords

Tardigrades; cultivation; radiation stress; gama radiation; neutron radiation; thermal stress;
automatic microscopy; image analysis; convolutional neural network; DNA barcoding
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Uvod

Zelvusky jsou kosmopolitné rozsifeni mikroskopicti Zivocichové. Obgvaji vodni i
limnoterestrickd stanovisté a niky (napt. mechy, liSejniky, pisecné duny, kryokonity, ...),
avsak jejich aktivni stadia jsou vzdy vazana alespon na tenky vodni film.

Jsou odolné vii¢i ptisobeni ionizujictho i neionizujiciho zafeni a extrémnich teplot, vysychéani
a nékterym toxickym latkdm. Ptezily i vystaveni vesmirnému vakuu [1]. Tato odolnost
castecné souvisi se schopnosti vstoupit za neptiznivych podminek do anabidzy a vytvorit

tzv. soudecek, ale odolnd jsou i aktivni stadia (napf. k radiaci).

Protoze vyskyt zelvusek a jejich mnozstvi v prostiedi jsou nevyzpytatelné, objevuji se snahy
o vytvoreni reprodukujicich se laboratornich populaci, které pak mohou slouzit ke studiu
jejich rezistenci vici rozmanitym stresorum [2|. Z ndmi sesbiranych mechu a lisejniki jsme
vybrali vzorky, v nichz se vyskytovaly pocetné populace zelvusek, a z izolovanych jedincti

jsme se pokusili zalozit kulturu.

K predbéznému urceni druhu byla pouzita mikroskopie (ve viditelném svétle, fluorescenéni
mikroskopie, Nomarského kontrast) doplnéna o barkédovani DNA, které muze rozlisit

druhy s miniméalnimi morfologickymi rozdily.

V dalsi ¢asti nasi prace jsme se zabyvali odpovédi Zelvusek na ionizujici radiaci a tepelny
stres. V experimentech byly pouzity Zelvusky izolované z mechu a zndmy laboratorni kmen

vodni zelvusky Hypsibius exemplaris [3].

Radiace zptisobuje rozsahlé poskozeni bunék a tkani, které u vétsiny organismii vede k jejich
odumirani. Zelvusky, pravdépodobné proto, ze jsou vystavovany poskozeni bunéénych
struktur béhem vysychani, si vyvinuly mechanismy, které je proti radiaci chrani. Patti
mezi né naptiklad pro zelvusky unikatni proteiny rodiny Dsup, které chrani molekulu
DNA jak ptfed primymi uc¢inky radiace, tak pred ptisobenim reaktivnich radikali vzniklych
rozkladem vody [4, 5].

Publikovany byly studie, ve kterych byly zelvusky ozarovany proudem protont, alfa ¢astic,
rentgenovym a gama zafenim a tézkymi jadry zeleza, a to bud v hydratovaném, nebo
dehydratovaném stavu [4]. My jsme pro testovani radiorezistence zvolili ozafovani smési

gama zafeni a neutronli. Zdrojem zareni byl lehkovodni jaderny reaktor VR-1 Fakulty



jaderné a fyzikalné inzenyrské CVUT. Ozafovani neutrony je zminéno pouze v konferencnim
abstraktu [6], bez udani vysledki.

Studovali jsme také efekt tepelného stresu na aktivni jedince. V laboratori konzultanta
jiz. pozorovali prekvapivé nizkou odolnost druhu Hypsibius exemplaris. Teplota, kdy po
hodiné uhynulo vice jak 50 % jedinct, nepfesdhla 39 ° C [7].

Zajimalo nas proto, jestli podobné citlivé jsou i limnoterestrické zelvusky. Teplotni citlivost
by ponékud prekvapivé mohla byt moznym faktorem omezujicim rozsiteni zelvusek. Takové

pozorovani by bylo zajimavé i v souvislosti s globalnim oteplovanim.

I vzhledem k tomu, zZe se pri stresovych experimentech zatim pouzivaji bézné stolni
mikroskopy, studuji se obvykle malé populace a pocet studovanych podminek je
silné omezen. My jsme pro vyhodnocovani preziti pouzivali automatickou mikroskopii
v 384jamkovych mikrotitrac¢nich deskach.

Pro zpracovani takového mnozstvi dat jsme se rozhodli natrénovat konvolu¢ni neuronovou
sit schopnou na snimcich detekovat Zelvusky a urcit, jestli jsou zivé nebo mrtvé jak na
zakladé pohybu, tak i z jediného snimku. Kombinace automatické mikroskopie a analyzy

obrazu nam umoznila vysokoforméatové hodnoceni stresorti.
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Kapitola 1

Prehled literatury

1.1 Zelvusky

vvvvvv

Jejich latinsky nazev jim dal roku 1777 italsky knéz, prirodovédec a badatel Lazzaro
Spallanzani (1729-1799). Pojmenovani vychézi z jejich pomalé chize (z latinského
tardus = pomaly, gradus = krok), diky které ziskaly i slovensky nézev pomalky (anglicky
slow walkers) nebo Cesky nazev Zelvusky. Na zdkladé vzhledu a nemotorného pohybu
pripominajictho pohyby medvéda se jim ¥ika napriklad vodni medvidci (z némeckého
kleiner Wasser Bdar, anglicky water bear) nebo mechova prasitka (z anglického moss
piglets).

Doposud bylo objeveno asi 1 400 druhii [8], v Ceské republice asi 110 druhii. Celkovy pocet
druhii se odhaduje az na 10 000 celkem.

Tyto casti a nasledujici prehled biologie Zelvusek vychazi predevsim z tvodni kapitoly
knihy Water Bears: The Biology of Tardigrades [9] a udaji na Wikipedii. Kromé anglické
verze (heslo Tardigrade [10]) byla pouzita i velice rozsahla ¢eskd verze hesla [11].

Cést vénovand rozmnozovani vychazi ze souhrnnych ¢lanki [12, 13]. Cést o reakci zelvusek
na stres se opira o ¢lanky [14, 15]. Cést kapitoly je zaloZena na nepublikované seminarni
praci Jitky Novakové, jez v upravené a doplnéné podobé slouzi jako podklad stranek
o biologii zelvusek pro stfedni skoly https://tardigrades.netlify.app/, kde je mozné
najit i néktera videa, ktera vznikla pfi praci na tomto projektu.
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1.1.1 Taxonomie
« Rie: Zivocichové (Animalia)
o Podrise: Histozoa (Fumetazoa)
« Klad: ParaHoxozoa (ParaHozozoa)
» Klad: Dvoustranné soumérni ( Bilateria)
o Klad: Eubilateria (Nephrozoa)
o Nadoddéleni: Trojlisti ( Triblastica)
o Nadkmen: Prvousti (Protostomia)
 Skupina: Ekdysozoa (FEcdysozoa)
o Oddéleni: Panarthropoda (Panarthropoda)

o Kmen: Zelvusky (Tardigrada)

Obrazek 1.1: Eutardigadni Milnesium tardigradum s hladkou kutikulou [10]

Kmen Zelvusek zahrnuje 3 t¥idy — Futardigrada (asi 900 druhu), Heterotardigrada (asi
500 druhti) a Mesotardigrada.

Trida Mesotardigrada je povazovana za nejistou, nebot zahrnuje jediny druh (viz obrazek
1.3) popsany v roce 1937 (Thermozodium esakii), jehoz lokalita vyskytu byla znicena
pri zemétieseni a exemplar ztracen. Zastupci tridy Eutardigrada jsou primarné vazani na
sladkou vodu a na jejich téla jsou kryta celistvou hladkou kutikulou bez postrannich
vyrastku (viz obrazek 1.1), zatimco zastupci t¥idy Heterotardigrada maji télo kryté
poérovitymi kutikuldrnimi platy a postrannimi vybézky kutikuly (viz obrazek 1.2), na kazdé

noze maji 4 drapky a lze je najit v morském i limnoterestrickém prosttedi.

Eutardigradni druhy se na Zemi vyskytovaly jiz v druhohorach. Doposud to dokladaji dva
fosilni nalezy v jantaru, jedna fosilie pochazi z tretihor:
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Obrazek 1.2: Heterotardigradni Echiniscus insularis s kutikularnimi platy a postrannimi
vyruastky [10]

Obrézek 1.3: Mesotardigradni Thermozodium esakii [16]

Beorn leggi (viz obrazek 1.4) — nalezena v jantaru z Manitoby (Kanada), popsana v roce
1964, pochézi z doby asi pred 72 miliony let [17].

Obrazek 1.4: Fosilni Beorn leggi [17]

Milnesium swolenskyi — nalezena v jantaru z New Jersey (USA) v roce 2000, pochézi
z doby asi pred 90 miliony let.
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Paradoryphoribius chronocaribbeua — nalezena v jantaru z Dominikanské republiky v roce
2021, pochazi z doby asi pred 16 miliony let [18] (viz obrazek 1.5).

(a) Fosilni nélez v jantaru (b) Umélecké rekonstrukee

Obréazek 1.5: Paradoryphoribius chronocaribbeus [18]

1.1.2 Historie zkoumani
Poprvé zelvusky popsal némecky protestantsky pastor a zoolog Johann August Ephraim
Goeze (1731-1793), a to v roce 1773 (tedy vice nez pred 250 lety), kdyz se ve volnych

chvilich vénoval mikroskopovani (viz obrazek 1.6). Jeho objev vypadal jako maly vodni

medvéd, proto jej pojmenoval kleiner Wasserbar.

Obrézek 1.6: Prvni kresba zelvusky z roku 1773 [19]

Na jeho objevy navazali dalsi a v roce 1974 se v Italii konalo prvni mezinarodni sympozium
tykajici se zelvusek.
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1.1.3 Morfologie a anatomie

Télo zelvusky je vétsinou 0.1 az 1.5 mm dlouhé a ma valcovity tvar. Je slozeno z 5 segmentii
— jednoho hlavového, ti trupovych a jednoho koncového. Z télnich segment vybiha po
paru zavalitych koncetin, které slouzi prevazné k pohybu, na koncové ¢éasti je par koncetin
pro prichyceni k substratu. Koncetiny jsou zakonceny drapky, jejichz pocet a tvar se
lis1 u jednotlivych druhti a slouzi tedy jako vyznamny determinac¢ni znak. Télo je kryto
chitinézni kutikulou obsahujici protein albuminoid nebo je obrnéno kutikuldrnimi platy
rizné struktury, casto zbarvenymi. Platy byvaji obménovany a kutikula byva pravidelné
svlékdna (ekdyze) i s drapky a jinymi sklerotizovanymi ¢astmi (¢dsti bukalniho aparatu,
vystélka predniho a zadniho stieva). Proces svlékani obvykle vyzaduje 5-10 dnti a probiha
asi 4x-12x za aktivni zivot zelvusky, ktery trva obvykle 3-30 mésicti. Nékteré druhy do
svlecky (exuvie) kladou vajicka nebo se spolu s ni zbavuji vykala.

Télni dutina oznacovana jako pseudocoelom nebo haemocoel kromé organii obsahuje i
tekutinu s volnymi bunkami, které slouzi jako primitivni obéhova soustava. Maji také

imunitni a zasobni funkci, nékdy se jim proto souhrnné tika zésobni bunky.

Svalstvo je pri¢né pruhované, dokonce i v travici soustavé (viz obrazek 1.7). Ta zac¢ina tsty
na prednim konci zivoc¢icha, k pfijmu potravy slouzi bukofaryngedlni aparat, nasleduje

hltan a jicen napojeny na stievo koncici kone¢énikem a Fitnim otvorem (viz obrazek 1.8).

Obrazek 1.7: Uspofadani svalovych vldken; v polarizovaném svétle. Zluté svalova vldkna,
modre bukalni apardt, zelené obsah stfedniho stieva [20]

Vylucovani bylo pozorovano u zastupcu tridy Futardigrada pomoci trubic podobnych
metanefridiim nebo malphigickym trubicim, které vyustuji v oblasti fitntho otvoru.
Dychéani probiha bez specidlnich organu celym povrchem téla.

Nervova soustava je gangliova. ve ventralni ¢asti propojuji nervové provazce jednotliva
télni ganglia, ktera odpovidaji jednotlivym segmenttim téla a ze kterych jsou inervovany
koncetiny daného c¢lanku. Nadjicnovy ganglion je s podjicnovym spojen objicnovym
prstencem (viz obrazek 1.9).

Smysly jsou prezentovany hmatovymi stétinkami (ciry) a jednoduchyma ockama (o¢ni

skvrny) tvofenyma jednim pigmentovym poharkem.
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Obrazek 1.8: Detail tstniho aparatu zelvusky [20]. Gt = tstni trubicka, sh = savy hltan,
s = stylety, ma = makroplakoidy, mi = mikroplakoidy

(a) Pohled z boku (b) Pohled zespodu

Obrézek 1.9: Anatomie Zelvusek [21]. Gt = tstni trubicka, mo = mozek, hl = hltan,
sz = slinna zlaza, bnu = brisni nervova uzlina, kl = kloaka, ji = jicen, ss = stfedni stfevo,
va = vajecnik, mt = malphigicka trubice, zs = zadni stfevo, st = stylet, ns = nervova

spojka, dz = drapkova zladza, zb = zasobni bunky
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1.1.4 Rozmnozovani

vvvvvv

hermafrodité; u motskych druht lze pozorovat pohlavni dimorfismus. Jejich pohlavni
organy jsou ulozeny pobliz koneéniku, u tiidy Futardigrada maji samci parové semenné
kanélky a samice pouze jeden vejcovod ustici do kloaky nebo u tiidy Heterotardigrada do
otvoru na spodni strané téla.

U gonochoristickych zelvusek probiha pareni mezi samici a samcem, ktefi k sobé tésné
priléhaji pomoci prednich koncetin. Pii pohlavnim rozmnozovani, tzv. amfimixii, vznika
embryo splynutim gamet samciho a samiciho pohlavi (vysoka mira genetické rekombinace).
u zastupcu tridy Futardigrada dochéazi k vnitfnimu oplozeni, zatimco motské druhy

vyuzivaji vnéjsi semenné vacky (receptakula).

Hermafroditismus je doloZen pouze u vyvojové pokrocilych zastupcu (rody Isohypsibius,
Parthezapodibius, medvidatka Macrobiotus a Amphibolus). Reprodukéni aparat tvori
spoleénd samci a samiéi zdrodecnd oblast (ovotestis), kde dochdzi ke zréni vajicek i spermii,

jako prvni dozravaji spermie, a to ve velkém poctu, teprve poté v mensim poctu vajicka.

Mechanismus jejich pareni neni zcela presné znam, byly vsak pozorovany druhové specifické
snubni tance pred parenim. P¥i vnéjsim oplozeni samice naklade vajicka (volné do substratu

nebo do exuvie) a poté jsou prekryta spermatem samce.

Vajicka zelvusek jsou velmi rozmanita, hladka nebo rizné strukturovana, a slouzi tedy jako
vyznamny determina¢ni znak. Obal vajicek se sklada z polysacharidii, peptidi a lipida.
Mnozstvi vajicek se pohybuje do 40 vajicek v jedné sntisce. Lihnuti probiha jiz po 10-14
dnech, u jinych muze vyvoj trvat i nékolik mésicti a dokonce vyzadovat i vyschnuti.

Mozné je i asexualni rozmmnozovani pomoci partenogeneze. Obligatni partenogeneze
byla popsana napf. u druhu Hypsibius exemplaris [22], ktery pouzivame v této praci

k experimenttm.

1.1.5 Potrava

Zelvusky se Zivi nejen bakteriemi, fasami a rostlinami (piedevsim mechy a lisejniky), ale
také organismy jako jsou virnici, hlistice nebo eukaryota. Nékteré zelvusky (rody Milnesium

nebo Macrobiotus) konzumuji mensi druhy zZelvusek.
Potrava se miize ménit béhem vyvojového cyklu.

Prijimana potrava muze zpusobovat vyrazné zbarveni stieva zelvusky.
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1.1.6 Vyskyt

Zelvusky jsou diky svym Zivotnim strategifm kosmopolitné rozsiteny, obyvaji sladkovodni,
motska i terestrickd prostiedi (mechy, lisejniky, fasy, puda, listi, rostliny, duny, pobtezi,
sedimenty apod.). Aktivni stadia jsou vzdy vazana na vodu, postacuje jim i tenky
vodni film. V jejich blizkosti 1ze nalézt dalsi organismy, jako jsou roztoc¢i (Acari), hlisti
(Cycloneuralia), virnici (Rotifera), plosténky (Turbellaria), bakterie (Bacteria) a prvoci
(Protozoa). Pyzidium tardigradum (viz obrazek 1.10), zastupce ndlevnikua (Ciliophora),
lze pozorovat prichycené na zadni ¢asti zelvusek, a ackoli nejsou povazovany za parazity,

znamenaji pro zelvusky vahu navic, a tedy i pritéz [23].

St Bl

www.canadiannaturephotographer.com

(a) Na jedinci Ramazzottius oberhaeuseri [20] (b) Na jedinci rodu Milnesium
Obréazek 1.10: Nalevnici Pyxidium tardigradum

Vyhodou zZivota v opakované vysychajicim prostiedi mtze byt redukce predatori nebo

parazitu vyzadujicich vodu.

1.1.7 Anabiéza (kryptobidza)

Schopnost zelvusek prezit chemické i fyzikalni extrémy je neobycejna [14].

Jejich odolnosti viic¢i ionizujicimu a neionizujicim zareni jsou vénovany samostatné kapitoly
této prace.

Teplotni rozmezi, ve kterém jsou klidova stadia zelvusek schopna prezit, se pohybuje
od -273 °C do 150 °C, odolavaji tlaku az 600 MPa a vakuu[24]. Tato rezistence vuci
extrémum casteéné souvisi se schopnosti zelvusek pozastavit nebo zcela prerusit chod
svého metabolismu.

Zhorsi-li se podminky prostiedi, Zelvusky jsou schopné prejit do anabidzy (také
kryptobiéza = odpovéd na nepiiznivé podminky okolniho prost¥edi). Téch je nékolik
typu podle faktoru prostredi: kryobidza, osmobidza, anoxybiéza, anhydrobidza (viz obrazek
1.11).
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Obrazek 1.11: Reakce zelvusek na nepriznivé podminky [14]

Anabiodza je zvratny stav, ve kterém zivocich neroste, nepfijima potravu, nerozmnozuje
se a je zastaven proces starnuti (senescence), dochézi se snizeni metabolismu a zivotnich
funkei témér na nulu. Pri vstupu do anabiézy zelvusky snizuji podil vody v téle z 85 %
na 3 %, sbaluji se do takzvaného soudecku a vytlacuji na povrch téla ochrannou vrstvu
kutikuly.

Cim delsi dobu stravi zelvusky v anabidze, tim vyssi je riziko poskozeni jejich orgéni.

Sance na uplné zotaveni se s ¢asem snizuji.

Kryobiéza

Do kryobiézy zelvusky vstupuji v pripadé, ze se potrebuji vyhnout negativnim dopadim
zpusobovanym mrazem. PTi snizeni teploty v okoli ustava molekularni aktivita organismu a
vytvari se soudecek. Béhem snizovani teploty se syntetizuje sacharid trehaléza (protektivni
roli hraje i pfi vysychéni), avsak v mnohem niz$im mnozstvi nez u ostatnich do anabidzy
upadajicich organismu (naptiklad bakterii, hlisti a virnik). Funkci trehalézy nahrazuji
pro zelvusky specifické proteiny TDP (tardigrade-specific intrinsically disordered proteins
— TDPs, ¢esky vnitiné neusporadané proteiny). S vodou pii ochlazovani vytvari amorfni
strukturu (vitrifikace = zaskleni vody) a tim brani vzniku krystali ledu a roztrhéani bunék
a téla zveétsujicim se objemem vody.

Vyzkumy také ukazaly, Ze schopnost prezit zmrznuti je izce spjata pravé se schopnosti

prezit dehydrataci organismu.

Ochrany organismu se ucastni i latky schopné vyvolavat tvorbu ledovych krystalki (ice
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nucleating agents). Ty jsou produkovany do mimobunééného prostoru a funguji jako
,magnety“, které pritahuji vodu z bunék do mezibunéénych prostor. Snizeni teploty vede
k procesu tvorby ledu, pfi némz muze byt rist krystalkt kontrolovan, coz ma za nasledek
vznik mensich a potencidlné méné skodlivych krystalku ledu. Poskozeni bunék a DNA
zabranuje také glycerol.

Osmobidza

Osmobidza je druh kryptobiézy, ktery nastava, je-li koncentrace soli v okoli vyssi nez
uvnitf organismu. Zelvusky maji vysokou toleranci salinity, nékdy vytvareji soudec¢ek nebo
zvysuji obsah soli v téle (hypertonické prostiedi).

Anoxybioza

Anoxybidza je vyvolana nedostatkem kysliku v prostredi, zelvusky v ni netvori soudecek.
Jsou velmi citlivé na zmény koncentrace kysliku a jeho dlouhodobéjsi vyrazny nedostatek
u nich vede k asfyxii (= duseni zptisobené nedostatkem kysliku, pti kterém zelvuska upada
do kématu a stava se zcela nepohyblivou, pficemz do organismu vstupuje neregulované
velké mnozstvi vody. Do aktivniho stadia ji lze navratit obohacenim prostiedi kyslikem.

Anhydrobiéza

Anhydrobiéza je nejc¢astéjsim druhem anabidzy a je zpusobena dehydrataci, organismus
pii ni vysychéa. Vytvorenim soudecku se zmensuje povrch téla a odpar vody, kutikula
se stava nepropustnou, stabilizuji se membrany (pomoci trehalosy — TRH). k obnoveni
télesné aktivity dojde rehydrataci, pti niz se uplatnuji heat shock proteiny (HSPs — proteiny
teplotniho Soku) podilejici se hlavné na opravnych procesech.

V okamziku snizeni télnich hormont vlivem pomalych zmén v prostiedi (zména délky dne,
teploty nebo nedostatek potravy) nastava tzv. diapauza. Jedna se o spontanni preruseni
vyvoje, které se vyznacuje snizenim nebo uplnym pozastavenim metabolické aktivity.
Zelvusky pii ni vytvareji cystu.

1.1.8 Zelvusky v kultuie

Zelvusky si svou odolnost{ a roztomilym vzhledem ziskaly oblibu i mezi Sirokou veFejnosti.
Neékolik jich je v muzeich po celém svété, naptiklad v Australii, Italii, USA, Francii,
na Novém Zélandu, v Némecku, Svédsku, Dansku a Polsku. U nés je sou¢asti expozice
Narodniho muzea Zazraky evoluce nebo muzea Mikrokosmos v Hamru na Jezete. Jejich

motiv si vypujcila ceskd hudebni skupina Hentai Corporation nebo ruska skupina
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Tardigrade Inferno, pisen Tardigrade Song nahral anglicky hudebnik Cosmo Sheldrake. Do
povédomi se dostaly i diky Star Treku, kdy byla vesmirné zelvuska vyuzivana pro navigaci
lodi, a Méstecku South Park: Moss Piglets. Mezi déti pak epizodou serialu Scooby-Doo
and Guess Who? — Space Station Scooby, v kreslené podobé komiksem Paper Girls.

1.2 Radiace

1.2.1 Ionizujici zareni

Tato cast je prehledem informaci ze stranek Agentury pro ochranu zivotniho prostredi
Spojenych stata [25], webu AstroNuklFyzika, Wikiskript (hesla ,Radioaktivita“ [26],
,Utinky ultrafialového zafeni“[27], ,Rentgenové zafeni“[28], ,Stinéni a ochrana pfed gama
zafenim“[29], ,Zafeni gama“[30]) a Wikipedie (hesla v cestiné: ,Radioaktivita“ [31],
Hlonizujici zareni [32], ,Zafeni* [33], ,,Ultrafialové zareni“ [34], ,Spontanni Stépeni* [35],
,PTeména beta plus® [36], ,Neutronové zareni“ [37], ,VR-1 Vrabec* [38] a heslo v angli¢tiné:
»Neutron radiation“ [39]).

Zateni (neboli radiace) je emise energie ve formé elektromagnetického vinéni. Muze
pochéazet z radioaktivni premény jader atomt, kterd mutze byt v pripadé nestabilnich
atomu samovolna (prirozend radioaktivita), nebo zpusobena srazkou s jinou ¢astici (uméla

radioaktivita).

Prirodni radia¢ni pozadi, kterému jsme neustale vystaveni, pochazi z vesmiru i nasi Zemé
a na ruznych mistech se muze i vyrazné lisit (rozdilny obsah radioaktivnich izotopu v pudé

a potravé, vyskyt umélych zdroju radiace, nadmotska vyska, sila ozénové vrstvy, ..).
V Ceské republice se pohybuje okolo 2.5-3 mSv za rok.
Zéareni mizeme podle riiznych faktorti rozdélit nékolika zptisoby.

Neionizujici zareni je druh nizkoenergetického zatreni, které nema dostatecnou energii

k tomu, aby z atomu nebo molekuly odtrhlo elektron.
Mezi neionizujici zareni patii UV zareni, viditelné svétlo, mikrovlny a radiové viny.

Ionizujici zareni ma dostatek energie postacujici k ionizaci atomt nebo molekul ozarené
latky. Toto zafeni zahrnuje vysokoenergetickou ¢ast elektromagnetického spektra (zareni

gama a rentgenové zareni) a ¢astice vznikajici pri rozpadu nestabilnich radionuklidi.

Zareni alfa

Alfa ¢éstice jsou kladné nabité a sklddaji se ze dvou protonti a dvou neutroni (jadra helia)
pochézejicich z jader rozpadajicich se prvka (napf. uranu, radia a polonia). Heliova jadra

jsou i slozkou slunec¢niho vétru.
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Ackoli maji vysokou energii, jsou mélo prirazné a jejich zivotnost je pomérné kratka. S tim
souvisi i jejich uc¢inky na zdravi. Nepronikaji ani pres vnéjsi vrstvu ktze. Jsou-li vSak tieba
vdechnuty, pozreny nebo se do téla dostanou poranénim ktze, mohou zpusobit zavazné

poskozeni tkani.

Jsou tzv. husté ionizujici (vytvari az 2000 iontovych part / mikrometr tkané), tj. predavaji
veskerou svou energii do blizkych bunék a zptisobuji tak zavaznéjsi mistni poskozeni nez
ostatni druhy zareni.

Zareni beta

Beta zareni je tvoreno elektrony, které jsou emitovany z jadra atomu béhem radioaktivniho
rozpadu (napr. z radioaktivnich izotopu — tritia, uhliku-14, stroncia-90).

Beta c¢astice jsou sice pronikavéjsi nez céastice alfa, ale jimi vyvolané poskozeni neni tak
nebezpecné, jelikoz ionizuji fidéeji (zhruba 100 iontovych para / mikrometr tkané) a

poskozeni neni v prostoru tak soustredéné.

Prestoze mohou byt zastaveny vrstvou oble¢eni nebo tenkou vrstvou hliniku, nékteré jsou
schopny proniknout kuzi, poskodit ji a vytvorit popéleniny.

Zareni gama

Gama zafeni je vysoce energetické elektromagnetické zareni, jehoz casticemi jsou fotony,

ale na rozdil od vyse zminénych méa vlnovy charakter.

Gama paprsky vznikaji spolecné s alfa a beta ¢asticemi béhem nékterych radioaktivnich
premeén. Jsou také soucasti kosmického zareni. Ve vesmiru vznikaji interakei ¢astic se silnymi

magnetickymi poli.

Jsou zivotu nebezpecné, protoze mohou lehce penetrovat materidly zastavujici alfa a beta
zareni a musi tak byt odstinovany silné¢jsimi vrstvami materiali, nejlépe s vysokou hustotou

a vysokym atomovym ¢islem (napf. olovo, beton).

Rentgenové zareni

Stejné jako zareni gama je rentgenové zareni proud fotont, ale na rozdil od néj nepochazi
z rozpadu jadra, ale z interakci elektronti s hmotou. Zaroven miva mensi energii, a proto i

jeho schopnost penetrace je v porovnani s gama zarenim nizsi.

Pred skodlivymi tué¢inky tohoto zareni, jehoz prirozenym zdrojem je Slunce a dalsi
astronomické objekty, je Zemé chranéna ionosférou. Naopak uméle vyrobené rentgenové

zareni naslo hojné vyuziti v mediciné a stalo se tak soucasti kazdodenniho zZivota.
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Neutronové zareni

Dalsim typem ionizujiciho zareni je zafeni neutronové, které je tvoreno proudem volnych

neutront.

Tyto neutrony se mohou uvolnovat pri procesu Stépeni tézkych jader, kdy se jadro
puvodniho prvku rozpadne na dvé nova jadra a na nékolik neutronti, nebo mohou byt
vyrazeny z jadra prvku nabitou ¢dstici nebo fotonem (neutronové zétreni bylo objeveno jako
vysledek pozorovani pfemén jader beryllia na jadra uhliku pfi srazkach s alfa ¢asticemi).

Vznikat mohou i pfi beta plus rozpadu preménou z protonu za soucasného vzniku pozitronu

a elektronového neutrina.

Volny neutron je nestabilni, jeho zivotnost je pouze asi 13 minut, a spontanné se rozpada

na proton, elektron a elektronové antineutrino.

Neutrony jsou castice bez naboje a nemohou tedy ionizovat atomy stejnym zptisobem,
jako ionizuji ¢astice nabité. Casto se tedy oznacuji jako za¥eni nepiimo ionizujici, jenz
nejprve predava svou energii nabitym casticim, které teprve pak primymi ucinky na atomy
latku ionizuji.

Je-li neutron zachycen jadrem atomu, pfeméni tento atom na jiny nuklid, ¢asto radionuklid,
coz vede k dalsim stépnym reakcim. Pokud jsou takto produkovany dalsi neutrony, mluvime

o fetézové reakci. Energie produkované retézovou reakei je mozné vyuzit k vyrobé elektrické
energie v jadernych reaktorech rtzné konstrukce.

Lehkovodni reaktor VR-1 Vrabec, ve kterém jsme ozatovali zelvusky, pouziva jako palivo

uran-235 a spousti se pomoci neutronového zdroje typu Am-Be.

Stinéni proti neutronim obecné musi sestavat ze tii vrstev: vrstva lehkého materialu
bohatého na vodik (napf. polyetylén), vrstva kadmia nebo béru a nakonec vrstva olova.
7 hlediska u¢inkt zafeni na zivou tkan muzeme zareni rozlisit na husté a tidce ionizujici.
Zéareni tidce ionizujici zahrnuje zareni gama, beta a rentgenové.

Pti prichodu vodou nebo tkani vytvari asi 100 iontovych part / mikrometr, maji relativné
dlouhy dolet a vytvorené ionty jsou podél jejich drahy rozlozeny tidce.

Vétsinou zpusobuji poskozeni nepiimym ucinkem, pres radikaly vzniklé ionizaci vody.

Mezi husté ionizujici zareni fadime protony, alfa ¢astice a neutrony.

s v

Vytvari az 2000 iontovych para / mikrometr tkdné, ve které maji veelku kratky dolet, a
rozlozeni absorbované energie se tak déje na kratké draze blizko sebe. Poskozuji hlavné

piimym téinkem uklddanim velkého mnozstvi energie do bunék a tkani.
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1.2.2 UV zareni

UV zéreni je elektromagnetické vinéni s kratsi vinovou délkou nez mé viditelné svétlo,
avsak delsi nez ma rentgenové zareni. Jeho ptirozenym zdrojem je Slunce. Podle vlnové

délky jej muzeme rozdélit na UVA, UVB a UVC.
Biologické uc¢inky UV zafeni zavisi na energii fotontl, intenzité zareni, dobé trvani ozateni,
schopnosti absorpce zareni tkani a na citlivosti organismu.

Jeho negativni ucinky jiz byly zminény vysSe, mezi pozitivni patii syntéza vitaminu D

pusobenim na provitamin 7-dehydrocholesterol.

Ptirozenou ochranou organismu vici UV zafeni je napiiklad tvorba pigmentu melaninu, jenz
je produkovan koznimi bunkami melanocyty. Melanocyty obsahuji molekuly fotoreceptoru
rhodopsinu, ktery po zaznamenani UV zafeni uvolniuje ionty vapniku spoustéjici tvorbu
melaninu. Melanin pak dokaze UV zareni absorbovat a ochranit tak podkozni vrstvu pred

poskozenim.

UVA zareni
UVA zéareni pokryva oblast spektra mezi 315-400 nm. Tvori az 99 % UV zéfeni, které
dopadne na zemsky povrch.

Na rozdil od UVB a UVC neporusuje DNA piimo, muze ale vyvolat vznik radikali
a pusobit tak neprimo. Nadmérna expozice muze zpusobovat predcasné starnuti kize,

poskozeni oc¢i, zvysovat riziko vzniku rakoviny nebo snizeni imunity.

UVB zareni
Jako UVB zafeni se oznacuje zafeni o vinovych délkdch 280-315 nm. Az 95 % UVB zéareni
ze Slunce je zachyceno ozonovou vrstvou atmosféry, ¢ast vSak stale dopada na Zem.

U organismli miize zpusobit rizné zavazné popaleni kiize, jeji zrychlené starnuti nebo

rakovinu, zanéty oci a oslabeni imunitniho systému.

Jeho ucinky jsou zavaznéjsi nez ucinky UVA zareni, nebot ma schopnost primo poskozovat
a rozkladat bilkoviny a jiné organické slouceniny bunky. To miize vyustit v poskozeni

metabolismu nebo ke vzniku rakoviny, jednobunécéné organismy dokaze znicit iplné.

UVC zareni

UVC zateni o vlnové délce 100-280 nm je nejnebezpecénéjsim druhem UV zareni. UVC

nejkratsich vinovych délek ma jiz tolik energie, ze miize indukovat nékteré ionizacni reakce.
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Pro organismy se d& povazovat za zhoubné, jelikoz penetruje hloubéji do bunék a tkani.
Naslo tak vyuziti v germicidnich lampéach a je hojné vyuzivano k dezinfekci a sterilizaci.
Pii prichodu atmosférou reaguje s molekularnim kyslikem a podili se na tvorbé ozonu, a

proto na zem prakticky nedopada.

1.3 Biologické ucinky zareni

Podkladem pro tuto kapitolu byly predevsim stranky Statniho uradu pro jadernou
bezpecnost (Biologické u¢inky zareni na tkan [40]), AstroNuklFyzika (Zakladni veli¢iny
dozimetrie) [41] a studijni materidly Molekularni fyziologie genomu na MUNI (Biologické
ucinky zafeni na DNA)[42], [43].

1.3.1 Ug¢inky na tkan/DNA

Biologické uc¢inky zareni na tkan muzeme rozdélit na deterministické a stochastické (viz
tabulka 1.1.

Zavaznost deterministickych Gc¢inkt vzrasta s davkou po prekroceni urcitého davkového
prahu. Klinické projevy nastupujici casto kratce po ozafeni jsou dusledkem silného
poskozeni bunék, jejich (programované) smrti nebo senescence (trvaly blok bunééného
cyklu spojeny s produkei prozanétlivych pisobki) a nasledné dysfunkce tkané. Prikladem
muze byt akutni nemoc z ozafeni nebo radiacni zanét kiize. Protoze bunky v mitoze jsou
citlivéjsi nez bunky v interfazi, akutni postizeni se tyka predevsim tkani, v nichz probiha
rychlé bunééné déleni (krvetvorné organy, vystelka stfeva, kuze, vyvijejici se zarodek).

Kromé davkou determinované destrukce tkani zpusobuje zareni mutace v ndhodnych genech
v ¢asti bunécné populace. Pro tyto tzv. stochastické efekty se predpoklada bezprahovy,
linearni vztah mezi davkou a pravdépodobnosti vyskytu tc¢inku. Mizeme rozlisit mutace
gametické, které se tykaji zarodec¢nych bunék a které mohou byt preneseny do dalsi
generace, a mutace somatické tykajici se ostatnich organt a tkani a projevujici se jen
u jejich nositele. Vzhledem k ndhodnosti postizeni konkrétnich genti v jednotlivych bunkach
somatické mutace nevedou k dysfunkci tkané, vyjimkou jsou mutace podporujici nadorové
bujeni.

Jednotlivé tkané se lisi svoji citlivosti jak k deterministickym, tak stochastickym ucinkim.

Na kone¢ném vysledku piisobeni ionizujiciho zareni se podili i repara¢ni mechanismy majici
schopnost opravovat vzniklé poskozeni.
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Zavaznost poskozeni urcuje také to, jakym zptisobem byla davka zareni prijata.

Naptiklad uc¢inky zareni stejné davky budou mensi, bude-li davka rozdélena do nékolika
frakci nebo do delsiho ¢asového obdobi, nez kdyby byla aplikovana jednorazove.

Reakce je také odlisna pti lokdlnim a celkovém ozateni, kdy pri ozareni pouze ¢éasti téla
miize byt zachovana ¢ast kmenovych bunék, které pak mohou napomoci obnové ozarené

tkané. Rozdil je také pri vnitini a vnéjsi kontaminaci.

Jednotlivé tkané a organy nemaji stejnou citlivost k ozareni, tzv. radiosenzitivitu, a pri

stejné absorbované davce se tak v rtznych tkanich projevuji rozdilné tcinky:.

Lisi se i vnimavost k vyvolani cytogenetického efektu, coz se projevuje riiznou nachylnosti

ke vzniku nador.

U¢éinky Projevy

casné somatické nestochastické akutni nemoc z ozareni
akutni lokalni zmény;
akutni radiodermatitis;

poskozeni fertility

pozdni somatické | nestochastické nenadorova pozdni poskozent;
chronicka radiodermatitis;
zakal o¢ni Cocky

pozdni somatické | stochastické zhoubné nadory

pozdni genetické stochastické genetické ucinky u potomstva

Tabulka 1.1: U¢inky zéfeni na lidsky organismus, poskozeni vyvijejiciho se plodu je

z hlediska matky casnym ucinkem, z hlediska plodu muze jit i o i¢inek pozdni [40]

1.3.2 Zakladni veliciny dozimetrie

Dozimetrie ionizujiciho zareni se zabyva ucinky zareni na latku ve vztahu k druhiim
a vlastnostem interakci zareni s latkou a k mmnozstvi zareni, které je latkou pohlceno

(pohlcend energie =, davka®).

Mira fyzikalné-chemickych ucinkt zareni na latku a posléze i indukovanych ucinkt
biologickych je imérna koncentraci iont vzniklych v daném objemu latky. Tato koncentrace

iont je zase timeérna energii, ktera byla latce v .daném objemu zarenim predana.

Absorbovana davka D je energie ionizujictho zareni absorbovana v daném misté ozarované
latky na jednotku hmotnosti. Jednotkou je 1 J/kg, ktera se nazyva 1 Gray [Gy|. Protoze
biologicky uc¢inek zavisi na typu zareni a typu postizené tkané, zavadi se davkovy
ekvivalent H, nebo také ekvivalentni davka, jehoz jednotkou je 1 Sievert [Sv].
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Davkovy ekvivalent v uvazované tkani je dan souc¢inem absorbované davky D v daném
misté, jakostniho faktoru @) a radia¢niho vahového faktoru Wh.

Bezrozmérny jakostni faktor ) udava, kolikrat je dany druh zareni biologicky tc¢innéjsi nez
zareni fotonové — X nebo gama (za zéklad se bere rentgenové zareni o energii 200 keV').

Bezrozmérny radiacni vahovy faktor pak zohlednuje citlivost jednotlivych tkani a organt
(viz obrézek 1.12). Hodnoty téchto parametru jsou zndmy pro ¢lovéka, ale ne pro zelvusky,
proto jsou davky v literature udavany v jednotkach Gray s uvedenim typu pouzitého

zareni.

Obrazek 1.12: Prevod absorbované davky na ekvivalentni davku. Vynasobenim
absorbovanych davek jednotlivych tkani a organt jejich ptislusnymi radia¢nimi vahovymi
faktory zohlednujicich druh zafreni ziskame ekvivalentni davky. Tyto davky vynasobime
prislusnymi tkanovymi vahovymi faktory pro zohlednéni rozdila v citlivosti jednotlivych

organi a jejich soucin sec¢teme [44]

1.3.3 Biologické ucinky zareni na DNA

DNA, nositelka dédi¢né informace, neustale ¢eli poskozeni. Tento tzv. genotoxicky stres
muze byt zptsoben vnitfnimi i vnéjsimi faktory. Do prvni skupiny patii napriklad kyslikové
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radikdly a jiné reaktivni kyslikové formy vznikajici pti béznych metabolickych procesech;
do druhé rizné genotoxické chemikalie a vSudypritomnd radiace, tzv. prirodni radia¢ni
pozadi.

Pisobenim téchto mutagennich faktora mohou byt poskozeny jak baze DNA, tak kovalentni
vazby ve vldkné DNA (viz obrazek 1.13).

Obrazek 1.13: Druhy poskozeni DNA [45]

Béze mohou byt budto chemicky modifikované, nebo mize dojit k jejich ztraté (depurinace,
depyrimidinace). Pfikladem chemické preménény je deaminace C na U. Disledkem zmén
bazi muze byt chybné parovani bazi (anglicky mismatch), které pokud nebude opraveno,
povede ke vzniku mutace.

Pisobenim UV zareni mohou vznikat kovalentni vazby mezi sousednimi pyrimidinovymi
bazemi (T, C) a tvorit tak dimery, které mohou zpusobovat Spatné parovani bézi pri
replikaci nebo zastaveni replikace.

P1i poskozeni vldkna rozlisujeme 2 typy zlomia — jednofetézcové (poruseni vazby mezi

cukrem a fosfatovou skupinou) a dvouretézcové (dva jednoduché zlomy naproti sobé).

Nejnebezpecnéjsi jsou dvouvlaknové zlomy, protoze fragmenty DNA se mohou uvolnit a
ztratit. PTi pokusu o opravu mtize dojit také ke spojeni DNA z rtiznych oblasti genomu, a

to i z ruznych chromozom.

V jediné bunce za den vznikne az 70 000 poskozeni DNA, tzv. 1ézi (asi 55 000
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jednovlaknovych zlomi, 12 000 depurinaci), které se bunka snazi ruznymi mechanismy
odstranit, aby predesly mutacim a potencidlnim fatdlnim dusledkim (bunécné smrt).

Tyto mechanismy jsou specifické pro jednotlivé typy poskozeni. Nékteré jsou evolucné
staré, a proto je najdeme napt. u vSech eukaryot.

Obecné lze rici, ze aby chyba mohla byt opravena, musi byt nejprve rozeznana. Proteiny
rozpoznavajici poskozeni DNA obvykle nejsou s to chybu opravit, ale jsou s to primo nebo

nepiimo predat informaci o poskozeni repara¢nim enzymim.
Je-li DNA spravné opravena, vraci se do puvodniho stavu.

Pokud pri opravé dojde ke zméndm sekvence (zafazeni Spatné béze, ztrata baze — delece,
vlozeni bazi — inzerce) stava se léze mutaci (asi 1 z 1000, vétsinou Skodlivé), jez muze

ovlivnit dalsi funkce nejen na drovni bunky, ale i na trovni celého organismu.
Pokud se jedna o mutaci zarodecénych bunék, miize byt prenesena dokonce i na potomky.

Déleni bunék s nahromadénymi mutacemi miize vést ke vzniku rakoviny nebo jinych
onemocnéni, a proto se vyvinuly mechanismy, jak bunky, u nichz hrozi vznik mutaci

(neopravené 1éze), z reprodukce vyradit (viz obrézek 1.14).

Pati{ mezi né napriklad rizné typy programované bunééné smrti (konec zivota bunky)
nebo bunécna senescence (trvalé preruseni bunécného cyklu, bunka muze prezivat, avsak

ne se délit), le¢ ne vzdy jsou uéinné.

Nejlepsim zptisobem, jak se vyhnout dusledkiim poskozeni a netspésnych oprav, je
poskozeni predejit, a to napriklad zhasenim kyslikovych radikalt pomoci antioxidanti,
metabolizaci mutagent nebo pohlcovanim UV zareni pomoci pigmenti.

1.4 Rezistence zZelvusek vuci zareni

Zelvusky jsou extrémné odolné vici riznym druhim ionizujiciho zareni a nékteré druhy i
vuci UV.

Ackoli existuji i dalsi radiorezistentni organismy, nejsou pro vétsinu lidi tak zajimavé jako
praveé zelvusky. Na rozdil od zelvusek se totiz jedna prevazné o jednodussi jednobunécné
organismy jako archea a bakterie.

Tyto extremofilni organismy dokéazi prezit davky az tisice Gy, coz je v porovnani se savci
a Clovékem, u nichz se letdlni davka pohybuje v jednotkdch Gy, o nékolik fada vice (napf.
Deinococcus radiodurans 5 000 Gy, ¢lovek 4 Gy) [4].

Tolerance vuci ionizujici radiaci se napfi¢ kmenem zelvusek muze znacné lisit (viz tabulka

1.2), ale LD50, tj. davka, kdy dochézi k imrti 50 % jedincti, se zatim pro vsechny zkoumané
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Obrazek 1.14: Odpoved poskozenych bunék na stres. SASP a SAHF jsou biomarkery
senescence [46]

druhy pohybovala v tisicich Gy. Srovnani dat mezi studiemi je obtizné — lisi se nejen
délkou pozorovani po ozareni, ale i tim, jakd vyvojova stadia se v populaci nachéazela.

Obecné jsou limnoterestrické druhy povazovany za odolnéjsi nez druhy vodni. Predpoklada
se, ze jejich schopnost odolat vyssim davkam radiace souvisi se schopnosti prezit vysychani

[4].

Mechanismy branici fragmentaci DNA pfi vysychani a rehydrataci se uplatnuji i v ochrané
DNA proti radiaci.

Prestoze by se dalo ocekavat, ze v hydratovaném stavu budou zelvusky méné odolné
kvili radikalim vznikajicim ionizaci vody, pokusy ukazuji, Ze rozdily v odolnosti zelvusek
mezi hydratovanym a dehydratovanym stavem nejsou nijak markantni, mozna pravé kvuli

ochrannym mechanismim [47].

Experimenty na Hypsibius exemplaris ukazuji, ze vajicka jsou k radiaci daleko citlivéjsi
nez dospélci. Efekt je markantni zejména u vajicek obsahujici embryo v ¢asné fazi vyvoje.
Zpomaleni lihnuti je vidét jiz pti davce 50 Gy gama zafeni a snizena tspésnost pii ddvce
200 Gy. Vajicek ozarenych davkou 500 Gy se vylihlo méné nez 11 %. Pokud bylo embryo
v pozdéjsi fazi vyvoje, ddvka 500 Gy snizovala lihnuti pouze mirné (asi o 3 %).
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Dtvodem této citlivosti ¢asného embrya miize byt fakt, ze bunky vyvijejictho se organismu
se déli s vyssi frekvenci, nebo to, ze mechanismy bunécné ochrany jesté nejsou plné vyvinuty
nebo aktivovany [47].

Druh Stav | Ionizujici zareni LD50 Doba
Macrobiotus areolatus dehyd. RTG 5700 Gy | d+1
hyd. ~-zareni 4 700 Gy 18h
hyd. ~-zatreni 2500 Gy | 30d
. . . dehyd. y-zareni 3000Gy | 22 h
Richtersius coronifer .
dehyd. proud protonti 10240 Gy | 24 h
dehyd. RTG 2000Gyt | 7d
dehyd. sHe, 5iFe 2000 Gyt | 7d
hyd. ~-zareni 5000 Gy | 48 h
Milnesium tardigradum dehyd. v-zéfent 1400 Gy | 48 n
hyd. SHe 6200 Gy | 48 h
dehyd. sHe 5200 Gy | 48 h
Ramazzottius varieonatrus byd. 3H6 4000 Gy™ | 48 h
dehyd. sHe 4000 Gy' | 48 h
Hypsibiues dujardini hyd. ~-zareni 4180 Gy | 48 h
o o ] hyd. ~-zareni 1270 Gy | 48 h
Echiniscoides sigismundi o
hyd. ~-zateni 1 550 Gy 7d

Tabulka 1.2: Prehled strednich letalnich davek rtiznych druht zareni pro vybrané druhy
zelvusek. Echiniscoides sigismundi je druh motsky. Hyd. = hydratovany stav, dehyd. =
dehydratovany stav [4]

Jedna studie se zamérovala na pozorovani tzv. bystander efektu — vlivu primo ozarenych
jedincl na neozarené. Pritomnost zelvusek ozarenych zarenim gama méla negativni vliv

na preziti neozarenych jedinci. Mechanismus tohoto efektu je nejasny [48].

V roce 2007 se zelvusky staly prvnim zivocichem, ktery prezil vystaveni podminkam
kosmického prostoru [49].

Dehydratovani jedinci druhtt Richtersius coronifer a Milnesium tardigradum byli vyneseni
na nizkou obé&znou drdhu Zemé (258-281 km nad povrchem Zemé), kde byly po dobu

10 dnti vystaveni vesmirnému vakuu a kosmickému zateni.

Vzorky byly rozdéleny do nékolika skupin tak, aby pomoci filtri bylo mozné odstinit urcité
frakce zareni. Po navratu na Zem byly vzorky rehydratovany a vyhodnoceny.

Samotné vakuum nemeélo na preziti Zelvusek ani na kladeni vajicek a jejich nasledné lihnuti
vyznamny vliv, kdezto jedinci vystaveni kombinaci vakua a solarni radiace vykazovali vyssi

umrtnost a mensi schopnost reprodukce.

lyétsina jedincii se probrala do doby uvedené v tabulce 1.2

31



Ze zelvusek Milnesium tardigradum vystavenych smési UVA a UVB zafeni se 68 % probralo
béhem 30 minut, avsak nasledna timrtnost byla vysoka. Druhy den bylo nazivu méné nez
20 % jedincu a po 20 dnech méné nez 10 %.

V pripadé Richtersius coronifer tyto podminky prezil pouze jeden jedinec.

Celému spektru UV (116.5-400 nm) odolali jen tfi jedinci druhu Milnesium tardigradum.

1.4.1 Mechanismy ochrany
Proteiny Dsup

DNA, nositelka dédicné informace, je neustale vystavovana ruznym formam genotoxického
stresu vnitiniho i vnéjsiho pivodu, napf. pii metabolismu vzniklym reaktivnim kyslikovym

formam (reactive oxygen species, ROS) nebo radiaci.

Organismy si proto vyvinuly rizné efektivni ochranné a opravné (= reparacni) mechanismy
[4]. Vzhledem k vysoké frekvenci poskozeni DNA (napf. vzniku zlomu) ale v kazdém
organismu v prubéhu zivota v nékterych bunkach dochazi k nevratnému poskozeni

(neopravitelné 1éze, mutace).

Zelvusky, které ¢eli poskozeni DNA véetné rozsahlé fragmentace béhem vysychani, maji
nejen bézné opravné mechanismy, ale vyvinuly si i unikatni zptisob jak poskozeni predejit,
fragmentaci DNA potlacit a jak ji ubrdnit pred pfimymi (vznik DNA zlomt) i neprimymi
(vznik hydroxylovych radikdli) tcinky zareni[50].

To jim umoznuji proteiny rodiny Dsup (z anglického damage suppressor). Prvni byl
izolovany z Ramazzottius varieornatus a pozdéji byly pribuzné proteiny nalezeny i v jinych
druzich.

Dsup byl vytipovan jako potencidlni ochranny faktor na zdkladé toho, ze se nachéazel
v proteinové frakci obsahujici chromatin. Prokazana byla jeho vazba na DNA a jesté silnéjs

vazba na nukleozémy [50].

Bioinformaticka analyza aminokyselinové sekvence Dsup predpovédéla, ze tento protein je
vnitiné neusporadany, tj. nevytvari stabilni sekundarni strukturu. To spolu s pritomnosti
kladné nabitych aminokyselinovych zbytkii umoznuje tésnou vazbu na zdporné nabitou
DNA, ktera strukturu proteinu stabilizuje. Experimentalni data ukazuji, ze pro vazbu na
DNA je nutnd pritomnost C-terminalni domény. Zajimavé je, ze ta ¢ast, kterou se Dsup
vaze na DNA, se velmi podobd ¢asti proteint HMG (anglicky high-mobility group), které
se nachézeji pouze u obratlovcu.

Funkei i vlastnostmi podobny protein byl objeven u druhu Hypsibius exemplaris [50].

Ackoliv sekvenéni podobnost mezi Dsup a timto Dsup podobnym (Dsup-like) proteinem
je nizkd (24.5 %), pritomnost DNA véazici domény, predpovézené fyzikalni vlastnosti a
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pozice mezi pribuznymi geny v obou genomech ukazuji na to, ze obé varianty se vyvinuly
ze spolecného predka. Jsou to tedy tzv. orthology.

Ackoli dosud nebylo presné objasnéno, jakym mechanismem Dsup DNA chrani, predpoklada
se, ze ji obaluje a tvori tak jakysi stit fyzicky ji chranici namisto toho, aby plnil funkci
reparacniho enzymu [4]. Je mozné, Ze tento obal brani i tomu, aby doslo k oddéleni
prerusenych tetézci DNA.

Po prenosu DNA kédujici Dsup Ramazzottius varieornatus protein do lidské bunécné
linie vzniklé imortalizaci bunék embryondalni ledviny, vykazovaly tyto bunky znacné mensi

poskozeni nez kontrolni bunéénd linie neexprimujici Dsup (viz obrézek 1.15).

Po ozareni RTG zafenim o intenzité 10 Gy byly vzorky vyhodnoceny pomoci kometového
testu. Za indikator zlomu byly povazovany kratké fragmenty DNA, které vycestovaly
z jadra nejdéle (,na ohon komety*).

V burikdch exprimujicich Dsup ¢inil podil jednofetézcovych zlomi jen 16 % z veskeré DNA,
kdezto v kontrole ¢inil 33 %. Obdobnym zpusobem bylo zjisténo, ze pocet dvouretézcovych
zlomu v modifikovanych bunkéch ozarenych 5 Gy RTG zafeni predstavoval zhruba 21 %,
v burikdch kontroly asi 35 %.

RTG zateni miize bunééné struktury poskozovat bud pfimo preddnim energie, nebo

neprimym uc¢inkem pres vzniklé reaktivni kyslikové formy:.

Aby bylo mozné lépe posoudit ochranu proti reaktivnim kyslikovym formam, byly
bunécné linie vystaveny pusobeni peroxidu vodiku poskozujicim jen pres radikaly. Vznik
jednofetézcovych zlomit DNA byl proteinem Dsup potlacen ze 71 % na pouhych 18 % [51].

Exprese proteinu Dsup Ramazzottius varieornatus chrani pred poskozenim také DNA
rostlin [5].
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Obrazek 1.15: Vneseni genu pro ochranny protein Dsup chrani lidské bunky rostoucich
v Petriho miskach v zivném médiu proti radiaci. ROS — “reactive oxygen species”,
reaktivni kyslikové formy. Zahrnuji kyslikové radikaly vzniklé pii prichodu radiace vodnym
prostfedim [4]

Modry stit

Jak se zelvusky chrani proti vsudypritomnému UV zafeni, neni zatim zcela objasnéno.
U rodu Paramacrobiotus, konkrétnéji Paramacrobiotus BLR, souvisi ochrana s jeho

pigmentaci.

Cervenohnédé pigmenty absorbuji vysoce energetické UV zafeni. Kdyz se zafenim
excitované molekuly pigmentu vraci do zdkladniho stavu, vyzaruji neskodné modré svétlo
(viz obrazky 1.16 a 1.17). Pfirozena fluorescence v tomto pripadé slouzi jako jakysi $tit
(jako napriklad u koralu).

(a) Nomarského kontrast (b) Fluorescenéni mikroskopie

Obréazek 1.16: Paramacrobiotus BLR [52]
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Obrazek 1.17: Extrakt z nepigmentovanych zelvusek Hypsibius exemplaris a pigmentovanych

Paramacrobiotus BLR v lyza¢nim pufru pod UV zéfenim [52]

Experimenty s timto druhem zahrnovaly hodinové ozéareni germicidni UV lampou (emisni
maximum 253 nm, ddvka 4 kJ/m) a nasledné sledovani po dobu 30 dni. V pfipadé plné
pigmentovanych jedinci prezilo 60 %. Hypopigmentovani jedinci nejenze vykazovali slabsi

fluorescenci nez ti plné zbarveni, ale také nedokéazali prezit déle nez 20 dni.

Dalsim zajimavym zjisténim bylo, ze extrakt z pigmentovanych zelvusek dokazal zvysit
odolnost jinak k UV vysoce senzitivnimu nepigmentovanému druhu Hypsibius exemplaris.

Jedinci pro tyto pokusy byli izolovani z mechu tropické jizni Indie, kde hodnota UV indexu
muze dosahovat az 10 (v typicky letni den dévka asi 4 kJ/m). Je mozné, ze schopnost

fluorescence je formou adaptace na taméjsi podminky a ze hypopigmentovani jedinci ziji
hloubéji v mechu, kam nepronika tak velké mnozstvi UV zéareni [52].
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Kapitola 2

Experimentalni cast

2.1 Sbér vzorku

V obdobi od zafi 2022 do kvétna 2024 jsme nasbirali na riznych lokalitdch (viz obrazek
2.1) predevsim Zlinského, Olomouckého a Jihomoravského kraje pies 220 vzorku materidlu
pro izolace.

Vzorky zahrnovaly 188 mechi, zbylé vzorky zahrnovaly rizné mnozstvi lisejnik,
rozkladajictho se listi, pidy, vody nebo jatrovek pro pilotni experimenty. V téchto
doplnkovych vzorcich byly ojedinéle nalezeny pouze jednotky zelvusek, vétsinou mrtvych
a rozkladajicich se, a proto nebyly podrobnéji zkoumany a analyzovany. V dalsim sbéru
jsme se tedy zamérili pouze na mechy, ale k ostatnim typim materidlu se planujeme vratit,
protoze predstavuji prilezitost rozsitit druhové spektrum izolovanych zelvusek. Dva vzorky

mechu, HP a HOL, kde jiz byly pozorovany populace zelvusek, poskytl konzultant.

Vzorky jsme znacili ve vétsiné pripadu inicidlami nalezce a poradovym c¢islem.

2.2 Izolace zZelvusek

Zelvusky jsme z mechtl izolovali 2-3 dny pomoci Baermanovy nélevky (viz obrazek 2.2).
Nalevka je v horni tfetiné opatiena sitkem, na které se klade material na izolaci.

Aby se snizilo mnozstvi nezadoucich ¢astic ve vzorku, 1ze mezi biologicky material a sitko

vlozit vrstvu toaletniho papiru.

Na stopku nalevky je pripojena silikonova hadicka se sbérnou zkumavkou. Aparatura se
plni vodou.

Metoda je zalozena na aktivni migraci zelvusek z mechu do vody. V prostoru pod
sitkem zelvusky diky gravitaci klesaji do sbérné zkumavky. Jako alternativu jsme

36



Obrézek 2.1: Mapa zachycujici lokality sbéru vzorkt. Zluté oblasti znacf mista s nejvyssim
poctem sbhért

pouzivali aparatury fungujici na stejném principu jako Baermannova nalevka skladajici se

z 6jamkového panelu pro kultivaci bunék a plastovych inzerti se sitkem (viz obrazek 2.3).

Migraci zelvusek jsme navic podpotili vyvinutim teplotniho gradientu zahtivanim vzorku
shora pomoci vyhfivaci podlozky (35-50 °C) a chlazenim spodni ¢dsti nalevky v ledové
lazni. K chlazeni panelti s inzerty na 15 °C slouzi vodni chladic.

Vzhledem k tomu, Ze vzorek vyizolovanych zZelvusek byva zneciStén casticemi pidy a
fragmenty mechu, mnozi se v ném bakterie a kromé zelvusek do néj migruji i dalsi

organismy, je vhodné zZelvusky prenést do nového média (mineralni voda Volvic).

2.3 Predbézné urcovani pomoci mikroskopie

Vyizolované Zelvusky jsme pozorovali inverznim mikroskopem Olympus IX s kamerou

DP73 pri zvétseni 40x-400x a predbézné urcovali na troven rodu. K ziskani fotografii
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(a) Izola¢ni aparatura (b) Baermannova nalevka

Obrézek 2.2: Izola¢ni aparatura z Baermannovych nalevek

Obrazek 2.3: Sestijamkovy panel pro kultivaci bunék s plastovymi inzerty se sitkem

v ruznych rovinach fezu a ke sledovani autofluorescence jsme pouzivali automaticky
mikroskop Voyager 7000 (Yokogawa). Pro detailni zabéry bukalniho aparatu a drapku jsme
vytvorili trvalé preparaty, které jsme pozorovali pomoci skeneru skel SLIDEVIEW VS200
(Olympus).

Pro blizsi klasifikaci je obvykle zapotiebi experta a zvétseni 600-1000x.

Mezi hojné vyuzivané znaky k urcovani zelvusek patii napiiklad tvar drapkt a jejich
vzajemnd poloha (viz obrazek 2.4), pritomnost a pocet mikroplakoidi a makroplakoidi
nebo pérovitost kutikuly.

Pro detailni pozorovani téchto struktur je navic potteba znehybnéni Zelvusek a jejich trvala
fixace.

V nasich vzorcich jsme nejéastéji pozorovali zéstupce celedi Macrobiotidae (Macrobiotus,
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(a) Drapky ¢tvrtého paru koncetin (b) Drépky prvniho az tfetiho paru konéetin

Obrazek 2.4: Dréapky zelvusky rodu Paramacrobiotus, JN105

Paramacrobiotus, Mesobiotus) a Hypsibiidae (Hypsibius, Diphascon, Itaquascon), poté
zastupce rodu Milnesium, Ramazzottius, Echiniscus, Isohypsibius (viz obrazky 2.5, 2.6, 2.7,
2.8, 2.9 a déle obrazek S.13). Zelvusky se ndm podaiilo pozorovat v 78.87 % vyizolovanych
mech.

Souhrnnou ¢eled Macrobiotidae volime proto, ze ¢ast vzorkl byla studovana pouze
s pouzitim bézného svételného mikroskopu, coz neumoznuje presnéjsi urceni rodu. Pri
analyze vybranych zelvusek pri vétsim zvétSeni se ukazuje, ze celed zahrnuje rody

Macrobiotus, Paramacrobiotus a Mesobiotus.

Mezi dalsi organismy nachazejici se ve vzorcich patrili hlisti, vitnici, roztoci, drobni korysi,

prvoci, améby a vitenky.

Z dat jsme sestavili nékolik grafu popisujicich vzorky s jednotlivymi taxony zelvusek (viz
obrazky S.13, S.15, S.16 a S.17), data jsme ale dale hloubéji statisticky neanalyzovali,
nebot vzorky byly sbirdny v riznych ro¢nich obdobich (viz obrazek S.12 a tabulky S.14,
S.15 a S.16) a za ruznych piirodnich podminek. Déale proto, ze z lokality byl odebran
nejcastéji jen jeden vzorek mechu, a ne nékolik odlisnych z riznych mist lokality. Také
izola¢ni procedura pro jednotlivé vzorky se z diivodl optimalizaci a zefektiviiovani lisila

v case. Ekologicka studie ani nebyla cilem naseho projektu.
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(a) Vzorek JN20 (b) Vzorek JN36

Obréazek 2.5: Zelvuska rodu Ramazzottius, zvétseno 200x

(a) Zelvuska rodu Macrobiotus, vzorek
JN38 (b) Zelvuska rodu Echiniscus, vzorek JN15

Obréazek 2.6: Zelvuska rodu Echiniscus a Macrobiotus, zvétseno 200x

(a) Vzorek JN17, svlecka s dospélcem a (b) Vzorek JN37, zvétseno 200x
tfemi vajicky, zvétseno 100x

Obrézek 2.7: Zelvuska rodu Milnesium
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(a) Zeleny kanal spektra (b) Cerveny kanal spektra

Obrazek 2.8: Zelvuska rodu Echiniscus, fluorescencéni mikroskopie, zvétseno 200x. Vsechny
nami studované zelvusky vykazuji autofluorescenci. Po ozareni UV svétlem emituji viditelné
svétlo v Sirokém rozsahu vlnovych délek.

(a) Zelvuska rodu Isohypsibius (b) Svlecka zelvusky rodu Hypsibius
Obrazek 2.9: Zelvuska rodu Isohypsibius a Hypsibius
Pocty zelvusek v izolatech se nejcastéji pohybovaly v rozmezi nizsich desitek, v nékolika

malo pripadech byly pritomny populace citajici pres sto jedinci. Nékteré mechy

neobsahovaly zelvusky vibec.

Kromé dospélct byla ve vzorcich pozorovéna i dalsi vyvojova stédia, jako jsou vajicka (viz
obrazky 2.10, 2.12 a 2.13) ¢i mladata (viz obrazek 2.11).
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Obréazek 2.10: Svlecka s vajicky. Modfe sviti stylety vyvijejicich se mladat. Oranzové
objekty jsou pravdépodobné zasobni bunky. Polariza¢ni mikroskopie, zvétseno 400x

Obréazek 2.11: Kutikula s lihnoucimi se jedinci, Nomarského kontrast, zvétseno 400x

Obrazek 2.12: Vajicka celedi Macrobiotidae, fluorescenéni mikroskopie
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Obrazek 2.13: Vajicka celedi Paramacrobiotidae, fluorescenéni mikroskopie

(a) V prochézejicim svétle (b) Fluorescen¢ni mikroskopie

Obrazek 2.14: Vzorek JN36

(a) V prochazejicim svétle (b) Fluorescen¢ni mikroskopie

Obrézek 2.15: Mesobiotus, vzorek HOL
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(a) V prochézejicim svétle (b) Fluorescen¢ni mikroskopie

Obrazek 2.16: Paramacrobiotus, vzorek JN105

Obrazek 2.17: Zelvuska tvoiici vajicka, vzorek JN36

Obrazek 2.18: Parmacrobiotus v prochazejicim svétle, vzorek HP
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2.4 Barkoédovani DNA

Tradicni metody taxonomie mikroskopickych bezobratlych zalozené na analyze
morfologickych charakteristik jsou casové narocné, subjektivni a nachylné k chybam.
Morfologicka taxonomie zelvusek je obzvlasté obtizna, druhy jsou casto rozliSovany
na detailech usporadani tstniho aparatu a drapkt. Proto jsme pristoupili i k analyze
sekvenci DNA, takzvanému barkdédovani, které nabizi podstatné spolehlivéjsi identifikaci
druhi.

Barkédovani DNA funguje na principu porovnavani sekvence DNA z konkrétni ¢asti genomu
urcovaného organismu s jiz znamymi sekvencemi pro jednotlivé druhy ulozenymi v databazi
(viz obrazek 2.19). Vhodné sekvence by mély vykazovat minimdalni vnitrodruhovou
variabilitu a vysokou mezidruhovou variabilitu. Kromé gentt pro ribozoméalni RNA
(18S rRNA, 28S rRNA) se pouzivaji i sekvence vybrané pro uzsi skupiny taxont.
Nejvice pouzivanou oblasti genomu u zivoc¢ichti je gen pro podjednotku I mitochondrialni
cytochrom ¢ oxidazy (COX1), zatimco u rostlin a hub jsou ¢asto pouzivany oblasti internich
transkribovanych spaceru (ITS).

Obrazek 2.19: Schéma postupu pii DNA barkédovéani [53]

2.4.1 Provedeni DNA barkédovani v nasem projektu

Prvni krokem DNA barkédovani je izolace DNA z biologického vzorku. Timto vzorkem
byly jednotlivé Zelvusky nebo malé populace pochazejici z izolaci z mechti nebo z kultury.
Zelvusky byly polapené pomoci mikropipety a opakované prenaseny do ¢istého média
(minerdlni voda Volvic). Toto umoznilo alespon ¢édstecné se zbavit dalsitho materialu
s obsahem DNA. Kutikula zelvusek byla narusena pomoci inzulinové jehly o priaméru
0,30 mm, aby se do média uvolnily jednotlivé bunky.

Nasledné byl pridan extrakéni pufr, ktery zajistil popraskani cytoplazmatickych membran.
K dalsimu rozruseni tkani byla pouzita metoda opakovaného vystavovani nizkym teplotam
(-80 °C v hlubokomrazicim boxu, 15 minut) a vysokym (55 °C v termocycleru BIORAD
C1000 Touch™ Thermal Cycler, 15 minut). Tento proces se opakoval celkem ¢tytikrat.

DNA byla izolovana pomoci komeréni sady Quick-DNA™ Microprep Plus Kit obsahujici
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kolonku se sorbentem vazicim DNA a pufry. Vzorek byl nanesen na kolonku, na
které se DNA zachytila. Pritok pufri kolonkou byl urychlen centrifugaci. Promyvaci
kroky jednotlivymi pufry v sadé podle navodu umoznily zbavit se nezadoucich slozek
vzorku. Ve findlnim kroku byla ¢ista DNA vymyta eluénim pufrem do mikrozkumavky.
Amplifikace DNA pro cilové geny COX1, 18S rRNA a 28S rRNA pomoci PCR probihala
v termocykleru s primery pievzatymi z literatury [54] (viz tabulka 2.1) a tzv. master mixem
obsahujicim dalsi komponenty pro PCR (polymerdzu, nukleotidy, hoicik, interkala¢ni
znacku SYBR green). Program zahrnoval tvodni denaturaci (180 s, 95 °C) a 40 cykla
skladajicich se z denaturacniho kroku (30 s, 94 °C), kroku umoziujiciho nasednuti primert
na DNA (30 s, 45 °C) a syntézy (60 s, 72 °C). Finalni enlongace trvala 360 s pii 72 °C.

Cilovy gen | Sekvence primeru v | Sekvence primeru v
primém sméru opac¢ném sméru

COX1 5-GGTCAACAAATC 5-TAAACTTCAGGGT
ATAAAGATATTGG-3" | GACCAAAAAATCA-3

28S rRNA 5-ACCTATTCTCA 5-GACTTCCCT
AACTTTAAATGG-3’ TACCTACAT-3’

18S rRNA 5-GCTTGTCTCA 3-CATTCTTGGC
AAGATTAAGCC-3’ AAATGCTTTCG-5’

Tabulka 2.1: Piehled pouzitych primert a cilovych gent [54]

Cistota PCR produktfi byla hodnocena pomoci elektroforézy v agarézovém gelu. Metoda
umoznuje rozdélit DNA ve vzorku na zakladé jejich velikosti. Po obarveni gelu barvivem
GelRed (Sigma Aldrich), které se vaze na DNA a sviti v UV svétle, byly gely preneseny
na translumindtor a vyfoceny (viz obrazek 2.20).

Sekvence byly ziskdny pomoci komercniho Sangerova sekvenovani (firma Seqme). Pred

odeslanim byly vzorky byly zbaveny pouzitych primert pomoci enzymu exonukleazy I a

alkalické fosfatazy (ExoCleanUp FAST PCR, firma VWR).

Vysledky pro skenovani byly ziskany zatim pro vzorky Paramacrobiotus HP. Pro ostatni
druhy, které byly podrobeny radia¢nimu experimentu, ¢cekame na vysledky.

Zvlast se sekvenovala DNA izolovana z 1 jedince a zvlast z 5 jedincti dohromady. Jedinci
pochézeli z udrzované kultury Paramacrobiotus HP. Ze stejného mechu byly pozdéji pro
sekvenovani ziskany dalsi dva vzorky, ze kterych byla DNA izolovana stejnym zpusobem

pro stejny pocet jedinct.

Sekvenovani bylo neuspésné pro cilovy gen COX1, nejspise z divodu nizké koncentrace
DNA. Pro tspésné sekvenované geny 18S rRNA a 28S rRNA bylo provedeno mnohonésobné
srovnani sekvenci ve formatu FASTA v programu TCoffee. Vystup ve formatu CLUSTAL
ukazal, ze sekvence pro kazdy gen z kultury a z mechového izolatu se shoduji kromé pocatkt
a konct zaznamu, coz je zpusobeno omezenim technologie. V nékolika pripadech pristroj
také neumeél nukleotid urcit jednoznacné. Nespolehlivé pocatecni a koncové sekvence byly
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Obrazek 2.20: Ukéazka rozdéleni PCR produktt pro sekvenci 18S rRNA pomoci elektroforézy
v agarozovém gelu. V draze zcela vlevo je standard velikosti

z FASTA souboru odstranény. Konsensova sekvence, kterd jiz neobsahovala sekvenacni
nejasnosti, byla ziskdna pomoci programu EMBOSS Cons. Konsensova sekvence byla
porovnana v programu BLAST se sekvencemi v databazi NCBI. Program BLAST dokaze

najit podobné sekvence pomoci parového srovnani.

Pomoci programu BLAST bylo pro oba geny 18S rRNA a 28S rRNA nalezeno vice nez
100 sekvenci, které patii zZelvuskam a maji podobnost vétsi nez 90 %. Byla vytvorena
tabulka (viz tabulka 2.2, obrazky 2.21 a 2.22) s deseti nejvice podobnymi sekvencemi
podle skére pro oba geny. Pokud se ve vysledcich objevilo vice sekvenci pro jeden druh,
byla vybrana sekvence s nejvyssim skore. Vyjimkou byl Paramacrobiotus richtersi, kde
bylo do tabulky zahrnuto vice genetickych variant. Pro kazdy druh, ktery se vyskytoval
jen v jedné ¢asti tabulky, byly dohledany podobné sekvence s nizsim skoére a doplnény
do tabulky. Podobné sekvence byly pro oba geny nalezeny pro 5 druhii zelvusek a jsou v
tabulce barevné oznaceny. Pokud sekvence pro dany druh nebyla nalezena i u druhého
genu, bylo to pravdépodobné z divodu, ze tato sekvence v databazi chybi a ne proto, Ze je
nepodobna.

2.4.2 Vysledky DNA barkédovani

Analyza sekvenci pro 18S a 28S rRNA geny potvrzuje to, ze zelvusky ze vzorku HP jsou
Paramacrobiotus. Uréit jednoznacné druh nebylo mozné z divodu velké evolu¢ni podobnosti
sekvenci pro oba primery. Lepsi informace by mohla poskytnout sekvence pro gen COX1.
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Gen Organismus Max. Pokryti Shoda Délka
skore sekvence sekvence

A: Paramacrobiotus metropolitanus 1611 100% 99.55% 3768

28S Paramacrobiotus richtersi group 1591  97% 99.88% 2123

rRNA | sp. NG-2008
Paramacrobiotus richtersi 1574 9% 99.54% 1349
Macrobiotus pallarii 1563  97% 99.31% 2123
Diaforobiotus islandicus 1507 99% 97.51% 897
Richtersius cf. coronifer 1483 99% 97.06% 883
Minibiotus sp. TarCPH28 1482 9% 97.57% 1315
Minibiotus gumersindoi 1478 9% 97.47% 2137
Adorybiotus granulatus 1426 97% 96.44% 1356
Hebesuncus ryani 1386 99% 94.96% 911
Acutuncus antarcticus 1386  99% 95.04% 896
Macrobiotus hufelandi group sp. 1380  97% 95.52% 2131
NG-2008

B: Paramacrobiotus richtersi group 1591  100% 100.00% 1767
sp, NG-2008

18S Paramacrobiotus fairbanksi 1591  100% 100.00% 1480

rRNA | Paramacrobiotus richtersi 1585  100% 99.88% 1814
Paramacrobiotus metropolitanus 1563  100% 99.42% 1817
Paramacrobiotus experimentalis 1555  100% 99.30% 895
Macrobiotus hufalendi 1546 100% 99.07% 1808
Paramacrobiotus arduus 1519  95% 100.00% 822
Paramacrobiotus depressus 1519  95% 100.00% 822
Paramacrobiotus aff. spatialis 1519 95% 100.00% 822
[Cal Guidetti et al. 2019]
Paramacrobiotus spatialis 1519 95% 100.00% 822
Macrobiotus pallarii 1511 100% 97.56% 1767

Tabulka 2.2: Srovnani sekvenci ¢asti genu 28S rRNA a 18 rRNA Paramacrobiotus HP

s databazovymi sekvencemi.

7 vysledkll vyplyva, ze se muze jednat o Paramacrobiotus richtersi nebo Paramacrobiotus
metropolitanus, pro které jsme zjistili vysokou shodu pro oba geny. Ale nemuzeme vyloucit,
ze se jedna o néktery druh, ktery mél stoprocentni shodu pro 18S rRNA, ale pro 28S rRNA
sekvenci v databazi nemé. Je také mozné, ze se jedna o zcela jiny druh, ktery jeste

v databazi sekvenci vibec nema.

Barevné oznaceni umoznuje snadno dohledat, pro které druhy byly nalezeny podobné geny

pro obé sekvence.
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Obrazek 2.21: Srovnani sekvenci genti v programu MView. Query je osekvenovany gen
Paramacrobiotus HP. Velikost sekvence udava méritko. Shoda = Seda barva, neshoda =
cervena a modra barva

Obréazek 2.22: Srovnani sekvenci genti v programu MView. Query je osekvenovany gen
Paramacrobiotus HP. Velikost sekvence udava méritko. Shoda = Seda barva, neshoda =

¢ervena a modra barva

2.5 Kultivace zelvusek

Problematika kultivace zelvusek je dosti komplexni vzhledem k tomu, ze kazdy druh
vyzaduje pro své rozmnozovani specifické mikroklima. Neexistuje proto univerzalni zpiisob
jejich chovu v laboratornich podminkach [2].

Eutardigradni druhy se chovaji v kultiva¢nich panelech nebo Petriho miskach v Chalkneyho
médiu s pudnim extraktem nebo v riznych mineralnich vodach (napt. Volvic) za riznych
svetelnych a teplotnich podminek. Pohyb je usnadnén zdrsnénim povrchu kultivac¢ni nadoby
(napf. smirkovym papirem). Alternativou je péstovat zelvusky na agaru prekrytém vyse
uvedenym médiem.

cyklus vyzaduji vysychani, na které jsou v prirozeném prostredi zvyklé [55].

Potravou pro bylozravé druhy a nékteré juvenily dravych druht byva mikroskopické rasa
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(obvykle Chlorella spp., Chlorococcus spp.), ale popsano je také krmeni mechem. Pro dravé
druhy to jsou napt. hlisti, vifnici a jiné zelvusky.

Abychom zajistili stalé populace vyuzitelné pro nase experimenty, pokusili jsme se kultivovat
zelvusky rodu Milnesium, Ramazzottius, Macrobiotus, Paramacrobiotus a FEchiniscus

pochéazejici z izolaci.

Zelvuskdm v 6jamkovych panelech pro kultivaci bunék v mineralni vodé Vovic byla
nabidnuta Chlorella vulgaris a kultura Caenorhabditis elegans obsahujici jak larvalni
stadia, tak dospélce. Panely byly umistény do inkubatoru o teploté 17 °C. Zatimco
jedinci Milnesium, Ramazzottius, Echiniscus obvykle umirali béhem 1-2 tydnt, jedinci
Macrobiotus a Paramacrobiotus prezivali 2-6 mésicti. Tvorbu vajicek jsme pozorovali
u zelvusek Paramacrobiotus HP. Vajicka se také uspésné lihnula (viz 2.23). Pozorovali

jsme také zasnubni chovani.

V soucasné dobé uspésné udrzujeme homogenni kulturu Paramacrobiotus HP, populace
dosahuje 500 jedinct.

Obréazek 2.23: Zelvuska lihnouc se z vaji¢ka v kultufe HP, zvétseno 400x

2.6 Studium odpovédi na stres

2.6.1 Priprava populaci

Pro stresové experimenty byly pouzity zelvusky Hypsibius exemplaris z laboratorni kultury
udrzované v mineralni vodé Vovic v plastovych kultivac¢nich lahvich bézné pouzivanych pro
péstovani bunék (firma TPP) a zelvusky izolované z mechti pomoci Baermannovy nélevky.
Populace byly izolovany z raju JN36, JN17, JN105, HOL a HP.

Rasy obsazené v kultute Hypsibius exemplaris byly odstranény odlitim vody z kultivaéni

lahve, pricemz aktivni Zelvusky se drzely na smirkovym papirem zdrsnéném povrchu a
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mohly pak byt z lahve ziskdny zvlast. Dalsi drobné nezadouci slozky kultivaéniho roztoku
byly odstranény centrifugaci, pri niz se zelvusky zkoncentrovaly na dné zkumavky.

Zivé zelvusky z vlastnich izolatt ziskanych pomoci Baermannovy nalevky byly vybrany
mikropipetou, zbaveny necistot a rozdéleny podle druhi. Uchovavany byly v mineralni

vodé Volvic.

Zelvusky byly rozdéleny do striptt s PCR mikrozkumavkami, na jednu mikrozkumavku
pripadalo 50 — 100 ul suspenze zelvusek v minerdlni vodé Volvic fedéné vodou v poméru
1:1. V téchto stripech probihalo ozarovani (viz obrézek 2.24) a vystaveni zvySené teploté.

2.6.2 Ogzarovani v jaderném reaktoru

Zelvusky jsme vystavili smési neutronového a gama zaieni v lehkovodnim reaktoru VR-1 na
FJFI CVUT. Vzorky byly do aktivni zény reaktoru spoustény vertikalnimi kanély. Stripy
PCR mikrozkumavek byly navazany na vlasec takové délky, aby po vlozeni do kanali byly
umistény primo ve stfedu aktivni zony reaktoru. Intenzitu davek v jednotlivych kanalech
uvadi tabulka S.1. Odbér vzorkt probihal v prfedem vybranych c¢asech vytazenim stripu
z kanalu a odstfizenim pfislusnych zkumavek (viz obrazek 2.25). Jako kontroly slouzily
stripy se zelvuskami polozené v mistnosti s reaktorem. Po ozateni byly zelvusky dopraveny
do Olomouce a rozdéleny do 384jamkovych desek (viz obrazek 2.26a). Ty byly umistény do
inkubatoru a v uréené dny fotografovany pomoci automatického mikroskopu Voyager 7000
(Yokogawa) (viz obrazek 2.26b).

Rozlozeni vzorki v destickdch a ostatni parametry jsou zaneseny v tabulkach S.2, S.3, S.4,
S.5,S.6, 5.7, 8.8, S.9, S.10, S.11, S.12 a S.13.

(a) Strip PCR mikrozkumavek (b) Odstfihavani jednotlivych zkumavek ze stripu

Obréazek 2.24: Ozarovani zelvusek
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(a) Volné (b) Usporddény a pfipraveny pro transport

Obréazek 2.25: Odstrizené zkumavky

(a) 384jamkové desticky s ozafenymi zelvuskami (b) Automatickd mikroskopie

Obrézek 2.26: Mikroskopie ozdrenych Zelvusek

Experiment 1

V listopadu 2022 jsme provedli pilotni experiment v reaktoru VR-1. Nejdelsi expozice
vzorki trvala 1 hodinu, celkovd maximélni davka byla 502 Gy pro Hypsibius exemplaris,
1229 Gy pro Milnesium sp. pochézejiciho z mechu JN17, 809 Gy pro Paramacrobiotus HP a
1653 Gy pro Macrobiotus ze vzorku JN36. Po ozareni byla desticka s zelvuskami uchovavana
v 15 °C. V zadném pripadé vsak nebylo dosazeno takové davky, po jejimz ptisobeni by
béhem 14 dni zemfelo vice nez 20 % ozafovanych jedincu.
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Experiment 2

Dalsi experiment, béhem néhoz byly zelvusky Macrobiotus JN36, Mesobiotus HOL a
Paramacrobiotus HP 8 hodin ozatovany pii vysokém vykonu reaktoru, probéhl v dubnu
2023. Maximalni davka ¢inila 22 000 Gy. Po ozareni byla desticka s Zelvuskami uchovavana
v 15 °C. Protoze davky LD50 byly pro Paramacrobiotus JN36, Mesobiotus HOL a
Paramacrobiotus HP 15 000 Gy a vysSe (asi 3x vySe, nez uvadi literatura), je mozné,
ze se zavéseny strip nedostal v kanalu do planovaného mista ozarovani s nejvyssi intenzitou
zateni. Nebyla ani patrna davkova zavislost. Experiment bylo tedy nutné opakovat.

Experiment 3

V dubnu 2024 jsme ozarovali zelvusky pri vysokém vykonu reaktoru (1670 Gy/h; gama
568 Gy/h, neutrony 1102 Gy/h v kandle s nejvyssi intenzitou zareni) 7,5 hodiny. Jednotlivé
mikrozkumavky obsahovaly celkem 400 jedinct Hypsibius exemplaris. Izolované zelvusky
z mechi JN105, JN36, HP a HOL byly ozafovany ve zkumavkach po 20-30 jedincich,
nasledné z kazdé zkumavky rozpipetovany do 2-3 jamek a inkubovany jednotné pii 17 °C.

Po provedeni experimentu byly zelvusky Hypsibius exemplaris rozdéleny do 3 desticek,
které byly umistény do rtznych teplot — 4 °C, 12 °C a 17 °C. Divoké zelvusky byly
preneseny do jedné desticky a uchovavany pri 17 °C.
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Kapitola 3

Vyhodnoceni stresovych experimenti

3.1 Detekce zelvusek

Desticky byly snimany pomoci automatického mikroskopu Voyager 7000 (Yokogawa) 3, 5,
6, 7, 10 a 14 dni po ozareni. P¥i sniméani jsme zelvusky fotografovali v nékolika rovinach
ostrosti (tzv. Z-stack) a nékolika intenzitach osvitu pro simulaci efektu odparu. V rdmci
jednotlivych dni byl také skenovaci program nastaven tak, aby vyfotografoval veskeré
jamky nékolikrat s preddefinovanymi ¢asovymi rozestupy. Za treti experiment z roku 2024
tak bylo nasnimano celkem 226 459 snimku (2.5 TB dat).

3.1.1 Detekce zelvusek za pomoci deterministickych metod

Navrhli jsme vlastni algoritmus detekujici zelvusky pomoci deterministickych metod.

Zkouseli jsme nékolik druhtt metod. Abychom dokéazala urcit, jaké pixely z obrazu patti
zelvuskam a jaké nikoli, vyzkouseli jsme metodu prahovani. Bohuzel jsme zjistili, ze pozadi

— jez je gradientni — nam hrubé zkresluje naslednou segmentaci.

Proto jsme prisli s ndpadem — gradient svétla z pozadi odecist. Jelikoz se ale troven
osvétleni 1isi snimek od snimku, neni mozné osvétleni urcit staticky; museli jsme tudiz

vymyslet robustnéjsi zpiisob.

Vytvorili jsme proto metodu, ktera nejprve aplikuje medianovy filtr s velkym konvoluénim
okénkem (napftiklad 5-10 % sitky/vysky obrdzku) na vstupni obrazek za cilem urceni
gradientu pozadi. Medianovy filtr se 1isi od ostatnich rozostiovacich filtrii zejména svou
dobrou schopnosti ignorovat malé objekty — diky tomu tak ur¢i jednoduse a presné celé
pozadi.

Jakmile jsme méli k dispozici pro kazdy obrazek i jeho pozadi, mohli jsme je vzajemné
odecist a ziskat to, co je oproti pozadi odlisné — zelvusky.
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Abychom zvysili robustnost deterministického rozpoznavaciho algoritmu, aplikovali jsme
konvolucné jesté Gaussovsky filtr pro rozmazani vsech objektt. Diky tomuto jsme
odfiltrovali nejmensi necistoty, velmi se lisici svou barvou od pozadi, a poté i vyhladili
kontury jednotlivych zelvusek.

Finalné jsme jiz vyuzili prahovani s automaticky urc¢enym prahem (Otsuova metoda).

Obrazek 3.1: Segmentace zelvusek za pomoci deterministickych metod

Metoda je diky adaptivnimu prahovani pomérné robustni a ve vétsiné pripadi funguje
spolehlivé. Avsak neumi si poradit, pokud se zelvusky drzi shlukt fas ¢i zbytka materidlu
z izolace. Z tohoto divodu jsme se rozhodli provést resersi i v oblasti umélé inteligence,

kterd je vici témto jevim rezistentni.

3.1.2 Detekce Zelvusek za pomoci umeélé inteligence
SAM

Abychom vyftesili problémy predchoziho feseni, provedli jsme resSersi v oblasti konvoluc¢nich
neuronovych siti. Vyhledali a otestovali jsme nékolik nejmodernéjsich technologii umeélé
inteligence véetné variant nejmodernéjsich feseni, jako naptiklad Segment Anything Model
od spolecnosti Meta.
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Tato na prvni pohled skvéla feseni vsak nebyla nikterak ic¢inna; stejné jako deterministické
metody tato feseni selhdvala zejména v urceni rozsahu segmentace (ten byl potiebny zadat

rucne).

Obrazek 3.2: Segmentace SAMu pro dva rizné rucné zadané parametry urcujici rozsah
segmentace od zadaného bodu

YOLO

Jelikoz predchozi feseni selhdvalo zejména na rozpoznavani shlukt zelvusek, zjistili jsme,
ze budeme pottrebovat vyuzit konvoluéni neuronové sité pro tzv. instancni segmentovani
(segmentace s detekei, zda pixel stejné tridy patii k objektu 1, 2 nebo 3). Z tohoto divodu
jsme vybrali rodinu Yolo (You Look Only Once), kterd je pravé pro tyto tucely svou
architekturou uzptisobena.

Zaroven jiz nabizi i predtrénované modely z datasetu Coco pro objekty z realného svéta
(¢lovek, auto, autobus, kolo, ..). To se na prvni pohled muze zdat jako nevyuzitelné pro
segmentaci zelvusek, avsak pravé diky tomuto si mizeme dovolit mnohonasobné zrychlit
zdlouhavy trénovaci proces neuronové sité. Diky predtrénovani se sit jiz nemusi ucit
zakladni koncepty jako rozpoznani hran objektti nebo barev ve svych prvnich vrstvach
neuronti; rovnou se mize zamérit na své posledni a ¢asto mensi vrstvy, které slouzi pro

klasifikaci cilového objektu.

Anotace

Abychom mohli natrénovat neuronovou sit, pottebovali jsme nejprve vlastni dataset obrazki.
Vyzkouseli jsme nékolik anotacnich programu (ImagelJ, Fiji, Roboflow, LabelMe, Labelimg,
..). Jako nejlepsi jsme vyhodnotili V7 Darwin, ktery oproti ostatnim disponuje nékolika
funkcionalitami pro jednoduché oznacovani (prehledné uzivatelské rozhrani, nastaveni
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Obrazek 3.3: Anotovany snimek Macrobiotus JN105 v programu V7

pracovniho postupu pro schvalovani anotaci, jednoduché exportovani anotaci do rtiznych
formati, nékolik Al néstroju zjednodusujicich oznacovani zelvusek (véetné implementace
SAM), souhrnné statistiky o anotovaném souboru dat, ...).

Natrénovani neuronové sité a detekce Zelvusek z experimentu

Pro kazdy morfologicky odlisny druh Zelvusek jsme natrénovali neuronovou sit zvlast.
Zjistili jsme, ze v pripadé hromadného trénovani ma neuronova sit horsi performanci a

nezvladne dobte rozlisit jednotlivé zelvusky od pozadi.

V anotac¢nim programu V7 jsme anotovali 112 snimki pro Hypsibius exemplaris, z ¢ehoz
18 (16 %) snimkt jsme poté pouzili pro validaci sité (viz priloha S.5). Pro vzorky JN105 a
HS jsme anotovali 285 snimki, z ¢ehoz bylo 45 (16 %) pouzito pro validaci (viz priloha
S.6).
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Obrazek 3.4: Instanéni segmentace neuronové sité Yolo v8 natrénované na anotacich snimk
s izolaty JN105 a HP

Obrazek 3.5: Instanéni segmentace neuronové sité Yolo v8 natrénované na anotacich snimk

Hypsibius exemplaris
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Po natrénovani neuronové sité jsme vytvorili predikce pro veskeré obrazky (konkrétné pro
Hypsibius ezemplaris to bylo 117 519 snimku a pro vzorky JN105 a HP 38 766 snimku).
Chytfe jsme vyuzili miry jistot (pg pro mrtvé a p; pro zivé zelvusky) udavané neuronovou
siti Yolo a vytvorili jsme si tak vlastni robustni metriku imrtnosti u pro vyhodnoceni
procentudlniho zastoupeni mrtvych zZelvusek oproti tém zivym néasledovné na jednom

snimku:

N
Zn:o pz,n
N N )
Zn:O p?l,n + Zn:O pl2,n

u =

Rovnice 3.1: Metrika timrtnosti

kde ng je poc¢et mrtvych a n; pocet zivych zelvusek na predikovaném snimku.

3.2 Extrakce LD50

Abychom dokazali korektné urcit hodnotu LD50, potrebujeme nejprve urcit spravnou
kiivku, kterou data prokladat.

Predpokladejme, ze kazda zelvuska umfte od urcité davky zareni. Abychom simulovali

rozmanitost prirody, tuto hodnotu uré¢eme z normalniho rozdéleni

d ~ N(p = 5000 Gy, o = 1000 G),

Rovnice 3.2: Urceni letalni davky d pro simula¢ni model

7 obrazku 3.7 muzeme vidét, ze se jedna o logistickou krivku, prifadime proto kazdému
snimku s zelvuskami davku d [Gy|, kterou byly v reaktoru ozafeny, a data prolozime
logistickou kfivkou.

A

M=y paa + P

Rovnice 3.3: Rovnice logistické funkce

kde A je maximalni moznd hodnota tmrtnosti dosazenda zelvuskami (z diavodu malych
nepresnosti neuronové sité se mize stat, ze neuronova sit nevyhodnoti iplné vsechny
zelvusky spravné, a proto toto ¢islo muze byt lehce mensi nez 100 %), B vyjadiuje tempo
ristu dosazené imrtnosti v zavislosti na zvysovani radiacni davky, C' urcuje radiacni davku

(v Gy), pri které zemfe presné 50 % zelvusek z A a D posun (dmrtnost kontrol).

Urceni vyse zminénych hodnot jsme provedli za pomoci optimalizace metodou nejmensich
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Obrazek 3.6: Zobrazeni 100 kiivek zavislosti smrtelnosti na davce pro kazdou zelvusku

zv]ast

Obrazek 3.7: Zobrazeni primérné krivky smrtelnosti pro 1, 10, 100 a 1000 zelvusek

¢tverci. Jelikoz to bylo mozné, do vizualiza¢nich grafii jsme v souvislosti s poslednim
védeckym statistickym trendem vykreslili veskeré datové body misto metod, které pouze

nejistotu aproximuji.

Diky interpretace parametru C z logistické kfivky mizeme jednoduse primo urcit

hodnotu LD50 z ozafovani.
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Obréazek 3.8: Ukazka findlni vizualizace dat imrtnosti s prolozenim logistickou kiivkou
3.3 Vyhodnoceni pohyblivosti zelvusek

Vyvinuli jsme dvé metody pro vyhodnocovani miry pohyblivosti zelvusek. Jako prvni jsme
se kvantifikovali pohyblivost zelvusek na zakladé predikovanych poloh Zelvusek z neuronové

sité za pomoci:

N \/(xnt — Tp t71)2 + (ynt — Yn t71)2

n=0

Rovnice 3.4: Metrika pohyblivosti zelvusek z dat z neuronové sité

kde t je cas sniméani dané jamky na dané desticce a x a y jsou souradnice centroidua
prislusnych zelvusek v prislusnych casovych bodech.

Jelikoz se nam vysledky zdaly pozoruhodné, vytvorili jsme pro ovéfeni jesté druhou metodu,
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ktera provadéla pouze diferenci jednotlivych obrazkt v ¢ase a nasledné filtrovala nejmensi
objekty za pomoci morfologickych operaci. Hodnotu do vysledné metriky (viz obrazek 3.9)
jsme poté urcili jako prameér vsech zmén mezi dvéma casovymi body, které byly vyssi nez

stanoveny prah.

Obrazek 3.9: Ukédzka zavislosti nenormalizované miry pohyblivosti zelvusek Hypsibius

exemplaris na ozafené davce

I pfi maximélni kategorizaci a rozdéleni (kterému se mimo jiné fika A/A testovani)
vysledku (dle druhu zZelvusek, teploty uschovani, ...) jsme zjistili, Ze neozarené zelvusky se
typicky pohybuji méné nez nez zelvusky ozarené malou davkou radia¢niho zareni. Tento
efekt vSak rychle mizi a s vyssimi davkami se primérna pohyblivost zelvusek snizuje.

3.4 Vyhodnoceni experimentt

LD50 po 7 dnech inkubace v 17 °C odectena z davkovych krivek byla pro Hypsibius
exemplaris 2 377 Gy (viz obrézek 3.10) a pro Macrobiotus JN105 6 288 Gy (viz obrazek
3.10). Pro druhy patfici do ¢eledi Macrobiotidae JN 36 a HP, které byly umistény
v kandlu/kandlech z nizs$i energie, se nepodarilo v experimentu LD50 doséhnout. Je
ale mozné konstatovat, ze presahovala 4 800 Gy. Pro druh HOL se nam nepodarilo
natrénovat dostate¢né robustni model neuronové sité, pravdépodobné z divodu velkych
rozdilit ve velikosti v ramci populace a nevyvazeného poctu snimkt zivych a mrtvych
zelvusek v anotac¢ni sadé. Prohlidka snimkt pouhym okem ukazuje, Zze hodnoty LD50
presahuji 3 000 Gy.
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Hodnoty LD50 jsou proto radovée stejné jako hodnoty pro gama zareni uvadéné v literature.
Zda se tedy, ze neutrony, které podle literatury poskozuji tkané s daleko vyssi icinnosti,

nezpusobuji zelvuskam tak velké poskozeni jako vyssim zivocichtim.

LD50 byla zavisla i na teploté, jedinci Hypsibius exemplaris po ozafeni ponechani ve 4 °C
(LD50 4 752 Gy) a 12 °C (LD50 4 200 Gy) méli mnohem mensi tmrtnost nez ti ponechani
pti 17 °C (2 377 Gy). Aktivita pti vyssich teplotdch moznda klade vétsi naroky na radiaci
poskozené struktury. Vyssi aktivita mozna vede i k tomu, Ze na opravné mechanismy neni
dost energie. Dalsim z vysvétleni by mohl byt i fakt, ze vyssi teploty pusobi priznivé na
rust bakterii pfitomnych ve vzorcich. Zarenim oslabené zelvusky tak mohou byt k infekeci
nachylnéjsi nez kontroly. V pribéhu ¢asu bylo mozné pozorovat umirani ozarenych populaci.
Hodnoty LD50 postupné klesaly. LD50 pro 4 °C v den 7. byla témér o 18 % nizsi oproti
dni 3, LD50 pro 12 °C témér o 25 % a LD50 pro 17 °C ve dni 7. byla vice nez o 50 % nizsi
oproti dni 3.

Obrazek 3.10: Davky LD50 pro Hypsibius exemplaris a a JN105 ménici se v zavislosti na
teploté a na casu

3.5 Teplotni sok

V laboratori konzultanta jiz pozorovali vysokou citlivost aktivnich forem vodniho druhu
Hypsibius exemplaris ke zvysené teploté. Zelvusky nepiezivaly hodinovou inkubaci pfi
teplotach pres 39 ° C. Zajimalo nas proto, jestli jsou limnoterestrické druhy podobné
citlivé. K nasemu experimentu byl pouzit gradientovy termocykler na PCR mikrozkumavky
(BIORAD C1000 Touch™). V kazdé mikrozkumavce bylo 5-10 zelvusek v 50 pl média

(mineralni voda Volvic zfedénd v pomeéru 1:1 destilovanou vodou).
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Béhem pilotnitho testu na podzim 2022 jsme sledovali odolnost zelvusek rodt
Paramacrobiotus, Milnesium a FEchiniscus izolovanych ze vzorkt mechi HP a JN36 na
1. radia¢ni experiment. Zelvusky prezivali teplotu 38 °C, dalsi testovana teplota 42 °C
byla uz letalni. Experiment jsme v dubnu 2024 opakovali s Zelvuskami ze vzorki HOL,
JN105, HP a JN36 ptripravenych na 3. radia¢ni experiment. U vzorktt Mesobiotus HOL a
Paramacrobiotus JN105 jsme sledovali vliv 8 teplot v rozmezi 35 °C az 44 °C. Zelvusky
prezivaly teplotu 38,5 °C, teplota 40,7 °C byla uz letalni.

Pro vzorky Paramacrobiotus HP a Paramacrobiotus JN36 jsme testovali pouze dvé teploty,
a to 40,7 °C a 44 °C. Teplotu 40,7 °C neprezila zadna zelvuska ze vzorku HP a ze
vzorku JN36 prezily 3 z 5 zelvusek. Teplota 44 °C byla letalni.

Limnoterestrické zelvusky v aktivnim stavu jsou tak viici vyssim teplotam podobné citlivé
jako vodni.
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Diskuze a zaveér

Zelvusky patii mezi nejodolnéjsi organismy. Jejich pieziti po vystaveni ionizujici radiaci
a extrémni teploté prokazala tada studii. Prekvapivé ale zatim nebyla publikovana
data o pusobeni neutronového zareni. Malo je také znamo o odolnosti aktivnich forem
k teplotnimu soku, publikované prace uvadi teplotni extrémy pro soudecky. Cilem naseho
projektu bylo doplnit tato bila mista.

Prvnim krokem experimentalni ¢asti byla izolace limnoterestrickych Zelvusek z 188 vzorkit
mechti; pomoci mikroskopickych technik jsme izolaty predbézné klasifikovali do celedi
Macrobiotidae a Hypsibiidae a dalSich 4 znamych rodua zelvusek — Milnesium, Echiniscus,
Ramazzottius a Isohypsibius. Z jednoho izolatu ¢eledi Macrobiotidae, rodu blize uré¢eného
jako Paramacrobiotus, se nam podarilo zalozit kulturu, v niz se Zelvusky tuspésné
reprodukuji. Toto orienta¢ni urceni jsme upresnovali pomoci DNA barkédovani. Finalni
vysledky zatim mame pro kultivovatelny izolat. Pouziti sekvenci pro 18S a 28S rRNA
umoznilo znacné zazit pocet moznych druht, ale nebylo dostatecné pro finalni rozhodnuti.
Pro tyto ucely by mohla byt lepsi vice variabilni sekvence COX1, pro kterou sekvenovani

nebylo zatim Uspésné.

Pro radiacni experimenty jsme pouzili vybrané limnoterestrické Zelvusky a vodni laboratorni
druh Hypsibius exemplaris. Ozarovali jsme je smési neutronii a gama zarenim v lehkovodnim
reaktoru VR-1.

Dle literatury se hodnoty LD50 pro gama zatfeni pro aktivni stadia riznych druhti v riznych
casovych bodech pohybuji mezi 1300-5000 Gy. Pro Hypsibius exemplaris literatura uvadi
LD50 po 48 hodinach 4 200 Gy. Protoze neutrony piisobi daleko vétsi poskozeni tkani nez
gama zafeni (pro clovéka az 10x vetsi), prekvapilo nés, ze davky dosazené pii pilotnim
experimentu (502-1653 Gy, 1 h) nemély na ozarené zelvusky vyznamny vliv.

Uspésné tieti ozafovani probihajici v kanéle s vysokym vykonem (1 670 Gy/h; gama
568 Gy/h, neutrony 1 102 Gy/h) zahrnovalo 7.5hodinovou expozici. Ozafené a kontrolni
zelvusky jsme nasledné fotografovali automatickym mikroskopem v 384jamkovych deskéch.
Snimky jsme vyhodnocovali pomoci konvolu¢ni neuronové sité, kterou jsme predtim
natrénovali na rozpoznavani zivych a mrtvych jedincti. Sit umoznuje nejen nalézt obdélnik

ohranicujici objekt, ale i priblizné obrysy objektu. D& se tedy pouzit k detekci pohybu.
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Pro Hypsibius exemplaris, JN105 a HP pracuje s vysokou spolehlivosti, pro dalsi rody
celedi Macrobiotidae sit stale vylepsujeme pro dosazeni obdobné kapacity.

LD50 po 7 dnech inkubace v 17 °C odectena z davkovych kiivek byla pro Hypsibius
exemplaris 2 377 Gy a pro Macrobiotus JN105 6 288 Gy (viz obrazek 3.10). Pro druhy
pattici do celedi Macrobiotidae JN 36 a HP, které byly umistény v kanalu/kanalech z nizsi
energie, se nam nepodatilo v experimentu LD50 dosdhnout. MiiZzeme ale konstatovat, ze
presahovala 4 800 Gy. Pro druh HOL se nam zatim nepodarilo natrénovat dostatecné
robustni model neuronové sité, pravdépodobné z duvodu velkych rozdila ve velikosti
v ramci populace a nevyvazeného poc¢tu snimkt zivych a mrtvych Zelvusek v anotac¢ni

sadé. Prohlidka snimkii pouhym okem ukazuje, Zze hodnoty LD50 presahuji 3 000 Gy.

Dosazené hodnoty odectené z vyslednych davkovych kiivek jsou tedy radové stejné jako
pro gama zareni uvadéné v literature. Zda se tedy, ze neutrony nezpusobuji zelvuskam tak

velké poskozeni jako vyssim zivocCichum.

LD50 byla zavisla i na teploté, jedinci Hypsibius exemplaris po ozareni ponechané ve 4 °C
(LD50 4 752 Gy) a 12 °C (LD50 4 200 Gy) méli mnohem mensi tmrtnost nez ti ponechani
pri 17 °C. Aktivita pri vyssich teplotach mozna klade vétsi naroky na radiaci poskozené
struktury. Vyssi aktivita moznd vede i k tomu, ze na opravné mechanismy neni dost energie.
Dalsim z vysvétleni by mohl byt i fakt, ze vyssi teploty ptisobi priznivé na rust bakterii
pritomnych ve vzorcich. Zarenim oslabené zelvusky tak mohou byt k infekci nachylnéjsi

nez kontroly.

V laboratori konzultanta jiz pozorovali prekvapivé nizkou odolnost aktivnich stadii vodniho
druhu Hypsibius exemplaris k teplotnimu stresu. Teplota, kdy po hodiné uhynulo vice
jak 50 % jedincu, nepresahla 39 °C. Zajimalo nas proto, jestli podobné citlivé jsou i

limnoterestrické zelvusky.

Vyse zminéné limnoterestrické druhy jsme proto vystavili 1 hodinu teplotnimu stresu
v rozmezi 35 °C az 44 °C. Pozorovali jsme silny negativni vliv rostouci teploty na preziti.
Zelvusky prezivaly 38.5 °C, teplota 40.7 °C byla letalni. Nizkd tepelna odolnost se zda byt
obecnou vlastnosti aktivnich stadii. Je také mozné, Ze teplota omezuje rozsiteni zelvusek v

prostredi.

Nase vysledky prohlubuji znalosti o odpovédi zelvusek na stres. Pozorovani vysoké odolnosti
k neutroniim nebylo zatim, podle nasich znalosti, publikovano. Novy je také popis nizké
odolnosti nékolika druhti aktivnich limnoterestrickych zelvusek vici teploté. Efektivni
protokol pro hodnoceni stresu v 384jamkovych destickdch pomoci automatické mikroskopie
a analyzy obrazu muze najit vyuziti napr. v toxikologickych studiich. Mozna by méla byt
i adaptace na dalsi mikroskopické bezobratlé. Proto siroké moznosti aplikace vidime v

ekotoxikologii.

Zjednodusena resersni ¢ast prace je soucasti online vyukového materialu pro stiedni skoly.
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Ten byl nabidnut 28 gymnéaziim, ktera se zapojila do mapovani zelvusek organizovaného na
Univerzité Palackého v Olomouci a kde studenti v praktickych cvic¢enich izolovali zelvusky.

Prezentace projektu a jeho vysledki

Cést literarni reserse byla pouzita jako podklad pro vytvoreni stranek o biologii Zelvusek
pro stredni skoly https://tardigrades.netlify.app/, kde je mozné najit i néktera
videa, ktera vznikla pri praci na tomto projektu.

Cést vysledki byla prezentovana na:

1. Konferenci mladych prirodovédci, Olomouc, 2023
Nazev prednasky: Odolnost zelvusek k radiacnimu a tepelnému stresu
Autori: Jakub Pavlik, Jitka Novakova, Tadeas Frycak
Ocenéno druhym mistem a cenou publika

2. 15th International Symposium on Tardigrada, Krakow 2022
Nazev prednasky: Tardigrade phenotype classification using neural networks
Autori: Vitek, Frycak, Fiirst, Lacey, Vavrusa & Voller

3. Konferenci Reaktor, Velké Karlovice, 2023
Nazev prednasky: Stress response in Hypsibius exemplaris
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Seznam pouzitych pristrojia

« automaticky mikroskop CV7000 (Yokogawa)
« centrifuga Jouan BR4I (Jouan)

o centrifuga Microstar 17R (VWR)

o elektroforéza SUB13 Mini-Plus (Hoefer)

o inverzni mikroskop s Nomarského kontrastem Olympus IX70 (Olympus), kamera
DP70

« lamindrni box MSC-Advantage (Thermo Fisher Scientific)

« laboratorni vaha Vibra AJ-420CE (Shinko Denshi)

o NanoDrop 1000 (Thermo Fisher) na méreni koncentrace DNA

« PCR Termocykler CFX96 Real-Time systém (Biorad)

« scanner mikroskopickych skel V52000 (Olympus)

 systém na foceni geli Odyssey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences)
 vortex V-1 plus (Biosan)

« zdroj k elektroforéze PowerPac Basic Power Supply (BioRad)
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Seznam pouzitého materialu

o 6, 24 a 96jamkové desky pro kultivaci bunék (TPP)

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

o DNA hmotnosti standard 100 bp Molecular Ruler (BioRad)

o DNA Electrophoresis Sample Loading Dye (BioRad)

o ExoCleanUp FAST (VWR) — precisténi PCR produktt pred sekvenaci

» GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) — barveni DNA v gelu

» mineralni voda Volvic

e podlozni a kryci skla

« polyvinyl alcohol mounting medium with DABCO®, antifading (Supelco)
e Quick-DNATM Microprep Plus Kit (Zymo Research) — izolace DNA

e SSoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (BioRad) — mastermix pro PCR
« stripy s PCR zkumavkami (P-lab)

o TAE elektroforeticky pufr
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Prilohy

S.1 Ozarovani — radiace v jednotlivych kanalech na

VR-1
Kanal | Experiment | Celkova davka | Gama zareni | Neutronové zareni
B5 1. 541 Gy/h 285 Gy/h 256 Gy/h
C2 1. 864 Gy/h 319 Gy/h 545 Gy/h
C3 1. 1327 Gy/h 456 Gy/h 871 Gy/h
E4 1. 1740 Gy/h 610 Gy/h 1130 Gy/h
C2 2. 1382 Gy/h 510 Gy/h 871 Gy/h
C3 2. 2123 Gy/h 730 Gy/h 1394 Gy/h
E4 2. 2782 Gy/h 975 Gy/h 1807 Gy/h
B3 3. 655 Gy/h 304 Gy/h 351 Gy/h
E3 3. 1670 Gy/h 568 Gy/h 1102 Gy/h
G3 3. 637 Gy/h 298 Gy/h 339 Gy/h

Tabulka S.1: Parametry zatfeni v jednotlivych kanalech reaktoru pri ozarovani
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S.2 Parametry finalniho ozarovani

exemplaris

D

E

F

G

H

I

J

K

L

Hypsibius

HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HE
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Tabulka S.2: Rozmisténi zelvusek v jednotlivych jamkach desticky

84



D E F G H I J K L M
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 CTRL CTRL
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 - -
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 - -
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 - -
B3 B3 B3 B3 E3 E3 E3 E3 - -

© 00 N0 bk W -
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N
>

Tabulka S.3: Oznaceni kanélu jaderného reaktoru (B3 a E3), ve kterych byly zelvusky z
jednotlivych jamek desticky ozarovany. CTRL znaci kontroly
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D E F G H | J K
14 14 14 14 60 60 60 60
14 14 14 14 60 60 60 60
60 60 60 60 90 90 90 90
60 60 60 60 90 90 90 90
150 150 150 150 120 120 120 120
150 150 150 150 120 120 120 120
210 210 210 210 150 150 150 150
210 210 210 210 150 150 150 150
270 270 270 270 180 180 180 180
270 270 270 270 180 180 180 180
300 300 300 300 210 210 210 210
300 300 300 300 210 210 210 210
360 360 360 360 240 240 240 240
360 360 360 360 240 240 240 240
375 375 375 375 270 270 270 270
375 375 375 375 270 270 270 270
392 392 392 392 300 300 300 300
392 392 392 392 300 300 300 300
420 420 420 420 330 330 330 330
420 420 420 420 330 330 330 330
450 450 450 450 360 360 360 360
450 450 450 450 360 360 360 360
464 464 464 464 417 417 417 417
464 464 464 464 417 417 417 417 - -
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Tabulka S.4: Doba [min], po kterou byly Zelvusky z jednotlivych jamek desticky ozatovany
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D E F G H I J K L M
1 70.9 70.9 70.9 70.9 268 968 268 268 0 0
2 70.9 70.9 70.9 70.9 268 968 268 568 0 0
3 304 304 304 304 852 852 852 82 0 0
4 304 304 304 304 852 852 852 82 0 0
5 760 760 760 760 1136 1136 1136 1136 0 0
6 760 760 760 760 1136 1136 1136 1136 0 0
7 | 1064 1064 1064 1064 1420 1420 1420 1420 0 O
8 | 1064 1064 1064 1064 1420 1420 1420 1420 0 O
9 | 1368 1368 1368 1368 1704 1704 1704 1704 0 0
10 | 1368 1368 1368 1368 1704 1704 1704 1704 0 0
11 | 1520 1520 1520 1520 1988 1988 1988 1988 0 0
12 | 1520 1520 1520 1520 1988 1988 1988 1988 0 O
13 | 1824 1824 1824 1824 2272 2272 2272 2272 0 O
14 | 1824 1824 1824 1824 2272 2272 2272 2272 0 O
15 | 1900 1900 1900 1900 2556 2556 2556 2556 0 O
16 | 1900 1900 1900 1900 2556 2556 2556 < 2556 0 O
17 | 1986.1 1986.1 1986.1 1986.1 2840 2840 2840 2840 0 O
18 | 1986.1 1986.1 1986.1 1986.1 2840 2840 2840 2840 0 O
19 | 2128 2128 2128 2128 3124 3124 3124 3124 0O O
20| 2128 2128 2128 2128 3124 3124 3124 3124 0 O
21| 2280 2280 2280 2280 3408 3408 3408 3408 - -
22 ] 2280 2280 2280 2280 3408 3408 3408 3408 - -
23 | 2350.9 2350.9 2350.9 2350.9 3947.6 3947.6 3947.6 39476 - -
24 | 2350.9 2350.9 2350.9 2350.9 3947.6 3947.6 3947.6 39476 - -

Tabulka S.5: Davka gama zéteni [Gy]|, kterou byly zelvusky v jednotlivych kandlech ozétreny
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D E F G H I J K L M
1 81.9 81.9 81.9 81.9 1102 1102 1102 1102 0 O
2 81.9 81.9 81.9 81.9 1102 1102 1102 1102 0 0
3 351 351 351 351 1653 1653 1653 1653 0 0
4 351 351 351 351 1653 1653 1653 1653 0 O
5 877.5 877.5 877.5 877.5 2204 2204 2204 2204 O O
6 877.5 877.5 877.5 877.5 2204 2204 2204 2204 O O
7| 12285 12285 12285 12285 2755 2753 2755 2735 0 0
8 | 12285 1228.5 12285 12285 2755 2755 2755 2735 0 0
9 | 1579.5 1579.5 1579.5 1579.5 3306 3306 3306 3306 O O
10 | 1579.5 1579.5 1579.5 1579.5 3306 3306 3306 3306 O O
11| 1755 1755 1755 1755 3857 3857 3857 387 0 0
12 | 1755 1755 1755 1755 3857 3857 3857 387 0 0
13 | 2106 2106 2106 2106 4408 4408 4408 4408 0 O
14 | 2106 2106 2106 2106 4408 4408 4408 4408 0 O
15 | 2193.75 2193.75 2193.75 2193.75 49539 4959 4959 4959 0 O
16 | 2193.75 2193.75 2193.75 2193.75 4959 4959 4959 4959 0 O
17| 2293.2 22932 22932 2293.2 5510 5510 5510 5510 O O
18 | 2293.2 22932 22932 22932 5510 5510 5510 5510 O O
19 | 2457 2457 2457 2457 6061 6061 6061 6061 O O
20 | 2457 2457 2457 2457 6061 6061 6061 6061 0 O
21 | 2632.5 26325 26325 26325 6612 6612 6612 6612 - -
22 | 2632.5 26325 26325 26325 6612 6612 6612 6612 - -
23 | 27144 27144 27144 27144 7638.9 T658.9 7658.9 76589 - -
24 | 27144 27144 27144 27144 7638.9 76589 7658.9 76589 - -

Tabulka S.6: Davka neutronového zateni [Gy|, kterou byly zelvusky v jednotlivych kanélech

ozareny
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D E F G H I J K L
1 152.8 152.8 152.8 152.8 1670 1670 1670 1670 0
2 152.8 152.8 152.8 152.8 1670 1670 1670 1670 0
3 655 655 655 655 2505 2505 2505 2505 0
4 655 655 655 655 2505 2505 2505 2505 O
5 | 16375 1637.5 1637.5 1637.5 3340 3340 3340 3340 0
6 | 16375 1637.5 1637.5 1637.5 3340 3340 3340 3340 0
7 | 22925 22925 22925  2292.5 4175 4175 4175 4175 0
8 | 22925 22925 22925 22925 4175 4175 4175 4175 0
9 | 29475 29475 29475 29475 2010 5010 5010 2010 O
10 | 2947.5 29475 29475  2947.5 2010 5010 5010 2010 O
11 | 3275 3275 3275 3275 5845 5845 o845 o845 0
12 | 3275 3275 3275 3275 5845 5845 o845 9845 0
13 | 3930 3930 3930 3930 6630 6680 6680 6680 0O
14 | 3930 3930 3930 3930 6680 6680 6680 6680 0O
15 | 4093.75 4093.75 4093.75 4093.75 7515 7515 7515 7515 0
16 | 4093.75 4093.75 4093.75 4093.75 7515 7515 7515 7515 0
17| 4279.3  4279.3 4279.3  4279.3 8350 8350 8350 8350 0
18 | 4279.3  4279.3 4279.3  4279.3 8350 8350 8350 8350 0
19 | 4585 4585 4585 4585 9185 9185 9185 9185 O
20 | 4585 4585 4585 4585 9185 9185 9185 9185 0
21 | 49125 49125 49125 49125 10020 10020 10020 10020 -
22 | 49125 49125 49125 49125 10020 10020 10020 10020 -
23 | 5065.3 5065.3 5065.3  5065.3 11606.5 11606.5 11606.5 11606.5 -
24 | 5065.3 5065.3 5065.3 5065.3 11606.5 11606.5 11606.5 11606.5 -

Tabulka S.7: Celkova davka zareni (gama a neutronového zéreni) |Gy, kterou byly zelvusky
v jednotlivych kandalech ozareny
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S.3 Parametry finadlniho ozarovani — divoké zelvusky

D E F G H I J
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
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>

10 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
11 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
12 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
13 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
14 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
15 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
16 | JN36 JN105 JN105 JN105 HOL HOL HP
17 | JN36 JN105 JN105 JN105 - HOL HP
18 | JN36 JN105 JN105 JN105 - HOL HP
19 - JN105 JN105 - - - -
20 - JN105 JNI105 - - - -
21 - JN105 JN105 - - - -
22 - JN105 JN105 - - - -
23 - JN105 JN105 - - - -
24 - JN105 JN105 - - - -

Tabulka S.8: Druhy divokych zZelvusek (JN36, JN105, HOL a HP) v jednotlivych jamkéch
desticky

90



D E F G H I J

1 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
2 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
3 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
4 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
5 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
6 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
7 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
8 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
9 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
10| G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
11 G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
12| G3 B3 B3 E3 G3 E3 G3
13| G3 B3 B3 CTRL G3 CTRL G3
14| G3 B3 B3 CTRL G3 CTRL G3
15| G3 B3 B3 CTRL G3 CTRL G3
16 | G3 B3 B3 CTRL G3 CTRL G3
17 | CTRL B3 B3 CTRL - CTRL CTRL
18 | CTRL B3 B3 CTRL - CTRL CTRL
19 - B3 B3 - - - -
20 - B3 B3 - - - -
21 - B3 B3 - - - -
22 - B3 B3 - - - -
23 - B3 B3 - - - -
24 - B3 B3 - - - -

Tabulka S.9: Oznaceni kanalu jaderného reaktoru (G3, B3 a E3), ve kterych byly zZelvusky
z jednotlivych jamek desticky ozarovany. CTRL znaci kontroly
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D E F G H I J
1214 14 120 12 120 12
12 14 14 120 12 120 12
60 60 60 180 60 180 60
60 60 60 180 60 180 60
150 150 150 240 150 240 150
150 150 150 240 150 240 150
240 210 210 300 240 300 240
240 210 210 300 240 300 240
300 270 270 360 300 360 300
300 270 270 360 300 360 300
360 300 300 420 360 420 360
360 300 300 420 360 420 360
420 360 360 420 420
420 360 360 420 420
460 375 375 460 460
460 375 375 460 460
392 392
392 392
420 420 - - - -
420 420 - - - -
450 450 - - - -
450 450 - - - -
464 464 - - - -
464 464 - - - -
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Tabulka S.10: Doba [min], po kterou byly zelvusky z jednotlivych jamek desticky ozatovany
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D E F G H I J
1 29.6 70.9 70.9 1136 59.6 1136 59.6
2 59.6 70.9 70.9 1136 59.6 1136 59.6
3 298 304 304 1704 298 1704 298
4 298 304 304 1704 298 1704 298
5 745 760 760 2272 745 2272 745
6 745 760 760 2272 745 2272 745
7 | 1192 1064 1064 2840 1192 2840 1192
8 | 1192 1064 1064 2840 1192 2840 1192
9 | 1490 1368 1368 3408 1490 3408 1490
10 | 1490 1368 1368 3408 1490 3408 1490
11 | 1788 1520 1520 3976 1788 3976 1788
12 | 1788 1520 1520 3976 1788 3976 1788
13 | 2086 1824 1824 0 2086 0 2086
14 | 2086 1824 1824 0 2086 0 2086
15 | 2284.7 1900 1900 0 22847 0 22847
16 | 2284.7 1900 1900 0 22847 0  2284.7
17 0 1986.1 1986.1 0 - 0 0
18 0 1986.1 1986.1 0 - 0 0
19 - 2128 2128 - - - -
20 - 2128 2128 - - - -
21 - 2280 2280 - - - -
22 - 2280 2280 - - - -
23 - 2350.9 2350.9 - - - -
24 - 2350.9 2350.9 - - - -

Tabulka S.11: Davka gama zareni [Gy]|, kterou byly zelvusky v jednotlivych kandlech

ozareny
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D E F G H I J
1| 678 81.9 81.9 2204 678 2204 67.8
2 | 67.8 81.9 81.9 2204 678 2204 67.8
3 | 339 351 351 3306 339 3306 339
4 | 339 351 351 3306 339 3306 339
5 | 847.5 8775 877.5 4408 847.5 4408 847.5
6 | 8475 8775 877.5 4408 847.5 4408 847.5
7 | 1356 12285 1228.5 5510 1356 5510 1356
8 | 1356 12285 1228.5 5510 1356 5510 1356
9 | 1695 1579.5 1579.5 6612 1695 6612 1695
10 | 1695 1579.5 1579.5 6612 1695 6612 1695
11 | 2034 1755 1755 7714 2034 7714 2034
12 | 2034 1755 1755 7714 2034 7714 2034
13 | 2373 2106 2106 0 2373 0 2373
14 | 2373 2106 2106 0 2373 0 2373
15| 2599 2193.75 2193.75 O 2599 0 2599
16 | 2599 2193.75 2193.75 O 2599 0 2599
17 0 2293.2 2293.2 0 - 0 0
18 0 2293.2  2293.2 0 - 0 0
19 - 2457 2457 - - - -
20 - 2457 2457 - - - -
21 - 2632.5  2632.5 - - - -
22 - 2632.5  2632.5 - - - -
23 - 2714.4 27144 - - - -
24 - 2714.4 27144 - - - -

Tabulka S.12: Davka neutronového zareni [Gy], kterou byly zelvusky v jednotlivych
kanalech ozareny
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D E F G H I J
1 | 1274 1528 152.8 3340 1274 3340 1274
2 | 1274 1528 152.8 3340 1274 3340 1274
3 637 655 655 5010 637 5010 637
4 637 655 655 2010 637 5010 637
5 | 15925 1637.5 1637.5 6680 1592.5 6680 1592.5
6 | 15925 1637.5 1637.5 6680 1592.5 6680 1592.5
7 | 2548 22925 22925 8350 2548 8350 2548
8 | 2548 22925 22925 8350 2548 8350 2548
9 | 3185 29475 29475 10020 3185 10020 3185
10| 3185 29475 29475 10020 3185 10020 3185
11| 3822 3275 3275 11690 3822 11690 3822
12| 3822 3275 3275 11690 3822 11690 3822
13 | 4459 3930 3930 0 4459 0 4459
14| 4459 3930 3930 0 4459 0 4459
15 | 4883.7 4093.75 4093.75 0 4883.7 0 4883.7
16 | 4883.7 4093.75 4093.75 0 4883.7 0 4883.7
17 0 4279.3  4279.3 0 - 0 0
18 0 4279.3  4279.3 0 - 0 0
19 - 4585 4585 - - - -
20 - 4585 4585 - - - -
21 - 4912.5 49125 - - - -
22 - 4912.5 49125 - - - -
23 - 5065.3  5065.3 - - - -
24 - 5065.3  5065.3 - - - -

Tabulka S.13: Celkova dévka zafeni (gama a neutronového zareni) [Gyl, kterou byly
zelvusky v jednotlivych kanalech ozareny
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S.4 Sbér — data, fotografie, kovyskyt, statistika

Obrazek S.11: Pocet nalezist dle druhu materidlu

Obrézek S.12: Sbér — Cetnost sbéru vzorku v zavislosti na case
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Obrazek S.13: Pocet nalezist dle taxonu zelvusek. Uvedeno je i kolik vzorkt neobsahovalo

zadné zelvusky

Obréazek S.14: Sbér — histogram poc¢tu druhti taxonti Zelvusek ve vzorcich
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Obrazek S.15: Spolecny vyskyt taxont. Jednotliva ¢isla znaci, v kolika pripadech se dané
taxony vyskytovaly ve vzorcich spolecné. Cisla lezici na thlopficce odpovidaji celkovému

poctu vyskyti taxonu ve vzorcich
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Obrazek S.16: Spole¢ny vyskyt taxoni — mechy. Jednotliva ¢isla znaéi, v kolika pripadech
se dané taxony vyskytovaly ve vzorcich spoleéné. Cisla lezici na thlopfi¢ce odpovidaji

celkovému poctu vyskyti taxonu ve vzorcich
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Obrazek S.17: Spolecny vyskyt taxonii — lisejniky. Jednotliva ¢éisla znaci, v kolika pripadech
se dané taxony vyskytovaly ve vzorcich spoleéné. Cisla lezici na thlopfi¢ce odpovidaji

celkovému poctu vyskyti taxonu ve vzorcich
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Obrazek S.18: Spolecny vyskyt taxont — listi. Jednotliva ¢isla znaci, v kolika pripadech
se dané taxony vyskytovaly ve vzorcich spoleéné. Cisla lezici na thlopfi¢ce odpovidaji

celkovému poctu vyskyti taxonu ve vzorcich

101



Obrazek S.19: Spolecny vyskyt taxoni — voda. Jednotliva ¢isla znaci, v kolika pripadech
se dané taxony vyskytovaly ve vzorcich spoleéné. Cisla lezici na thlopfi¢ce odpovidaji

celkovému poctu vyskyti taxonu ve vzorcich
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(a) JN1 (b) JN2 (c) JN3 (d) IN4

(e) JN5 (f) JNG (g) IN7 (h) JN8
(i) IN9 (j) IN10 (k) JN11 (1) JN12
(m) JN13 (n) JN14 (0) JN15 (p) JN16
(q) JN17 (r) JN18 (s) IN19 (t) IN20

Obrazek S.20: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 1
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(a) JN21 (b) JN22 (c) JN23 (d) JN24

(e) JN25 (f) IN26 (g) IN27 (h) JN28
(i) IN29 (i) N30 (k) JN31 (1) JN32
(m) JN33 (n) JN35 (o) JN36 (p) JN37
(q) IN38 (r) JN39 (s) IN40 (t) JN41

Obréazek S.21: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 2
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(a) JN42 (b) JN43 (c) IN44 (d) JN45

(e) JN46 (f) IN47 (g) IN48 (h) JN49
(i) IN50 (i) IN51 (k) IN52 (1) IN53
(m) JN54 (n) JN55 (0) JN56 (p) IN57
(q) JN58 (r) JN59 (s) IN6O (t) IN61

Obréazek S.22: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorkid — ¢ast 3
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(a) JN62

(e) JNG66

(i) IN70

(m) JN75

(q) JN79

(b) JN63

(f) IN67

(j) INT1

(n) JN76

(r) N80

(c) JN64

(g) JN68

(k) JNT72

(0) INTT

(s) JN81

(d) JN65

(h) JN69

(1) IN73

(p) INT8

(t) IN82

Obrézek S.23: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 4
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(a) JN83 (b) N84 (c) JN85 (d) JN86

(e) JN87 (f) JN8S (g) JN89 (h) JN9O
(i) JN91 (j) IN92 (k) JN93 (1) JN94
(m) JN95 (n) JN96 (0) JN97 (p) JNO8
(q) IN99 (r) JN100 (s) IN101 (t) IN102

Obrézek S.24: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 5
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(a) JN103 (b) JN104 (c) JN105 (d) JN106

(e) JN107 (f) JN108 (g) IN109 (h) JN110
(i) JN111 (j) JN112 (k) JN113 (1) JN114
(m) JN115 (n) JN116 (o) JN117 (p) JN118
(q) JN119 (r) JN120 (s) JN121 (t) JIN122

Obrazek S.25: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorkt — ¢ast 6
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(a) JN123 (b) JN124 (c) JN125 (d) JN126

(e) IN127 (f) IN128 (g) IN129 (h) JN130
(i) JN131 (j) IN132 (k) JN133 (1) IN134
(m) JN135 (n) JN136 (0) JN137 (p) JN138
(q) JN139 (r) JN140 (s) IN141 (t) IN142

Obrazek S.26: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 7
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(a) JN143 (b) JN144 (c) JN145 (d) JN146

(e) IN147 (f) JN148 (g) JN149 (h) JN150
(i) IN151 (j) IN152 (k) JN153 (1) JN154
(m) JP1 (n) JP2 (o) JP3 (p) JP4
(q) JP5 (r) JP6 (s) JP7 (t) JP9

Obrazek S.27: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorkt — ¢ast 8
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(a) JP10 (b) JP11 (c) JP12 (d) JP13

(e) JP14 (f) JP15 (g) JP16 (h) JP17
(i) JP18 (j) JP19 (k) JP20 (1) JP21
(m) JP22 (n) JP23 (0) JP24 (p) JP25
(q) JP26 (r) JP27 (s) JP28 (t) JP46

Obrézek S.28: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 9
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(a) JP65 (b) JP68 (c) JP69 (d) JP70

(e) JPT1 (f) JPT2 () JP73 (h) JP74

(i) JPT5

Obrazek S.29: Sbér — fotografie nalezist a odebranych vzorki — ¢ast 10
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(a) JN1

(e) JN8

(i) JN13

(m) JN17

(q) JN22

(b) JN5

(f) IN9

(j) IN14

(n) JN18

(r) JN23

Obrazek S.30: Sbér — fotografie vzorki — ¢ast 1
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(c) JN6

(g) JN11

(k) JN15

(0) JN20

(s) JN24

(d) IN7

(h) JN12

(1) JN16

(p) JN21

(t) JN25



(a) JN26 (b) JN27 (c) JN28 (d) JN30

(€) JN31 (f) IN35 (z) IN36 (h) JN37
(i) JN38 (j) JP1 (k) JP2 (1) JP5
(m) JP21 (n) JP68 (0) JP69 (p) JPT0
(q) JPT1

Obréazek S.31: Sbér — fotografie vzorki — ¢ast 2
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ID Datum | Vzorek | Mi. | Ec. | Ma. | Ra. | Is. | Hy. | Di. | It. | NA
JN1 | 11.09.2022 | mech X X X

JN2 | 12.09.2022 | mech X
JN3 | 12.09.2022 | mech X
JN4 | 13.09.2022 | mech X
JN5 | 15.09.2022 | mech X

JN6 | 15.09.2022 | mech

JN7 | 15.09.2022 | mech X X

JN8 | 16.09.2022 | mech X

JN9 | 17.09.2022 | mech X

JN10 | 17.09.2022 | mech X
JN11 | 17.09.2022 | mech X

JN12 | 17.09.2022 | mech X X

JN13 | 17.09.2022 | mech X

JN14 | 17.09.2022 | mech X X

JN15 | 21.09.2022 | mech X X X

JN16 | 21.09.2022 | mech X X

JN17 | 21.09.2022 | mech X X

JN18 | 23.09.2022 | mech be

JN19 | 23.09.2022 | mech X

JN20 | 21.09.2022 | mech X X X

JN21 | 21.09.2022 | mech X

JN22 | 24.09.2022 | mech X

JN23 | 24.09.2022 | mech X X

JN24 | 24.09.2022 | mech X

JN25 | 25.09.2022 | mech X

JN26 | 25.09.2022 | mech X
JN27 | 25.09.2022 | mech X

JIN28 | 25.09.2022 | lisejnik

JIN29 | 29.09.2022 | lisejnik X
JIN30 | 29.09.2022 | lisejnik X

JN31 | 29.09.2022 | lisejnik X X

JN32 | 30.09.2022 | mech X
JN33 | 30.09.2022 | mech X

JN34 | 30.09.2022 | mech

JN35 | 03.10.2022 | mech X

JN36 | 03.10.2022 | mech X X

JN37 | 03.10.2022 | mech X X

JN38 | 06.10.2022 | mech X

JN39 | 07.10.2022 | mech X
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Tabulka S.14: Prehled taxonii Zelvusek izolovanych ze vzorki — ¢ast 1




ID Datum | Vzorek | Mi. | Ec. | Ma. | Ra. | Is. | Hy. | Di. | It. | NA
JN40 | 07.10.2022 | mech X X
JN49 | 28.10.2022 mech X
JN50 | 21.10.2022 | mech
JN51 | 21.10.2022 | jatrovka
JN52 | 28.10.2022 | mech X
JN53 | 17.11.2022 | lisejnik
JN54 | 17.11.2022 | mech
JN55 | 17.11.2022 | mech X
JN56 | 18.11.2022 | mech
JN57 | 19.11.2022 | mech
JN5G8 | 19.11.2022 mech X X
JN59 | 19.11.2022 listi
JN60 | 24.06.2023 mech
JN61 | 28.06.2023 | mech
JN62 | 28.06.2023 mech X
JN63 | 02.08.2023 mech X
JN64 | 02.08.2023 mech X
JN65 | 02.08.2023 | mech X
JING66 | 02.08.2023 mech
JN67 | 02.08.2023 | mech
JN68 | 02.08.2023 | mech
JN69 | 02.08.2023 mech X X X
JN70 | 22.08.2023 | mech X
JNT71 | 22.08.2023 | lisejnik X
JNT72 | 17.08.2023 mech X
JN73 | 19.08.2023 | mech X
JN74 | 27.08.2023 voda X
JNT75 | 15.09.2023 | mech X
JNT76 | 15.09.2023 mech X
JNT77 | 15.09.2023 mech X
JNT78 | 15.09.2023 | mech X
JNT79 | 22.09.2023 | mech X X X
JNS80 | 22.09.2023 | mech X
JN81 | 26.09.2023 mech X X
JN82 | 26.09.2023 mech X
JN83 | 11.10.2023 | mech X X
JN84 | 20.10.2023 mech X X X
JN85 | 20.10.2023 mech X
JN86 | 25.10.2023 mech X
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Tabulka S.15: Prehled taxoni zelvusek izolovanych ze vzorka — c¢ast 2




ID Datum | Vzorek | Mi. | Ec. | Ma. | Ra. | Is. | Hy. | Di. | It. | NA
JN87 | 25.10.2023 | mech X X X X

JN88 | 02.11.2023 | mech X

JN89 | 16.11.2023 | mech X
JN90 | 16.11.2023 | mech X X

JN91 | 17.11.2023 | mech X

JN92 | 27.12.2023 | mech X

JN93 | 01.12.2023 | mech X

JN94 | 23.12.2023 | mech

JN95 | 29.12.2023 | mech X
JN96 | 29.12.2023 | mech X

JNOI7 | 29.12.2023 | mech X X

JN98 | 29.12.2023 | mech X X X

JN99 | 29.12.2023 | mech X
JN100 | 29.12.2023 | mech X

JN101 | 12.01.2024 | mech X

JN102 | 14.01.2024 | mech X X X

JN103 | 14.01.2024 | mech X X

JN104 | 14.01.2024 | mech X

JN105 | 18.01.2024 | mech X

JN106 | 27.01.2024 | mech X

JN107 | 27.01.2024 | mech X
JN108 | 27.01.2024 | mech X

JN109 | 27.01.2024 | mech X

JN110 | 27.01.2024 | mech X

JN111 | 10.02.2024 | mech X
JN112 | 10.02.2024 | mech

JN113 | 10.02.2024 | mech X

JN114 | 18.02.2024 | mech X

JN115 | 27.03.2024 | mech X

JN116 | 30.03.2024 | mech X

JN117 | 30.03.2024 | mech X

JN118 | 06.04.2024 | mech X X X

JN119 | 06.04.2024 | mech X

JN120 | 06.04.2024 | mech X
JN121 | 06.04.2024 | mech X X X

JN122 | 06.04.2024 | mech X

JN123 | 06.04.2024 | mech X
JN124 | 06.04.2024 | mech X

JN125 | 06.04.2024 | mech X X
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Tabulka S.16: Prehled taxoni zelvusek izolovanych ze vzorka — ¢ast 3




ID Datum | Vzorek | Mi. | Ec. | Ma. | Ra. | Is. | Hy. | Di. | It. | NA
JN126 | 06.04.2024 | mech

JN127 | 06.04.2024 | mech

JIN128 | 08.04.2024 | mech X

JN129 | 13.04.2024 | mech X

JN130 | 24.04.2024 | mech X

JN131 | 24.04.2024 | mech X X
JN132 | 24.04.2024 | mech X
JN133 | 24.04.2024 | mech X

JN134 | 24.04.2024 | mech X X X

JN135 | 24.04.2024 | mech X

JN136 | 24.04.2024 | mech X X X

JN137 | 24.04.2024 | mech X

JN138 | 24.04.2024 | mech X

JN139 | 24.04.2024 | mech

JN140 | 25.04.2024 | mech X

JN141 | 25.04.2024 | mech X

JN142 | 28.04.2024 | lisejnik X X

JN143 | 28.04.2024 | mech X

JN144 | 28.04.2024 | mech X X

JN145 | 28.04.2024 | mech X X

JN146 | 29.04.2024 | mech

JN147 | 29.04.2024 | mech X
JN148 | 29.04.2024 | mech X X

JN149 | 29.04.2024 | mech X X

JN150 | 29.04.2024 | mech X X X

JN151 | 4. 5. 2024 mech X

JN152 | 24.04.2024 | voda X
JN153 | 24.04.2024 | voda X

JN154 | 24.04.2024 voda X

HOL | 26.03.2024 | mech X

HP 26.03.2024 | mech X

JP1 | 26.09.2023 listi X
JP2 | 26.09.2023 listi X
JP3 | 26.09.2023 listi X
JP4 | 26.09.2023 listi X
JP5 | 30.09.2023 listi X
JP6 | 05.10.2023 | lisejnik X
JP7 | 30.09.2023 | mech X
JP8 | 30.09.2023 listi X
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Tabulka S.17: Prehled taxonii Zelvusek izolovanych ze vzorki — ¢ast 4




ID Datum | Vzorek | Mi. | Ec. | Ma. | Ra. | Is. | Hy. | Di. | It. | NA

JP9 | 02.10.2023 listi X
JP10 | 02.10.2023 listi X
JP11 | 02.10.2023 listi X

JP12 | 04.10.2023 listi
JP13 | 04.10.2023 listi
JP14 | 04.10.2023 listi
JP15 | 14.09.2023 listi
JP16 | 14.09.2023 listi
JP17 | 14.09.2023 listi
JP18 | 14.09.2023 listi
JP20 | 14.09.2023 listi
JP21 | 14.09.2023 listi
JP40 | 30.09.2023 | mech X
JP68 | 27.10.2022 | mech X
JP69 | 27.10.2022 | mech
JP70 | 27.10.2022 | mech
JP71 | 27.10.2022 | mech
JP72 | 27.10.2022 | mech X
JP74 | 27.10.2022 | mech
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Tabulka S.18: Prehled taxonit zelvusek izolovanych ze vzorkt — ¢ast 5. Mi. = Milnesium,
Ec. = Echiniscus, Ma. = Macrobiotidae, Ra. = Ramazzottius, Is. = Isohypsibius, Hy. =
Hypsibius, Di. = Diphascon, It. = Itaquascon, N = zadné zelvusky
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S.5 Anotovana datova sada — Hypsibius exemplaris
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Obrazek S.32: Datova sada k natrénovani neuronové sité pro rozpoznavani Hypsibius
ezemplaris. HEL = Zivi jedinci, HEE = svlecka, HED = mrtvi jedinci
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S.6 Anotovana datova sada — JN105 a HP
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Obrazek S.33: Datova sada k natrénovani neuronové sité pro rozpoznavani JN105 a HP.
MACL = zivi jedinci, MACE = svlecka, MACD = mrtvi jedinci, MACegg = vajicka
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S.7 Trénovani neuronové sité — Hypsibius exemplaris

Obrazek S.34: Metriky tspésnosti pti trénovani neuronové sité pro Hypsibius exemplaris v

zavislosti na trénovaci epose
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S.8 Trénovani neuronoveé sité — JN105 a HP

Obréazek S.35: Metriky tspésnosti pti trénovani neuronové sité pro JN105 a HP v zavislosti

na trénovaci epose
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S.9 Natrénovanad neuronova sit pro Hypsibius

exemplaris — matice zamény

Obrazek S.36: Matice zamény pro Hypsibius exemplaris. Na diagondle je mozné vidét,
jakou ¢ast objekti ve valida¢nich obréazcich klasifikovala neuronova sit spravné. Casti
nad/pod diagonalou zna¢i mnozstvi spatné klasifikovanych objekti (osa x = spravnd trida
z anotovanych dat; osa y = predikovand tfida z neuronové sité)
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S.10 Natrénovana neuronova sit pro JN105 a HP —

matice zamény

Obrazek S.37: Matice zdmény pro JN105 a HP. Na diagondle je mozné vidét, jakou cast
objekt ve valida¢nich obrézcich klasifikovala neuronova sit spravné. Césti nad/pod
diagonalou znac¢i mnozstvi Spatné klasifikovanych objektiu (osa x = spravnd trida z
anotovanych dat; osa y = predikovand tiida z neuronové sité)
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