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ZÁSOBNÍ BUŇKY A JEJICH ROLE VE FYZIOLOGII ŽELVUŠEK 

 

ABSTRAKT  

Želvušky (kmen Tardigrada) dokáží tolerovat řadu stresových podmínek 

(například téměř úplnou dehydrataci, vystavení extrémně nízkým i vysokým teplotám, a 

dokonce I otevřenému vesmírnému prostoru). Spadají tak mezi nejodolnější a radiaci-

nejresistentnější mnohobuněčné organismy. Jejich tělní dutina je vyplněna volnými 

zásobními buňkami (tzv. storage cells, SC). Jejich role při anhydrobióze želvušek je 

předmětem diskuzí. Hlavním cílem této práce je (i) analyzovat přítomnost mitózy u SC, 

(ii) najít faktory, které ovlivňují anhydrobiotické přežití želvušek a (iii) popsat 

ultrastrukturu SC a ultrastrukturu SC vystavených stresorům desikace a teplotnímu 

stresu. Modelovým druhem pro všechny studie je druh R. cf. coronifer. Jedinci tohoto 

druhu jsou jedi z nejhojněji probádaných s ohledem na anhydrobiózu. Pro tyto účely byla 

využita řada histochemických technik v kombinaci se SEM, TEM a konfokální 

mikroskopií.  

Za prvé, frekvence mitotického dělení SC želvušek je častější u juvenilních 

jedinců než u dospělců, a koreluje s růstovou fází jedinců. Výskyt mitózy je častější u 

jedinců v procesu ekdyze, ale celkový mitotický index je nízký. Dále, želvušky druhu R. 

cf. coronifer přežijí maximum šesti po sobě následujících cyklů desikace/rehydratace. S 

každým cyklem dochází k signifikatnímu snížení přežití jedinců, a po pátém cyklu k 

signifikatnímu snížení počtu ZB a zvýšení množství nesprávně tvořených soudečků 

(“semi-tun”). Želvušky tohoto druhu přežijí 6 měsíců dlouhou dehydrataci. Avšak 

teplotní stres snižuje přežití desikovaných želvušek. V souvislosti s desikací bylo 

pozorováno jen několik ultrastrukturálních změn v buňkách: (i) změna množství 

pigmentových granul a lipidových váčků v epidermálních buňkách, (ii) celkově svraštění 

všech buněk, (iii) zvýšení heterochromatinu SC, (iv) změna v densitě a obsahu zásobního 

materiálů v SC, (v) částečná ztráta jadérka.  SC aktivních jedinců obsahují velké jádro, 

rozlišitelné jadérko, ribosomy, mitochondrie, RER, GA, a velké autofagosomy. Lipidy a 

polysacharidy tvoří hlavní složku rezervního materiálu ZB. Závěrem, u želvušek druhu 

R. cf. coronifer lze ultrastrukturně rozlišit dva typy ZB: (i) typ I buňky, které jsou 

metabolicky aktivní a obsahují velké množství rezervního materiálu ve formě zásobních 

váčků, a typ II buňky, které reprezentují mladé, nediferencované stem-cell-like buňky. 

 

 

Klíčová slova: zásobní buňky, storage cells, coelomocyty, mitóza, želvušky, 

anhydrobióza, kryptobióza, Tardigrada, Richtersius coronifer, 
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STORAGE CELLS AND THEIR ROLE IN TARDIGRADE 

PHYSIOLOGY 

 

ABSTRACT 

Tardigrades possess remarkable tolerance to numerous stress conditions (e.g. 

almost complete desiccation, exposure to very low sub-zero temperature, heat stress and 

even exposure to space in low Earth orbit). Indeed, they are among the most radiation-

resistant multi-cellular organisms. The body cavity of tardigrades is filled with the 

storage cells (SC). Their role in anhydrobiosis has been discussed. The main objectives 

of this work were to analyse (i) the occurrence of mitosis in SC, (ii) the factors 

constraining anhydrobiotic survival, and (iii) the general ultrastructure of SC and their 

ultrastructure concerning the stress conditions. Our model species, R. cf. coronifer is one 

of the most extensively studied tardigrades concerning anhydrobiosis. Comprehensive 

histochemical techniques were used in combination with SEM, TEM, and confocal 

microscopy.  

First, mitotic divisions of tardigrade SC occur with a higher frequency in 

juveniles than in adults and correlate with animal growth. Mitosis is more frequent in 

moulting tardigrades, but the overall mitotic index is low. Furthermore, tardigrades of 

R. cf. coronifer can survive the maximum of 6 repeated desiccation cycles with 

significantly declining survival rate with repeated desiccations and significantly lower 

number of SC and more incorrectly formed tuns (“semi-tuns”) after the fifth desiccation 

cycle. Tardigrades of R. cf. coronifer survive 6 months of desiccation. Heat stress, 

however, decreases the survival rate of desiccated tardigrades. Only a few ultrastructural 

changes were observed concerning to desiccation: (i) change in pigmentation in 

epidermal cells, (ii) overall cellular shrinkage, (iii) increments of heterochromatin in SC, 

(iv) change in density and contents of reserve material in SC, (v) partially loss of 

nucleoli.  The SC of active specimens contain a large nucleus, distinct nucleolus, 

ribosomes, mitochondria, RER, GA, large autophagosomes. Lipids and polysaccharides 

are the main stored material in SC. Finally, two cell-types with different ultrastructure 

were defined in tardigrades of R. cf. coronifer: (i) type I cells are metabolically active 

and store nutrients in form of reserve spheres and type II cells that might represent 

undifferentiated stem-cell-like cells. 

  

 

Key words: storage cells, coelomocytes, mitosis, tardigrades, anhydrobiosis, tun 

formation, cryptobiosis, Tardigrada, Richtersius coronifer 
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ČESKÝ ODDÍL 

1. Úvod 

Želvušky (kmen Tardigrada) jsou mnohobuněční hydrofilní mikrometazoa (0.1–1.2 mm) 

ze skupiny Ecdysozoa (Jørgensen et al., 2018; Møbjerg et al., 2019). Jsou charakterizování jako 

méně známá skupina bezobratlých (Nelson, 2002). Na druhou stranu jsou dobře známí schopností 

přežít řadu nepříznivých podmínek ve formě ametabolického stavu, kryptobiózy, který je 

předmětem řady studií (Wright et al., 1992; Wełnicz et al., 2011). Přežijí kompletní desikaci po 

dobu 9-20 let (Westh and Ramløv, 1991; Jørgensen et al., 2007) a byly extrahovány z mechových 

vzorků zmrazených až 30 let (Tsujimoto et al., 2016). V anhydrobiotickém (desikovaném) stavu 

přežijí řadu extrémních environmentálních i laboratorních podmínek, jako například velmi nízké 

teploty (Hengherr et al., 2009, 2010), -80°C po dobu 30 let (Tsujimoto et al., 2016), a dokonce 

i teploty blízké absolutní nule  (Ramløv a Westh, 2001), vysoký osmotický tlak (Heidemann et 

al., 2016), ponoření v alkoholech o různé polaritě (Ramløv a Westh, 2001; Guidetti et al., 2012), 

velmi vysoké teploty až k +70°C po dobu 1 hodiny (Ramløv a Westh, 2001), biocidní plyn  

methyl bromid (Jönsson and Guidetti, 2001), nízký a vysoký hydrostatický tlak (Ono et al., 

2008), gamma-ozáření několik tisíc greyů (Gy) (Jönsson et al., 2005; Horikawa et al., 2009), 

ozáření ve formě těžkých iontů 
4
He (Horikawa et al., 2006), protonů (Nilsson et al., 2010), iontů 

železa a helia (Jönsson and Wojcik, 2017), vysoké dávky UV radiace (Jönsson et al., 2008; 

Altiero et al., 2011; Horikawa et al., 2013), a také vystavení podmínkám otevřeného vesmírného 

prostoru (Jönsson et al., 2008; Persson et al., 2011). Celkově želvušky patří mezi mnohobuněčné 

organismy s největší odolností vůči radiaci (Nilsson et al., 2013; Jönsson, 2019). Jejich výzkum 

má tak významný potenciál pro vývoj nových technologií v oblasti radio-protekce 

a kryoprezervace biologických materiálů. Jen několik málo studií využilo tohoto potenciálu 

pro studium efektu stresorů na živé organismy, zejména v oblasti biomedicíny (Guidetti et al., 

2012) a jen v nedávné době byla provedena transfekce tardigrade–specifických proteinů 

(RvLEAM, mitochondrial heat soluble, a MAHS) do lidských buněk (Hep-2). Došlo tak 

ke zvýšení tolerance transfekovaných buněk vůči hyperosmotickému stresu (Tanaka et al., 2015). 

Dalším z tardigrade-specifických proteinů je Dsup asociovaný s DNA, který byl transfekován 

do lidských embryonálních buněk ledvin (HEK293), čímž došlo k redukci poškození DNA 

vlivem iradiace o 40 %, a zvýšení viability těchto buněk (Hashimoto et al., 2016; Chavez et al., 

2019).  Ačkoli existuje několik hypotéz vysvětlujících toleranci želvušek vůči těmto podmínkám, 

nejsou jednotné a studium je limitováno na jen několik málo studovaných druhů. Přesné 

mechanismy jejich odolnosti nejsou dosud objasněny. 

 Aktuálně je popsáno přibližně 1300 druhů (Degma, 2019), vyskytujících 

se ve sladkovodních, terestrických i mořských prostředích. Jejich výskyt je však vždy vázán 

na tenký vodní film. Želvušky tvoří hlavní složku mikrofauny v meších a lišejnících (Halberg et 

al., 2009). Jejich tělo má pět tělních segmentů: hlavový a 4 trupové s párem končetin 

zakončených drápky nebo přísavnými disky o různém počtu a tvaru (Møbjerg et al., 2019). Jedná 

se o poměrně komplexní živočichy s dobře vyvinutou svalovinou, nervovým systémem, trávícím 

ústrojím a specializovaným vylučovacím a rozmnožovacím ústrojím (Nelson et al., 2005; 

Halberg and Møbjerg, 2012). Nemají však dýchací ani oběhový systém. Výměna plynů je 

umožněná difúzí přes kutikulu a epidermis. Oběhovou funkci přebírají zásobní buňky (SC) 

coelomového typu (body cavity cells, storage cells; Ramazzotti a Maucci, 1983; Jönsson et al., 

2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=We%C5%82nicz%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21440551


 
7 

Obecně lze říct, že buněčná biologie želvušek je zanedbaná oblast výzkumu i přesto, že 

několik studií zaměřených na buněčnou biologii bylo publikováno (Walz, 1973; Węglarska, 

1975; Dewel et al., 1993; Avdonina et al., 2007; Hyra et al., 2016a, b).  

 

 

2. Hypotézy a cíle práce 

SC želvušek jsou volně plovoucí buňky v lymfě tělní dutiny. U aktivních druhů jsou 

pasivně přesouvány tělní lymfou (Dewel et al., 1993; Reuner, 2010). Vyplňují tak prostor mezi 

orgány. Občas byla pozorována jejich adheze k bazální membráně jiných tkání (Węglarska, 1975; 

Dewel et al., 1993). Tyto buňky jsou zodpovědné za důležité fyziologické funkce (např. syntéza, 

shromažďování a transport živin) a jsou vysoce metabolicky aktivní (Szymaǹska, 1994; Poprawa, 

2006; Hyra et al., 2016a, b). Jejich tvar a obsah zásobních látek se může měnit (Hyra et al., 

2016a, b). Přesto dosud nebyly klasifikovány potenciálně různé typy SC jako je tomu u jiných 

buněk coelomocytového typu. Některé studie popisují důležitou úlohu těchto buněk 

při kryptobióze (Węglarska, 1975; Jönsson and Rebecchi, 2002; Reuner et al., 2010).  

Jelikož jsou studie želvušek prováděny jen na několika málo druzích, informací 

o případné klasifikaci, ultrastruktuře a specifické funkci těchto buněk a jejich potenciální roli 

v odolnosti želvušek vůči extrémním stresorům je dosud nedostatek.  Hlavním cílem mé 

disertační práce je přispět k poznání funkce zásobních buněk v souvislosti se stresovou tolerancí 

želvušek. Želvušky jsou někdy charakterizovaný jako organismy s konstantním počtem buněk 

v jejich adultním stádiu života (Gabriel et al., 2007; Guidetti et al., 2012). Zároveň jen několik 

studií potvrdilo dělení některých buněk (Bertolani, 1970a, b; Gross et al., 2018). Podmínky, 

trigger faktory buněčného dělení a detaily buněčného cyklu nejsou dosud objasněny. I s ohledem 

na to, že dosud nebyla vytvořená primární buněčná kultura želvušek, prvním dílčím cílem bylo 

verifikovat schopnost dělení SC a zjistit, jaké fenotypické znaky jsou asociovány s buněčným 

dělením (Paper I). Dalšími cíly (Paper II) bylo analyzovat: (i) schopnost želvušek přežít 

mnohonásobné desikace/rehydratace-cykly, (ii) potenciální efekt každého desikačního cyklu na 

morfometrické znaky jedinců a jejich SC, (iii) výskyt buněčného dělení po každém z cyklů 

desikace/rehydratace. Paper III je studií morfologických a ultra-strukturních změn spojených 

s anhydrobiózou. Studie uvádí 3D-rekonstrukci soudečku (tun formation), ultrastrukturu kutikuly, 

epidermis a vnitřních orgánů a jejich tkání, a zásobních buněk. Studie je také první, která 

potvrzuje nezávislost schopnosti tvorby soudečků i během ekdyze želvušek. Cíle Paper IV byly 

(i) porovnat ultrastrukturu zásobních buněk v aktivním a desikovaném stavu želvušek, (ii) zjistit, 

jaký efekt na SC má teplotní stres. Celkem jsou součástí předkládané práce 3 základní témata, 

a to: 1) mitóza v zásobních buňkách a eutelie u želvušek (Paper I a II), 2) Anhydrobióza u druhu 

R. cf. coronifer (Paper II, III, IV), 3) Ultrastruktura zásobních buněk (Paper III a IV). Zásobní 

buňky jsou pojícím elementem všech publikovaných článků. 

 

 

3. MATERIÁL A METODIKA 

3.1 Modelový organismus: Richtersius cf. coronifer  

R. cf. coronifer (Richters, 1903; Eutardigrada, Macrobiotidae) je modelovým druhem 

všech prezentovaných studií. Jedná se o limno-terrestrický herbivorní druh s dokumentovanou 
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vysokou schopností tolerance dehydratace (Jönsson and Rebecchi, 2002; Jönsson et al., 2005, 

2008). Tento druh je jedním z nejvíce studovaných druhů želvušek v oblasti anhydrobiózy 

(Westh and Ramløv, 1991; Jönsson and Guidetti, 2001; Jönsson et al., 2001, 2005; Ramløv and 

Westh, 2001; Ivarsson and Jönsson, 2004). Kromě své unikátní vlastnosti tolerance řady stresorů 

tento druh patří mezi jedny z největších (až 1000 µm).  

 

3.2 Studovaná oblast 

Jelikož vybraný modelový druh nelze dosud kultivovat v laboratorním prostředí, všichni 

jedinci v prezentovaných studiích byli izolováni z jejich přirozeného prostředí v oblasti ostrova 

Öland (jiho-východní část Švédska). Jedinci tohoto druhu žijí v meších (převážně druhu 

Orthotrichum cupulatum Hoffm. ex Brid.), které rostou na kamenných vápancových zídkách, a 

jsou vystaveny podmínkám rychlého vysoušení a změnám v humiditě (Jönsson et al., 2001).  

 

3.3 Sběr a analýza dat  

Pro pozorování mitózy (Paper I, II) byly želvušky fixovány a barveny in toto pomocí 

acetic-lactic orceinu (Tonzetich, 2004). U jedinců s nalezenými mitotickými buňkami byl počítán 

celkový počet zásobních buněk a poté vypočítán mitotický index (Paper I, II). Fenotypické 

znaky pro predikci mitózy v zásobních buňkách byly analyzovány u hydratovaných jedinců 

(Paper I) a v další studii (Paper II) take s ohledem na spojitost s opakovanou desikací. 

Shromážděná data pro charakteristiku fenotypických znaků obsahovala tato měření: délka buko-

faryngeálního aparátu, obsah střev (prázdná, plná), vývojový stupeň vajíček v gonádách, ekdyze, 

počet, tvar a velikost oocytů (Paper I and II).  

Soudečky (anhydrobiotický stav; Paper III, IV), rehydrované a teplototním stresem 

ovlivněné želvušky (Paper IV) byly analyzovány světelným mikroskopem, skenovacím 

a transmisním elektronovým mikroskopem (vytvořením semi- a ultratenkých řezů těl želvušek). 

Obsah polysacharidů, proteinů a lipidů v SC byl stanoven histochemickými barvícími technikami 

(PAS, Bonhag´s metoda, Sudan Black-B barvení a BODIPY 494/503, Litwin, 1985). 3D-

rekonstrukce soudečků byla vytvořena ze semi-tenkých řezů (500nm), které byly obarveny, 

vyfotografovány a zarovnány do správného pořadí a pozice (detaily popsány v Paper III, 

Material and method sekce). Paper IV obsahuje deskriptivní a experimentální část. Deskriptivní 

část je zaměřená na srovnání SC, resp. jejich ultrastruktury, mezi jedinci desikovanými 

a hydratovanými. Experimentální část je zaměřena na experiment vystavení želvušek dlouhodobé 

desikaci (6 měsíců) v kombinaci s teplotním šokem (50°C, 24h) s cílem zjistit efekt těchto 

stresorů na ultrastrukturu SC. Paper IV využívá konfokální mikroskopie pro zobrazení 

proliferujících a mrtvých buněk pomocí barvení s anti-phosphohistone H3-antibody a TUNEL 

assay.  

 

 

4 VÝSLEDKY a DISKUZE 

 4.1 Mitóza zásobních buněk 

Frekvence výskytu mitotických SC je větší u juvenilních než adultních jedinců. Navíc 

celkový počet SC je vyšší u adultních jedinců. Obě prezentované studie (Paper I, II), potvrdily 
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výskyt mitotických SC u 20% ze všech studovaných jedinců. Mitotický index (MI) SC je ovšem 

nízký (1.27% v Paper I a 1.60% v Paper II). Počet SC je rozdílný, a to jak při srovnání dospělců 

a juvenilních jedinců, ale také mezi jednotlivci. Želvušky druhu R. cf. coronifer mají v průměru 

600±209 SC (dospělci), and 425±23 (juvenilní jedinci; Paper I). Celkově se počet SC pohybuje 

v rozmezí od 300 až 1100 u dospělců, 60 až 800 u jevinlních jedinců (Paper I, II). Jelikož je MI 

nízký, frekvence výskytu mitotických SC je vyšší u juvenilních jedinců, a jelikož mezi dospělci 

je častější výskyt mitotických SC spojen s ekdyzí jedinců, zdá se, že výskyt mitotických SC 

koreluje s růstem jedinců.  

U juvenilů žádný z fenotypických znaků není prediktivní pro dělení SC, ale u dospělců je 

výskyt mitózy SC spojený s vývojem oocytů, procesem ekdyze a prázdnými střevy (Paper I). 

Výsledky (Paper II) nepotvrdily signifikantní korelaci výskytu mitózy ve SC a obsahem střev. 

Spojením výsledků z prezentovaných publikací (Paper I, II, III, IV) lze shrnout, že fyziologické 

procesy spojené s ekdyzí jsou nejsilnějším prediktorem pro výskyt mitózy v SC želvušek.  

Mitóza SC zřejmě není spouštěna energetickým stresem cyklů desikací, a to z důvodu, že 

počet buněk (a také mitotických buněk) se signifikantně snižuje s každým následujícím 

desikačním cyklem (Paper II). Hlavní funkce SC je shromáždění zásobního materiálu 

(Węglarska, 1957; Rosati, 1968; Węglarska, 1975; Szymańska, 1994). Proto zmenšení počtu 

buněk může indikovat: (A) energetický stres (a případnou re-absorpci buněk), (B) poškození 

buněk (a případnou buněčnou smrt), nebo (C) fungování obou mechanismů dohromady.  

Ačkoli SC se dělí, MI je velmi nízký. Zdá se tak, že většina SC plní specifickou funkci 

a nedělí se až do doby, než nastane specifický spouštěcí faktor (O´Farrel, 2001). Konkrétní 

faktory spouštějící mitózu v SC by měly být studovány v budoucnu.  

 

4.2 Experimentálně-indukovaná opakovaná anhydrobióza 

Želvušky druhu R. cf. coronifer přežijí maximum šesti po sobě jdoucích cyklů 

desikace/rehydratace, se signifikantně nižším přežití po opakovaných desikacích (Paper II). Pátý 

cyklus desikace/rehydratace byl kritický s ohledem na signifikantně prudší snížení přežití a počtu 

SC. Předpokládá se, že SC jsou hlavní zásobou energie (Węglarska, 1975) a u některých druhů 

byla pozorována re-absorpce SC v závislosti na hladovění a anhydrobiózu (Reuner et al., 2010a). 

Zdá se tak, že želvušky dosáhly energetického limitu a neměly energetickou zásobu pro výstup 

z anhydrobiotického a vstup do hydratovaného stavu po pátém cyklu desikace/rehydratace. 

Ale narozdíl od předchozí studie (Jönsson and Rebecchi, 2002) nebyla pozorována redukce 

velikosti SC po několika cyklech desikace/dehydratace (Paper II). Dále ani obsah střev se 

nezměnil v důsledku opakovaných cyklů (Paper II). V souladu s tímto pozorováním ani další 

studie nepotvrdily signifikantní snížení počtu SC u hladovějících želvušek R. cf. coronifer 

(Jönsson et al., 2005; Jönsson et al., 2008). Proto se zdá, že želvušky tohoto druhu využívají jiný 

zdroj energie než jiné druhy želvušek a/nebo zdroje energie využívané při hladovění 

a anhydrobióze jsou odlišné.  

U želvušek druhu I. g. granulifer byly jako zdroj energie pozorovány buňky střev 

(midgut cells; Hyra et al., 2016a). SC tohoto druhu shromažďují zejména polysacharidy (Hyra et 

al., 2016b), zatímto rezervní materiál SC druhu R. cf. coronifer je tvořen zejména lipidy 

a polysacharidy (Paper III, IV), což je podobné složení jako u SC druhů H. exemplaris and M. 

polonicus (Hyra et al., 2016a, b). V souvislosti s anhydrobiózou nebylo pozorováno snížení 

obsahu lipidů v SC (Paper III, IV). Namísto toho u druhu R. cf. coronifer dochází ke snížení 
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množství obsahu proteinů v SC v souvislostí s desikací a teplotním stresem (Paper IV), což je 

známkou degradace a/nebo utilizace proteinů během stresových podmínek.   

Signifikantně více želvušek nebylo schopných tvořit správný soudeček po pátém 

desikačním cyklu. Kontrakce začala být nekompletní a jedinci tvořili tzv. polosoudečky („semi-

tun“). Podobné pozorování bylo prezentováno ve studii Baumanna (Bauman; 1922). V této studii 

želvušky podrobené mnohonásobné desikaci neprodukovaly kutikulární sekreci, což vedlo 

k nesprávné kontrakci těla.  Na základě těchto dat se zdá, že snížené přežití po mnohonásobných 

anhydrobiotických cyklech u želvušek druhu R. cf. coronifer není zapříčiněno jen nedostatkem 

energie, ale spíše akumulací buněčných poškození. Tato hypotéza má podporu v současné studii 

(Kuzmic et al., 2018), které potvrdila hromadění karbonylace během anhydrobiotického stavu. 

Paper III a IV potvrdily přítomnost autophagosomů a autofagie je tak pravděpodobně také 

významných mechanismem pro anhydrobiózu želvušek. Přesný mechanismus ovšem není znám.  

 

4.2.1 Tvorba soudečku   

3D rekonstrukce soudečku byla zaměřená na analýzu přeuspořádání vnitřních orgánů 

v rámci procesu tvroby soudečků (Paper III). Relokace vnitřních orgánů je závislá na rigidním 

bukálním aparátu, velikosti vaječníků limitované rigidní schránkou oocytů (Paper III). SC těsně 

obklopují vnitřní orgány a vyplňují tak téměř celý prostor mezi orgány (Paper III, IV).  

Ačkoli byly v důsledku desikace všechny buňky zmenšené, studiem ultrastruktury nebyly 

pozorovány patrné poškození buněk a tkání (Paper III). U desikovaných jedinců byly 

pozorovány změny v pigmentaci (množství pigmentových granul) v epidermálních buňkách. 

Pigmentová granula mohou tak plnit funkce při toleranci desikace a mohou být v rámci procesu 

vstupu a/nebo výstupu do/z ametabolického stavu buď utilizována nebo denaturována (Paper 

III). Epidermální buňky obsahují taky lipidové vakuoly, dříve pozorovány u jiných druhů 

želvušek v souvislosti s uvolněním lipidů do vnějších kutikulárních vrstev a tvorbou bariéry pro 

výměnu vody (Baccetti and Rosati, 1971; Walz, 1982; Dewel et al., 1993). Kutikulární lipidy tak 

mohou být důležité pro odolnost želvušek vůči desikaci (Paper III). 

 

4.2.2 Efekt dlouhotrvající desikace v kombinaci s teplotním stresem  

Druhy R. cf. coronifer přežijí 6 měsíců v desikovaném stavu (Paper III). Desikace vede 

ke zmenšení buněk a změně jejich tvaru. Organely jako RER a GA nejsou patrné v důsledku 

desikace a zvýšené elektrondenzitě cyto- a nukleoplasmy (Paper III, IV). Celá cytoplasma SC je 

vyplněna membránou obalenými váčky rezervního materiálu (Paper IV). Na základě studia 

ultrastruktury SC (Paper III, IV) nebylo pozorováno poškození ultrastruktury buněk.   

V rámci studia ultrastruktury, metabolicky aktivní buňky, například epiteliální buňky 

nebo SC, nevykazují v jejich desikovaném stavu známky této aktivity. Membránou obalené 

váčky vznikající endocytózou v enterocytech nebyly u želvušek v desikovaném stavu pozorovány 

(Paper III). Tyto výsledky jsou v souladu s hypotézou existence sníženého (případně žádného) 

metabolismu v anhydrobiotickém stavu (e.g. Pigoń and Węglarska, 1955; Wright, 2001).  

Desikované želvušky bez teplotního stresu jsou již po 3 hodinách zavodnění plně aktivní, 

zatímco teplotní stres způsobuje snížené přežití (40% přežití, Paper IV).  Vzniklá poškození jsou 

spíše na molekulární úrovni složek esenciálních pro přežití buněk, jelikož čas pro obnovení 
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životních funkcí je delší u jedinců vystvavených teplotnímu šoku. Odpovídá tomu i zvýšení 

heterochromatinu a změny v obsahu rezervního materiálu v SC v souvislosti s teplotním stresem. 

Teplotní stres tedy pravděpodobně způsobuje poškození složek opravného mechanismu a/nebo 

způsobuje tak závažná poškození, která již nelze opravit.  Obecně jsou tyto výsledky v souladu 

s vitrifikační teorií. Teplotní stres a desikace ovšem působí změnu v obsahu rezervního materiálu 

v SC. Váčky s rezervním materiálem u jedinců bez teplotního stresu byly homogenní, zatímco 

u jedinců, vystavených teplotnímu stresu, byly váčky vyplněné granuly s nižší elektrondenzitou.  

Rezervním materiálem v SC všech studovaných jedinců je zejména velké množství lipidů 

(Paper III, IV). Lipidy jsou klíčovou komponentou pro management teplotního stresu 

eukaryotických, zejména savčích, buněk (Balogh et al., 2013). U želvušek druhu R. cf. coronifer 

nebyly lipidy zužitkovány v procesu anhydrobiotických cyklů, a mohou tak tvořit hlavní 

energetickou rezervu např. u hladovějících jedinců. Lipidy mohou být také základem 

pro metabolické procesy, související s přípravou na anhydrobiózu a syntézou protektantů (Paper 

III, IV, Kinchin, 1993). Jelikož jsou lipidy součástí i desikovaných SC, mohou se podílet na 

prostorové konformaci buněk, které nemají žádný obsah vody v cytoplasmě (Womersley et al., 

1982; Kinchin, 1993). Epidermální buňky želvušek druhu R. cf. coronifer rozvněž obsahují velké 

množství lipidů (Paper III). Podobně tomu je i u jiných druhů, M. tardigradum and M. 

hufelandi, ve stavu jejich desikace (Dewel et al., 1993; Walz, 1982). Želvušky druhu R. cf. 

coronifer nemají voskovou vrstvu kutikuly, a tak velké zásoby lipidů mohou zásobovat kutikulu a 

pomáhat redukovat vypařování vody, jako tomu je u hlístic   (Womersley et al., 1982).  

 

4.3 Storage cells 

SC desikovaných želvušek mají améboidní tvar (Paper I, II, III, IV). Velikost SC 

dospělců je 6 až 20 µm, zatímco jejich průměrná velikost v aktivním stavu je 13.7µm (±2.3, 

n=295) a 10.53µm (±2.4, n=32) u juvenilních jedinců (Paper I, III). Na rozdíl od dřívějších 

studií (Szymańska, 1994; Poprawa, 2006; Hyra et al., 2016b), SC druhu R. cf. coronifer 

neprodukují vitelogeniny (Paper IV)..  

U želvušek druhu R. cf. coronifer byly pozorovány 2 typy buněk s odlišnou 

ultrastrukturou (Paper IV). SC typ I je podobný SC u ostatních druhů skupiny Parachela, ale 

s jiným složením rezervního materiálu (Paper IV). Ultrastruktura tohoto typu se mění 

v závislosti na oogenezi jedinců. Obsahují jadérko s jadérkovou vakuolou o nízké 

elektrondenzitě, mnoho mitochondrií, cisteren RER a specifických váčků rezervního materiálu. 

Přítomnost velkého množství mitochondrií indikuje vysokou metabolickou aktivitu těchto SC.   

SC – typ II jsou nalezeny v menším množství a pouze u samic. Jejich ultrastruktura je 

podobná během všech oogenetických stádií. Mají méně organel a žádné jadérkové vakuoly. 

Mohou tak reprezentovat mladé nediferencované buňky, nebo dokonce kmenové buňky.  

 

4.3.1 Storage cell – ultrastructura v závislosti na přežití stresových 

podmínek: desikace a teplotní stres 

Jen několik málo odlišností bylo pozorováno v ultrastruktuře SC mezi hydratovanými a 

desikovanými jedinci. Přesto jsou tato pozorování v souladu s vitrifikační hypotézou, a to jak 

v rámci SC tak i jiných buněk. Nicméně srovnání ultrastruktury buněk živých a mrtvých jedinců 



 
12 

(v důsledku desikace a teplotního stresu) neodhalilo narušení ultrastrukturu buněk. Proto možná 

poškození vznikla na základě biochemických změn a struktury jsou chráněny před deformacemi.  

 

 

5. ZÁVĚRY 

1. SC mají zachovanou schopnost dělení v průběhu životního cyklu želvušek. Přítomnost 

mitózy koreluje s růstem jedinců. Vyšší frekvence výskytu mitiotických SC je 

u juvenilních jedinců (38%) ve srovnání s dospělci (18%). Výskyt mitózy mezi adultními 

jedinci je častější u jedinců ve stavu ekdyze. 

2. Mitotický index zásobních buněk je nízký (a vyšší u adultních jedinců ve srovnání 

s juvenilními jedinci).  Přesto existuje variabilita v počtu buněk mezi jednotlivci, ale také 

mezi juvenilními stádii a dospělci.  Želvušky by tak neměly být klasifikovány jako 

eutelické organismy. 

3. Želvušky druhu R. cf. coronifer přežijí maximálně šest po sobě následujícéch cyklů - 

desikace/rehydratace. Počet jedinců, kteří přežijí, je signifikantně nižší s každým 

následujícím cyclem desikace. Také množství buněk, tím pádem také počet mitotických 

buněk, a schopnost tvořit soudeček se signifikantně snižuje s dalším desikačním cyklem.  

4. Desikace jedinců vede ke zmenšení buněk a změně v jejich tvaru, ale nevede 

ke znatelným ultrastrukturním změnám organel a membrán. V důsledku dehydratace 

bylo pozorování několik změn v ultrastruktuře buněk: (i) snížení množství pigmentových 

a lipidových granul v epidermálních buňkách, (ii) zvýšení heterochromatinu v SC, (iii) 

změna množství a obsahu zásobního materiálu v SC, (iv) částečná ztráta jadérka.   

5. Kombinace stresorů: desikace a teplotní stress, signifikantně ovlivňuje přežití jedinců 

(nižší počet přežití). Přesto nebyly pozorovány ultrastrukturní poškození na buněčné 

úrovni, které by indikovaly poškození buněčných organel. Důvod sníženého přežití proto 

může být ovlivněn spíše změnami na molekulární úrovni. Jako reakce na desikaci 

a tepelný stress bylo pozorováno: (i) zvýšení heterochromatinu, (ii) částečná ztráta 

jadérka, a (iii) změny ve složení a množštví zásobních granul v zásobních buňkách.  

6. Obsah zásobního materiálu v SC je druhově-specifický. Hlavním rezervním materiálem 

SC druhu R. cf. coronifer jsou lipidy a polysacharidy. 

7. Na základě odlišné ultrastruktury byly indetifikovány dva typy SC: SC-typ I je tvořen 

buňkami metabolicky aktivními, plnící specifickou funkci/specifické funkce. SC-typ II je 

reprezentován mladými nediferencovanými buňkami.  

 



 
13 

ANGLICKÝ ODDÍL/ENGLISH SECTION 

 

1. INTRODUCTION 

Tardigrades (Tardigrada), commonly called water bears, are multicellular hydrophilous 

micrometazoans (0.1 – 1.2 mm) belonging to Ecdysozoa (Jørgensen et al., 2018; Møbjerg et al., 

2019). They are often described as a lesser-studied group as they have no impact on the human 

economy (Nelson, 2002). On the other hand, they are well-known for their ability to withstand 

a  variety of extreme stress conditions (see below) by entering an ametabolic state called 

cryptobiosis (Wright et al., 1992; Wełnicz et al., 2011).  

Tardigrades survive almost complete desiccation (Westh and Ramløv, 1991). They can 

remain in a desiccated cryptobiotic state for as much as 20 years (Jørgensen et al., 2007) and be 

retrieved from a moss sample frozen for over 30 years (Tsujimoto et al., 2016). Furthermore, 

anhydrobiotic (desiccated) tardigrades have been reported to survive and tolerate multiple 

extreme environmental conditions, such as very low sub-zero temperature exposure (Hengherr et 

al., 2009, 2010), at -80°C for up to three decades without loss of viability (Tsujimoto et al., 2016) 

and even the temperatures close to absolute zero (Ramløv and Westh, 1992; Guidetti et al., 

2012); also temperatures as high as 70°C for 1h (Ramløv and Westh, 2001), high external 

osmotic pressure (Heidemann et al., 2016), the treatments with chemicals such as alcohols 

of varying polarity (Ramløv and Westh, 2001) and biocide methyl bromide gas (Jönsson and 

Guidetti, 2001); low and high hydrostatic pressure (up to 600-1200 MPa) (Ono et al., 2008; 

Horikawa et al., 2009), several thousand grey (Gy) of gamma irradiation (Jönsson et al., 2005; 

Horikawa et al., 2006), heavy ion irradiation in form of 
4
He (Horikawa et al., 2006), protons 

(Nilsson et al., 2010), alpha particles 
4
H (Horikawa et al., 2012), iron ions and helium ions 

(Jönsson and Wojcik, 2017), high doses of UV radiation, including UVA (Jönsson et al., 2008), 

UVB (Altiero et al., 2011), and UVC (Horikawa et al., 2013), and exposure to space in low Earth 

orbit (Jönsson et al., 2008; Persson et al., 2011). Given this, they are amongst the most radiation 

resistant multi-cellular organisms (Nilsson et al., 2013; Jönsson, 2019).  

Tardigrade research thus has valuable potential for its application to human fields, 

development of new technologies in radioprotection and cryopreservation of biological materials. 

Very few studies (Hashimoto and Kunieda, 2017; Jönsson, 2019) used tardigrades as model 

organisms in studies of the effects of various stressors on live organisms, especially 

in the biomedical sciences (Guidetti et al., 2012). Only recently transfection of tardigrade unique 

proteins, such as RvLEAM (mitochondrial heat-soluble) and MAHS, applied on human cells 

(Hep-2) increased their tolerance to hyperosmotic stress (Tanaka et al., 2015). Another tardigrade 

unique protein, Dsup associated with DNA and protecting DNA from hydroxy radicals was 

reported (Hashimoto et al., 2016; Chavez et al., 2019) and transfected. The human embryonic 

kidney cells (HEK293) transfected with Dsup had up to 40% reduced DNA damage from X-ray 

and improved viability compared to nontransfected cells. 

Although several hypotheses explaining tardigrade tolerance to environmental stress have 

been formulated, they have not been united in a comprehensive theory yet mainly 

because the underlying molecular and physiological mechanisms are largely unknown. In total, 

there are ~1300 tardigrade species (Degma, 2019). Some of the tardigrade species live in oceans, 

but they mainly occur in freshwater, terrestrial or semi-terrestrial environments. They inhabit 

mostly mosses and lichens, where they constitute a major component of the microfauna (Halberg 

et al., 2009b).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=We%C5%82nicz%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21440551
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Tardigrade bodies have five segments, head and four trunk segments, each with a pair 

of lobopod legs, usually terminating with claws and/or sucking discs of varying number and 

shape (Møbjerg et al., 2019). They are relatively complex invertebrates with well-developed 

musculature and nervous system, as well as a complex alimentary canal and specialized excretory 

and reproductive system (Nelson et al., 2005; Halberg and Møbjerg, 2012). They lack respiratory 

and circulatory organs and the gas exchange functions via diffusion across epidermis and 

the thick cuticle (Nelson et al., 2015). The circulation is carried out via a large body cavity filled 

with coelomic fluid containing storage cells (SC; Ramazzotti and Maucci, 1983; Jönsson, 2019). 

In general, the cell biology of tardigrades is neglected field, even though a few 

ultrastructural studies have been conducted (Walz, 1973; Węglarska, 1975; Dewel et al., 1993; 

Avdonina et al., 2007; Persson et al., 2012; Hyra et al., 2016b). 

 

 

2. HYPOTHESIS AND AIMS OF THE STUDY 

The body cavity of tardigrades is filled with body cavity lymph with free SC, which are 

coelomocyte-type cells, also called the body cavity cells or coelomocytes (Dewel et al, 1993; 

Reuner, 2010a). In active animals, the cells move passively in the lymph and fill the empty 

spaces between organs such as gonad, gut and nerve chord, although they appear to temporarily 

adhere to the basement membrane of other tissues (Węglarska, 1975; Dewel et al., 1993). 

Tardigrade SC are responsible for important physiological functions (such as synthesis, 

accumulation and transport of nutrients) and are highly metabolically active (Szymaǹska, 1994; 

Poprawa, 2006; Hyra et al., 2016a, b). Although their shape and content might vary, whether they 

might or might not be classified into specific groups is not resolved yet. Some studies described 

their role in processes connected to cryptobiosis (Węglarska, 1975; Jönsson and Rebecchi, 2002; 

Reuner et al., 2010). 

The knowledge about SC is gathered from studies performed on individual specimens 

and therefore there is still a lack of knowledge to characterize and potentially classify these cells. 

The objective of my thesis was to collect more information to address the specific function of SC 

in connection to stress tolerance of tardigrades.  

Tardigrades have sometimes been characterised as organisms with constant cell numbers 

in their adult lives (Gabriel et al., 2007; Guidetti et al., 2012), even though, occasionally, some 

cell divisions were observed (Bertolani, 1970a, b; Gross et al., 2018). Conditions and possible 

trigger factors for mitosis occurrence are however not known. Also, up to this day, no primary 

cell culture of tardigrade cells was developed. Therefore, the first aim was to analyse 

the occurrence of mitosis in SC and phenotypic factors, which are associated with mitosis 

occurrence (Paper I). Paper II aims to analyse (1) survival patterns under repeated cycles 

of desiccations/rehydration, which has rarely been studied, (2) the potential effect of each 

desiccation cycle on morphometric traits, and (3) SC divisions after each desiccation/rehydration 

cycle. In paper III morphological and ultrastructural changes connected with desiccation were 

studied by analysing the gross morphology and tissue organisation in so-called tun formation. 

The ultrastructure of the body wall, ovary, midgut and SC was analysed in desiccated tardigrades. 

This study includes the first analysis of cuticle organisation in moulting and non-moulting 

tardigrades in the desiccated state, with the presentation of a 3D reconstruction of the tun state. 

In paper IV, the aim was to (1) compare the ultrastructure of SC in active and desiccated 

specimens, and (2) evaluate the effect of temperature stress on tardigrade cells.  
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In total, the three main topics are part of those manuscripts: (1) mitosis in SC and eutely 

in tardigrades (Paper I and II), (2) Anhydrobiosis in tardigrades R. cf. coronifer (Paper II, III, 

IV), (3) Ultrastructure of SC (Paper III, IV). The storage cells are the main element connecting 

all the studies. 

 

 

3. MATERIAL AND METHODS 

3.1 Model species: Richtersius cf. coronifer  

The model species of all studies R. cf. coronifer (Richters, 1903; Eutardigrada, 

Macrobiotidae) is a limno-terrestrial herbivorous tardigrade, with documented high ability 

to tolerate extensive desiccation (Jönsson and Rebecchi, 2002; Jönsson et al., 2005, 2008). It is 

one of the most extensively studied tardigrades with respect to anhydrobiosis (Westh and 

Ramløv, 1991; Jönsson and Guidetti, 2001; Jönsson et al., 2001, 2005; Ramløv and Westh, 2001; 

Ivarsson and Jönsson, 2004). Besides the intriguing stress tolerance, tardigrades of this species 

belong to the largest tardigrade species (measuring sometimes up to 1000 µm).  

 

3.2 Study population 

Since no culturing method has been developed for R. cf. coronifer, specimens used in all 

presented studies were collected and extracted from a natural moss-living population on Alvar 

habitat of the Baltic Sea island Öland (South-Eastern Sweden). The specimens live in mosses 

(mainly Orthotrichum cupulatum Hoff. ex Brid.) growing on limestone rock fences, directly 

exposed to winds and insolation, which leads to rapid temperature and humidity changes 

(Jönsson et al., 2001).  

 

3.3 Data analyses 

For observation of mitosis (Paper I, II), the species were fixed and stained in toto 

with acetic-lactic orcein (Tonzetich, 2004). In animals containing mitotic storage cells, the total 

number of SC was counted and the mitotic index was calculated (Paper I and II). Furthermore, 

the predictive phenotypic traits of mitosis in storage cells were analysed in relation to hydrated 

specimens (Paper I) as well as in connection to repeated anhydrobiotic cycles (Paper II). 

The collected data contained measurements of total body length, buccal tube length, gut content, 

egg developmental stage, occurrence of moulting, and number, shape and size of oocytes (Paper 

I, II).  

Tuns (anhydrobiotic state; Paper III and IV) as well as rehydrated and heat stress treated 

specimens (Paper IV) were analysed using the light microscopy, scanning and transmission 

electron microscopy (based on semi– and ultra–thin sections of animal bodies). Polysaccharide, 

protein and lipid reserves in storage cells were detected using histochemical staining techniques 

(PAS and Bonhag´s method, Sudan black B staining and BODIPY 494/503; Litwin, 1985). 

Three-dimensional reconstruction of tuns was based on series of semi-thin sections (500 nm 

thick) that were stained, photographed and aligned in correct order and position (in detail 

described in Paper III). Paper IV consists of a descriptive and an experimental part. 

The descriptive part is focused on comparison of storage cells in desiccated and hydrated 

specimens. The experimental part focused on effects of combination of long-term desiccation and 
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heating (50°C, 24h) on storage cells and specimen survival. In paper IV, confocal microscopy 

was used to visualize proliferating and dying cells using an anti-phosphohistone H3 antibody, and 

a TUNEL assay, respectively.  

 

 

4. RESULTS and DISCUSSION 

4.1 Mitosis in storage cells 

The juveniles had a higher frequency of mitosis in SC compared to adults. Moreover, 

the numerical growth of SC from juvenile to adult stage was documented. In both studies (Paper 

I, II), only about 20% of studied animals had mitotic storage cells. SC have a low mitotic index, 

1.27% in Paper I and 1.60% in Paper II, respectively. The number of SC varied among the 

individuals but also between the adults and juveniles. R. cf. coronifer specimens had on average 

600±209 storage cells in adults, and 425±23 in juveniles (Paper I), but the total number of 

storage cells can vary from 300 to 1100 in adults and from 60 to 800 in juveniles (Paper I and 

II). Since the mitotic index is low, mitotic SC were more frequent in juveniles than in adults, and 

it is connected to moulting that usually corresponds to the late egg development stage, in adults, 

SC division seems to be closely related to animal growth 

In juveniles, none of the phenotypic characters were significant predictors triggering 

the occurrence of mitosis, whereas, in adults, mitosis was significantly associated with the late 

egg developmental stage that is connected to moulting process and empty gut content (Paper I). 

The results presented in Paper II did not confirm any significant correlation between mitosis 

in SC and gut content as well. By compiling data from Paper I, II, III, IV together it is possible 

to conclude, that physiological processes related to moulting might represent the strongest 

predictor for the occurrence of mitosis in storage cells.  

Mitosis in SC does not seem to be triggered by energetic stress of desiccation cycles, 

since the occurrence of mitotic storage cells, as well as the storage cells number, tended 

to decline with several repeated desiccation cycles (Paper II). Because the SC are the major 

repository of energy resources (Węglarska, 1957; Rosati, 1968; Węglarska, 1975; Szymańska, 

1994), the loss of cells might indicate (A) energetic stress (and reabsorption of the cells), 

(B) cellular damage (and possible cell death), or (C) both mechanisms.  

Although the SC divide, the animals with observed mitotic cells have a very low mitotic 

index. Thus, most of the storage cells seem to carry out their specialized function and do not 

divide. The observed low mitotic index implies that the cell division is suppressed until specific 

mitotic trigger factors occur (O´Farrel, 2001). Such trigger factors for tardigrade storage cells 

remain to be studied.  

 

4.2 Experimentally-induced repeated anhydrobiosis  

Tardigrades of R. cf. coronifer can survive the maximum of 6 repeated desiccation cycles 

(non-cultured conditions) with the clear significant decline of survival rate after repeated 

desiccations (Paper II). The fifth desiccation cycle seemed to be critical because there was 

a steeper survival decline. The animals had significantly lower number of storage cells after 

the fifth desiccation, as well. Since it is assumed that SC serve as an energy store (Węglarska, 
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1975) and the re-absorption of storage cells with starvation and anhydrobiosis in some tardigrade 

species has been reported (Reuner et al., 2010a), it seemed that animals reached an energetic 

constraint and did not have energy available to exit the fifth and enter the next cycle. On the other 

hand, in contrast to a previous study (Jönsson and Rebecchi, 2002), no reduction in SC size after 

several desiccation cycles, and no depletion of gut content by repeated desiccation was observed 

(Paper II). In addition, the starvation of R. cf. coronifer specimens in continuously hydrated 

conditions did not result in a significant decline in the number of SC (Jönsson et al., 2005; 

Jönsson et al., 2008). Therefore, it seems that R. cf. coronifer have an energy budget different 

from other tardigrade species and/or the energy budget used for starvation stress 

and anhydrobiosis can also differ.  

In tardigrades of species I. g. granulifer, midgut digestive cells have been lately shown 

to serve as another energy budget in tardigrades (Hyra et al., 2016a). SC of this species contain 

mainly polysaccharides (Hyra et al., 2016b), whilst the reserve material in SC of R. cf. coronifer 

is composed mainly of lipids and polysaccharides (Paper III, IV), similarly to the SC of H. 

exemplaris and M. polonicus (Hyra et al., 2016a, b). No decrements of lipid or polysaccharide 

content in SC were observed in connection to anhydrobiosis (Paper III, IV). Instead, the protein 

spheres were diminished in desiccated tardigrades (Paper IV) which indicates protein 

degradation and/or utilisation during stress conditions.  

After the fifth desiccation cycle, significantly more tardigrades were not able to contract 

properly during tun formation. Thus, contraction started to be uncontrolled and incomplete 

(„semi-tuns“). This result is compatible with the observation of Bauman (1922). In that study, 

tardigrades undergoing repeated desiccation were unable to produce a cuticular secretion, 

which resulted in uncontrolled contraction of the body. Based on collected data, it seems that 

the declining survival after multiple anhydrobiotic cycles in R. cf. coronifer is not only caused 

by depletion of energy in storage cells but rather it is caused by the accumulation of cellular 

damage. This explanation is also supported by the current study of carbonylation accumulation 

during the anhydrobiotic state (Kuzmic et al., 2018). Autophagy also seems to be an important 

mechanism in tardigrade anhydrobiosis and survival, but its precise role during anhydrobiosis 

remain to be studied. 

 

4.2.1 Tun formation in R. cf. coronifer  

Tun formation was analysed by 3D reconstruction of the tun with a focus on the inner 

organ packing (Paper III). The inner organ relocation is dependent on the rigid buccal tube and 

the ovary size is limited by rigid eggshells (Paper III). The SC enclose all the inner organs and 

fill up almost all the inner space between organs (Paper III and IV).  

Based on the results presented in Paper III, although the cells were shrunk as a result 

of desiccation, morphological damage on the ultrastructural level of cells and tissues was 

not found. But changes of pigmentation in epidermal cells in desiccated animals were observed. 

The pigment granules may play a role in desiccation tolerance because they can either be utilized 

or denatured during entry or exit from anhydrobiosis (Paper III). Epidermal cells also contain 

lipid vacuoles, which were previously observed in other tardigrade species to discharge their 

content to the cuticular layers, which provide a barrier to water exchange (Baccetti and Rosati, 

1971; Walz, 1982; Dewel et al., 1993). Therefore, it is possible, that cuticular lipids play an 

important role in anhydrobiosis (Paper III). 
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4.2.2 The effect of long-term desiccation in combination 

with temperature stress  

R. cf. coronifer specimens can survive 6 months in desiccated state (Paper III). 

In tardigrades, desiccation leads to overall cellular shrinkage and change in cellular shape. 

Due to high electron density of cyto- and nucleoplasm in desiccated cells, organelles such 

as RER and Golgi complexes are barely visible. The average desiccated storage cells size is 

11.8µm (Paper III and IV) and their whole inner space is filled with membrane-coated spheres 

of different electron density (Paper IV). Based on the ultrastructural analyses from Paper III 

and IV, no cellular damage on ultrastructural level was observed.  

The ultrastructure of normally highly metabolically active cells such as epithelial cells 

of ovary wall or storage cells does not indicate any secretory activity under desiccated conditions. 

Coated vesicles resulting from endocytosis in enterocytes were also not observed in a desiccated 

state (Paper III). These observations support the hypothesis of at least low (maybe arrested) 

metabolic activity in anhydrobiotic state and are in line with other studies (e.g. Pigoń and 

Węglarska, 1955; Wright, 2001).  

While non-heated desiccated tardigrades were fully active after 3 hours of rehydration, 

the heat stress of tuns caused a decrease in survival rate (40% survival). Since the required 

recovery time was longer in heated specimens, the damages may be rather at the level 

of molecular components necessary for cell survival. Moreover, some differences such 

as heterochromatin increase and change in reserve material were observed. Therefore, heat likely 

caused damage to molecular components of repair mechanisms and/or caused such damage that 

was not possible to repair. In general, our observations of the ultrastructure of storage cells 

support the vitrification hypothesis. Heat stress, however, caused ultrastructural changes 

in the density of reserve spheres in desiccated storage cells. Spheres in non-heated specimens 

were homogenous, whereas cellular spheres in heated specimens were filled with granules 

of lower electron density indicating a change in the distribution of the stored material.  

The large amounts of lipids were present in all storage cells (Paper III, IV). Lipids have 

been proposed to play a key role in heat stress management of the eukaryotic, especially 

mammalian, cells (Balogh et al., 2013). Since lipids are not utilized during 

the desiccation/rehydration cycles in R. cf. coronifer, they may represent immediate energy 

for starved animals. Alternatively, lipids may be used for metabolic processes connected 

to preparation for anhydrobiosis and synthesis of protective molecules such as glycerol (Paper 

III and IV, Kinchin, 1993). Since lipids are present in dehydrated SC, they may also maintain 

the spatial distribution of cells in the absence of bulk water (Womersley et al., 1982; Kinchin, 

1993). Large amounts of lipid droplets were also found in epidermal cells of R. cf. coronifer 

(Paper III). This is in line with observations of epidermal cells in other anhydrobiotic tardigrade 

species, M. tardigradum and M. hufelandi (Dewel et al., 1993; Walz, 1982). Because specimens 

of R. cf. coronifer do not have a cuticular wax layer, large lipid reserves might serve as lipid 

supply to the cuticle and thus helping to reduce evaporative water loss as shown in nematodes 

(Womersley et al., 1982).  
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4.3 The storage cells of R. cf. coronifer 

In desiccated animals, the SC have an amoeboid shape (Paper I, II, III, IV). The size 

of SC in adult animals varies from 6 up to 20 µm. The average size of adult SC in the active state 

is 13.7µm (±2.3, n=295), and 10.53µm (±2.4, n=32) in juveniles (Paper I, III). In contrast 

to studies on other species (Szymańska, 1994; Poprawa, 2006; Hyra et al., 2016b), 

the observations presented in Paper IV did not confirm the production of vitellogenins in storage 

cells of R. cf. coronifer.  

Two types of SC fill the body cavity fluid in R. cf. coronifer (Paper IV). The fine 

structure of the first cell type is similar to other Parachela species (Paper IV), but R. cf. coronifer 

SC differ in the stored reserve material. Ultrastructure of type I cells change during oogenesis. 

They contain nucleolus with nucleolar vacuoles (also called a nucleolar cavity) with low electron 

density. The presence of irregular vacuoles varies with respect to the oogenetic stage. Nucleolar 

vacuoles were observed during previtellogenesis, but not during and after vitellogenesis. Type I 

cells are also characterized by the presence of many mitochondria, cisterns of RER and specific 

spheres of reserve material. Large amounts of mitochondria present in these cells indicate high 

metabolic activity.  

The SC of type II were found in a smaller amount and only in females. Their 

ultrastructure is similar during all oogenetic stages. These cells have fewer organelles and no 

nucleolar vacuoles. They may represent young undifferentiated cells or even stem cells.  

 

4.3.1 Storage cell ultrastructure with regard to survival of stress 

conditions: desiccation and heat stress 

Although we detected few differences in cell structures between hydrated and desiccated 

animals, our observations are in line with the prediction of vitrification hypothesis not only 

for storage cells but also for epidermal cells, ovary and midgut cells. However, a comparison 

of dead and dried animals revealed intact organelles and membranes in both groups. This finding 

supports the idea that desiccation injury is caused by changes proceeding at the biochemical 

level, while structures are protected from deformations.  

 

 

 

5. CONCLUSIONS 

1. Mitotic division of tardigrade storage cells correlates with the growth phase 

of the animal. Mitotic storage cells occurred with higher frequency in examined juveniles 

(38%) than in adults (18%). The mitotic index was higher in adults. Mitosis is more 

frequent in moulting tardigrades. 

2. Even though the mitotic index is low, the number of storage cells in single animal varies 

among individuals and within individuals over time. Tardigrades thus cannot be 

classified as eutelic at least for storage cells.  
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3. Tardigrades of R. cf. coronifer can survive the maximum of 6 repeated desiccation cycles 

(non-cultured conditions). Their survival rate, mitosis in storage cells, and ability to form 

“tun” declined with repeated desiccations. 

4. Desiccation stress leads to cellular shrinkage and changes the cellular shape but causes 

no ultrastructural change of organelles and membranes in cells in R. cf. coronifer. After 

desiccation, the epidermal cells reduced their pigmentation granules and the lipid vacuole 

content was also diminished.  

5. Although the combining effect of desiccation and heat stress affected tardigrade survival, 

it did not cause cellular damage at the ultrastructural level. The cause of reduced survival 

may instead depend on damage at molecular level - heterochromatin amounts increased, 

the nucleolus was partially lost, and the amount and content of reserve material changed 

after desiccation and heat stress.  

6. The content of stored material in storage cells is species-dependent, and R. cf. coronifer 

storage cells differ from those of other tardigrade species. The main reserve materials are 

lipids and polysaccharides. 

7. We identified two storage cells types based on their ultrastructure. The first cellular type 

includes metabolically active cells, exhibiting their specific function. The second cellular 

type is represented by young undifferentiated cells. 
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