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Anotace:

We assessed survival of larvae of the fruit fly, Drosophila melanogaster at low
temperatures (0°C and 5°C) after rearing them under seven different acclimation regimes.
Larvae that have developed in a standard diet at 25°C showed 50% mortality after 12,6 min of
the exposure to 0°C (Ltsg = 0.21 h). In contrast, larvae that have developed in a diet enriched
with glycerol at 15°C, and were cold acclimated at 5°C during last two days of their
development, had Ltso = 38.6 h. It means that it was possible to increase the Ltso at 0°C more
than 108-fold using simple manipulations with rearing temperatures and diet composition.
The physiological differences in duration of larval development, fresh mass, dry mass,
hydration and total contents of proteins, lipids and glycogen between the larvae belonging to
different acclimation variants are described. The samples for future detailed metabolomic

analysis were prepared.
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1. Uvod

1.1 Chladova odolnost hmyzu

Chladovou odolnosti hmyzu se zabyva obor hmyzi kryobiologie, jehoz zakladatelem je
R.W. Salt (Salt, 1961). Tento védni obor studuje na jedné stran¢ poSkozujici ¢inky nizkych
teplot na hmyzi organisSmus a na druhé stran¢ adaptivni a aklimatizatni zmény, které
umozinuji tomuto poSkozeni zabranit, tolerovat jej, nebo jej napravit. Samotna chladova
odolnost je definovana jako schopnost organismu pfezit vystaveni nizkym teplotam pod
teplotnim prahem pro rast a vyvoj. Konkrétni vymezeni rozsahu nizkych teplot zavisi na
(fylogenetickém) druhu, populaci, ekologickém kontextu a fyziologickém stavu jedince.
Nizké teploty mizeme obecné definovat jako teploty lezici pod prahovymi hodnotami pro
aktivitu, rist a vyvoj, nebo pod specifickym prahem, po jehoz piekrofeni smérem doli
dochazi k poskozeni organismu ucinkem nizké teploty. Posledné jmenovany prah byl

definovan Nedvédem (Nedvéd et al., 1998) jako "Upper Limit of Cold Injury Zone" (ULCIZ).

Chladovou odolnost ovliviiuje na jedné strané adaptace — evolucni ptizptisobeni genotypu
druhu nebo populace a na druhé stran¢ chladové aklimace a schopnost vstupu do diapauzy
(dormance); — fenotypové zmény vyvolané prostiedim. Chladova aklimace je velmi
komplexnim procesem, ktery zasahuje vSechny urovné biologické organizace. Je tedy
chapéna jako komplex zmén v chovani (migrace, hledani tkrytt atd.), morfologii, fyziologii a

biochemii organismu (Lee & Denlinger, 1991).

Diapauza je endokrinn€ zprostfedkovand dormance, kterd se vyskytuje v urcitém
vyvojovém stadiu (Beck, 1980; Saunders, 1982; Denlinger, 1985; Tauber et al., 1986; Kost’al,
2006). Je dobie znama jak u vajicek, larev a kukel, tak také u dosp€lcti. Jedinci v diapauznim
stavu snizuji lokomocni aktivitu a pfijem potravy, hromadi zasobni latky, zastavuji vyvoj ¢i
reprodukci a jejich fyziologicky stav se celkové hluboce méni nasledkem zmén v genové

expresi a v hormonalnim prostredi (Denlinger, 2002).



1.2 Pro¢ studovat chladovou odolnost hmyzu

Znalost chladové odolnosti hmyzu mutZze napomoci pii hledani odpovédi na otdzky
z riznych védnich oblasti: obecné ekologie (ekologické problémy spojené s globalnim
oteplovanim, které ssebou pfina§i zmény druhovych aredli), biologie a fyziologie
(zodpovézeni zakladnich otdzek ohledné mechanismi a principi odolnosti a napravy
poskozeni na organismalni, bunééné¢ a molekularni Grovni). Rovnéz miize najit praktické
uplatnéni v oblastech kryogeniky (viz nize) a ochrany plodin pted Skidci. Boj se skidci je
vyznamnym ekonomickym problémem. Pokud budeme znat jejich vyvojové cykly a
schopnost pfezimovani, mizeme odhadnout rist a vyvoj populace dané¢ho Skidce. Muzeme

také efektivné zasahnout do vyvojovych cyklt a tim kontrolovat populace sktidcti.

Kryogenika zkoumd mozZnosti praktického wvyuziti nizkych teplot pro skladovéani
biologického materidlu. Technologické postupy kryoprezervace jsou zndmy pouze pro
izolované zivocCisné bunky urcitych typl, jednobunétné organismy nebo c¢asnd stadia
zivoc¢isnych embryi. V soucasné dob¢ se zatim pfili§ nedafi postoupit na uroven tkani,
natozpak celych organismii (Pegg, 2001). Dals§i poznatky v oblasti kryogeniky by jisté
znamenaly pfinos v oblastech mediciny (skladovani tkani, organismll) a ve zlevnéni a
zjednoduSeni  biotechnologii masovych chovii modelovych organismt (napt. D.
melanogaster). Konkrétné muska D. melanogaster ma obrovsky vyznam pro zakladni i
aplikovany vyzkum. Po celém svété je chovano tisice riznych kmend, populaci a mutantnich
linii. Vyznamnymi nevyhodami pfi chovu téchto musek jsou jejich kratka zivotnost a
neschopnost vstupovat do hluboké diapauzy. A tedy nutnost neustale opakovat drahé a Casové
naro¢né procedury chovu, samozifejmé s moznosti pozménéni genetického sloZzeni populace.
Jak tedy nejlépe zachovat mutantni linie? Jak uloZit urc¢ity genotyp "k ledu"? Na otazku

skladovani organismt za nizkych teplot se snazi odpovédét prave kryogenika.

1.3 Principy chladové odolnosti hmyzu

Muzeme rozlisit zhruba pét zdkladnich strategii (rfizni autofi rozliSuji strategii méné€ nebo
naopak i vice), které hmyz vyuZziva pro pieziti za nizkych teplot: (1) aktivita za nizkych teplot
nebo v tepelné pufrovaném prostiedi, (2) podchlazeni, (3) promrznuti, (4) dehydratace a (5)

rychléd chladova aklimace (Kost’al, 2004). Strategie se mohou ve svych jednotlivych projevech



prolinat a rizné druhy (populace) hmyzu je mohou vyuzivat jak vylu¢né tak i alternativné ¢i

doplitkové pro zabezpeceni svého preziti za nizkych teplot.

Aktivitu za nizkych teplot nebo v tepelné pufrovaném prostedi (1) vyuzivaji napiiklad
druhy chladného temperatu, které v mikrohabitech jako je ptida, opadanka, tlejici dievo nebo
subnivalni prostfedi vytvari vyvojova stadia, kterd zistavaji pohybové aktivni, piijimaji
potravu, rostou a vyvijeji se béhem celého chladného obdobi roku. Typickym ptikladem jsou
mnozi zastupci dvoukiidlého hmyzu (Aitchison, 1979). Pravdépodobnou adaptivni vyhodou
této, na prvni pohled nevyhodné, strategie mize byt vyuziti relativné¢ "volné" Casové a

prostorové niky s nizkym tlakem parazitt a predatort.

Jedinci, ktefi vyuzivaji strategii podchlazeni (2), jsou schopni udrzovat télni tekutiny za
teplot pod rovnovaznym bodem mrznuti/tani v tzv. podchlazeném stavu. Dulezité je, aby se
zarodecny krystal ledu bud’ viibec nevytvofil nebo alespoil nenabyl kritické velikosti, kdy by
doslo k "explozivnimu" promrzani, tedy k rychlému pfipojovani dal§ich molekul vody do
krystalové mtizky ledu. Proces mrznuti je doprovazen uvolnénim zna¢ného skupenského
tepla, které umoznuje metodicky snadno méfitelny zdznam realného bodu mrznuti

("supercooling point”, SCP).

Jedinci vyuZivajici strategii promrznuti (3) jsou schopni do jisté miry tolerovat (ptipadné i
regulovat) proces promrzani svych télnich tekutin v mimobunécnych prostorech. U kazdého
druhu existuje specificky prah tolerance, po jehoZ prekroCeni nastava mortalita. Jde o
kombinace minimalni teploty (jez urCuje jaké mnozstvi vody je pieménéno v led) a

maximdlniho ¢asu expozice.

Strategie dehydratace (4) spociva v tom, ze po vytvoreni se ledu v ptidnich prostorach je
parcidlni tlak vodni pary nad ledem niz$i nez tlak vodni pary nad osmoticky aktivni (tzv.
volnou) vodou, ktera je dosud v kapalném stavu v organismu. Protoze propustnost kutikuly
pro vodu je vysoka, tato voda se pomérné rychle odpati (protoze je ji malo) a ptipoji se ke
krystalim ledu v okoli. Tim dochazi k dehydrataci organismu, silnému zahusténi télnich

roztokil a tim k zabranéni promrznuti uvnitf organismu (Holmstrup & Westh, 1994).

Rychla chladové aklimace (5) je zalozena na kratkém vystaveni organismu nizké avSak
neletalni teploté, coz zlepSuje nasledné piezivani ve velmi nizkych (jinak letalnich) teplotach.

Tato strategie byla poprvé popsana na masaice Sarcophaga carassipalpis (Lee et al., 1987).



Posléze byla rychla chladova aklimace nalezena u velkého mnozstvi druht hmyzu (vyskytuje

se 1 u nediapauznich stadii hmyzu).

I kdyz mize hmyzi jedinec ovladat jednu z péti vyse uvedenych strategii, mohou se u n¢j
projevit poskozujici vlivy nizkych teplot. Zména teploty se dotkne kazdé biologické struktury
a procesu. Proteiny méni své funk¢éni (nativni) prostorové uspoifadani. K disociaci
multikomponentnich proteini na jednotlivé monomery bézné dochazi jiz za teplot kolem 0°C
a niz$i teploty mohou zpusobit nevratnou denaturaci, neboli piechod z funkéni do nefunkéni
prostorové konformace — faze (Privalov, 1990). Fazovym zméndm podléhaji rovnéz lipidické
biologické membrany: pfechod z funkéni fluidni faze (L,) do nefunkéni faze gelové (Lp)
(Chapman, 1975) a samoziejmé voda: piechod z kapalné do tuhé faze. Aby hmyzi organismy
pfedesly nepfiznivym vlivim nizkych teplot, akumuluji nizkomolekularni latky
s kryoprotektivnimi ucinky (Storey & Storey, 1991). Mezi tyto latky patii predevsim
vicesytné alkoholy, tzv. polyoly (ribitol, sorbitol, mannitol, glycerol, etylen glykol a dalsi),
cukry (trehal6za, sachardza, glukoza, fruktdza), €i aminokyseliny (nej¢astéji prolin) (Miller &
Smith, 1975; Semme, 1982; Lee & Denlinger, 1991). U lipidickych biologickych membran
byly, nejen u hmyzu, ale prakticky u vSech exotermnich organismi, pozorovany
charakteristické zmény lipidického slozeni membrany po vystaveni nizkym teplotdm: zvySeni
poctu dvojnych vazeb (desaturace) mastnych kyselin; sniZzeni podilu fosfatidyl-cholint oproti
fosfatidyl-etanolamintim; relativni zkraceni fetézli mastnych kyselin. Tyto zmény jsou

zékladem chladové aklimace membrany (Cossins, 1994).

1.4 Vybér modelového organismu

Vybér modelového organismu byl veden jednak praktickym motivem (viz vySe: vyfesSeni
otazky skladovani organismi) a navic je octomilka Drosophila melanogaster obecnym
modelem biologie a genetiky. Jsou k dispozici podrobné znalosti o jeji fyziologii a kompletné

zname jeji genom.

Octomilka je ovsem ptiivodem tropicky druh, ma tedy nizkou chladovou odolnost a nizkou
schopnost aklimace. Nehodi se tedy pfimo k vyzkumu chladové odolnosti, ale je vyhodnym
srovnavacim modelem pro musSku Chymomyza costata (jiny druh téze ¢eledi Drosophilidae),

ktera ma holarktické rozsiteni, silnou chladovou odolnost a vysokou schopnost aklimace.



Rozhodli jsme se pracovat s larvami D. melanogaster v jejich tietim instaru. Opét jde o
srovnani s muskou C. costata, jejiz larvy pfezimuji v diapauze a jsou schopné prezit expozici
V kapalném dusiku (-196°C). Je potieba zdiraznit, ze larvy jsou sice jednoduché, ale
komplexni organismy. Maji vyvinuté a pln¢ funk¢ni vSechny organové systémy tak, jak jejich

ekvivalenty zname u obratlovct.

1.4.1 Co vime o chladové odolnosti larev Chymomyza costata?

Tyto musky obyvaji celou chladnéjsi holarktickou oblast, tedy sever Evropy, Asie a
Ameriky (ziji i v Ceské republice). Jejich larvy piezimuji v dormantnim stavu pod kiirou
padlych stroml. Béhem piezimovani jsou schopny se podchlazovat, ale pteziji i ¢astecné
promrznuti. Larvy musek Chymomyza costata dokazeme v pln¢ hydratovaném stavu zchladit
az na teplotu kapalného dusiku (Moon et al., 1996). Podminkou Uspésné kryoprezervace larev
za teploty -196°C je jejich postupna laboratorni aklimace. Béhem ni dochazi k restrukturaci
bunéénych membran a také k hromadéni potencialnich kryo- a anhydro- protektantd,

konkrétné trehalozy (20 — 40 nmol/mg Cerstvé hmotnosti) a prolinu (90-180 nmol/mg Cerstvé

hmotnosti) (Shimada & Riihimaa, 1990; Kostal et al., 2003).

1.4.2 Co vime o chladové odolnosti Drosophila melanogaster?

V soucasné literatuie se potvrzuje, Ze chladova odolnost se li§i u riznych vyvojovych
stadii musky Drosophila melanogaster (Rako & Hoffmann, 2006). Byly zjistény signifikantni
rozdily v toleranci chladu mezi larvalnimi stadii (prvni, druhy a tfeti instar a faze "wandering
stage"). Rand larvalni stadia (prvni a druhy instar) byly obecné vice tolerantni ke
kratkodobému vystaveni chladu (-2°C/2 h) nez tfeti instar. Nicméné "wandering stage” larvy
byly vice tolerantni vii¢i dlouhodobéjsSimu vystaveni nizké teploté (-2°C/7 h) nez ostatni

stadia (Rajamohan & Sinclair, 2008).

U dospélct se vyskytuje pouze slabé vyjadiend hormonalni diapauza (Saunders, 1982;
Roberts, 1985). Takzvana mélka diapauza, kdy jsou dospélci do ur€ité miry schopni reagovat
na snizeni teploty a zkraceni délky dne pozastavenim ovarialniho vyvoje. Musky jsou velmi
nachylné k poskozeni chladem, vyvojovym prahem je teplota 9 - 10°C (Cohet & David,

1980), pfti teploté 7°C ztraci nervovou a svalovou drazdivost (Hosler et al., 2000) a rozséhla
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mortalita nastava pii méné nez -5°C (Czajka & Lee, 1990). Dospé€lci jsou schopni vyrazné
zlepSit svou toleranci k chladu diky rychlé adaptaci nazyvané rychld chladovéd aklimace
(Rapid Cold Hardening, RCH). Napiiklad z populace musek, které byly vystaveny teploté
5°C po dobu 30 minut, ptezila ptiblizné polovina naslednou expozici v -5°C po dobu 2 hodin.
Schopnost chladové odolnosti byla nejlepsi u 3 az 5 dnua starych dospélcii (Czajka & Lee,
1990).

1.5 Cile prace

Cilem prace bylo testovat vliv n€kolika jednoduchych aklimacnich rezimt, které
kombinuji vyvoj za sniZzené teploty a obohaceni diety obecnym kryoprotektantem glycerolem,
na chladovou odolnost larev D. melanogaster. Cilem je dosahnout co nejdelsi skladovatelnosti
za nizkych teplot (+5°C nebo 0°C). Vyhledové také skladovatelnosti za teplot pod bodem
mrazu, tolerance promrznuti a snad i skladovatelnosti v kapalném dusiku (analogie s C.

costata).

Konkrétné Slo o to provést zakladni charakterizaci odlisnosti larev D. melanogaster
pripravenych v riznych aklimacnich rezimech (variantach): ptezivani v chladu, délka vyvoje,
cerstva a suchd hmotnost, hydratace, obsah celkovych proteini (rozpustnych ve vodé¢ a
Vv detergentu), lipidli a glykogenu. A dale pfipravit série vzorki, které budou pozdé&ji vyuzity
pro naslednou podrobnou metabolomickou analyzu latek, které mohou mit kauzalni souvislost
se zménou chladové odolnosti (fosfolipidy, volné mastné kyseliny, organické kyseliny, volné

aminokyseliny, cukry, polyoly).
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2. Material a metodiky

2.1 Chov octomilky

Pii pokusech jsme pouzivali jako modelovy organismus octomilku Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae), laboratorni kmen Oregon. Musky jsme chovali ve
zkumavkach (50 mL) opatienych vatovou zéatkou. Jako zdroj potravy slouzi moucham uméla
dieta, kterd se sklada z agaru, kukuficného Srotu, cukru a kvasnic a je konzervovana pomoci

parabenu.

Pro uspésnost nasi prace byla zasadni synchronizace larev. Docilili jsme ji tak, Ze jsme
nechali musky klast na dieté pfesn¢ 24 hodin, poté jsme je pfemistili do nové zkumavky
s dietou, kde jsme je ponechali opét 24 hodin. Chov musek probihal za konstantni teploty

18°C (12 hodin svétlo : 12 hodin tma). VétSina vajec byla nakladena béhem svételné faze.

Pro vSechny varianty aklimacnich pokust i pro odbér vzorkui na biochemické analyzy
jsme vybirali tzv. "dospé€lé" larvy tésné pred finalni fazi jejich tietiho instaru, tedy jesté pred
vstupem do faze "wandering stage" (v této finalni fazi maji larvy maximalni hmotnost,

vylézaji z diety a pfipravuji se ke kukleni).

2.2 Aklimacni varianty

Schematicky piehled pouzitych aklimacnich variant je v Tab. 1. Larvy jsme chovali pti
fotoperiod¢ 12 hodin svétlo : 12 hodin tma za teplot: 25°C a 15°C.

V dalSich variantach jsme larvy chovali v dieté, do které jsme ptidali glycerol (v
koncentraci 1, 2 ¢i 3 g glycerolu/10 g diety). Larvy se vyvijely v konstantnich 15°C ¢i 25°C.
Dalsi variantou byl vyvoj v 15°C po dobu 18 dnti, poté byly larvy vystaveny teploté 5°C po
dobu 2 dni.
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Tab. 1 Schéma aklimacénich variant

varianta barva zkratka | teplota | g glycerolu/10 g diety | nasledna aklimace
1 cervena 25 25°C — —
2 zluta 25G1 25°C 1 —
3 svétle oranzova 25G2 25°C 2 —
4 oranzova 25G3 25°C 3 -
5 zelena 15 15°C — -
6 modra 15G2 15°C 2 —
7 fialova 15G2+2d 15°C 2 2 dny v 5°C

2.3 Testy chladové odolnosti

Larvy jsme vystavili teploté 5°C ¢i 0°C. Do plastové tubicky s 1 mL diety (primér 1 cm,

vyska 5 cm) jsme dali 10 larev. Tubicku jsme zasadili do aluminiového bloku, ktery byl jiz

umistén a temperovan v nizkoteplotnim inkubatoru na cilovou teplotu (teplotu jsme pribézné

kontrolovali). Po uplynuti expozi¢ni doby jsme tubicku s larvami ptemistili do 18°C

(fotoperioda 12 hodin svétlo :

procento kukleni, jakoZto kritérium pieziti.

12 hodin tma), kde jsme po dalsich 5 dnech vyhodnotili

Kazdy vzorek 10-ti larev jsme 5 — 8 x opakovali, nezavisle pfipravili a zméfili. Celkem

jsme tedy na jednu aklimaéni variantu potiebovali asi 250 — 300 larev.

2.4 Fyziologické parametry

Abychom zjistili, zda a jak se larvy z riznych aklimac¢nich variant od sebe lisi, provedli

jsme analyzy jejich zakladnich stavebnich sloZek. Zjistili jsme obsah vody a suSiny, proméfili

jsme obsah celkovych proteint, lipidi a glykogenu.
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2.4.1 Hmotnost, suSina a obsah vody

V kazdé aklimac¢ni varianté jsme zvazili celkem 20 "dospé€lych” larev a také 10 — 20 larev
ve stadiu "wandering stage". Larvy jsme ocCistili v destilované vod¢, osusili a kazdou jsme
jednotlivé zvazili s presnosti na setiny miligramu (FM, fresh mass, ¢erstva hmotnost; vahy
Techniprot, Polsko). Zvazené larvy jsme davali po jedné do malych zkumavek, zkumavky
jsme nechali oteviené a umistili je do susarny (60°C) na 3 dny. Poté jsme jednotlivé larvy
zvazili, ¢imz jsme ziskali jejich suchou hmotnost (DM, dry mass). Dopocitali jsme hydrataci

(H, hydration).

2.4.2 Stanoveni celkovych proteini

Ke stanoveni celkovych proteinti jsme pouzili BCA metodu. Metoda vyuziva sodné soli
kyseliny bicinchoninové. Principem metody je reakce peptidové vazby s méd’natymi ionty za
alkalickych podminek. Méd'naté ionty se redukuji na méd’né ionty, které jsou komplexovany

sodnymi solemi kyseliny bicinchoninové. Komplexace méd'nych ionti se projevi fialovym

vvvvv

V prvnim kroku jsme larvy homogenizovali a extrahovali v 0,1 M Tris-HCI (pH 8.0),
¢imz jsme ziskali celkové ve vodé rozpustné proteiny (odebrali jsme supernatant). Po
centrifugaci jsme peletu rehomogenizovali v 50 mM Tris-HCI s pridavkem 1% TritonX (pH

8.0), ¢imz jsme ziskali celkové v detergentu rozpustné proteiny.
Priprava vzorkii:

e zkazdé aklimacni varianty jsme odebrali 40 "dospélych™ larev. Soubor 10 larev
predstavoval jeden vzorek (celkem tedy 4 opakovani), larvy jsme oplachli
Vv destilované vodé¢, osusili, zvazili a uchovali v Ependorfovych zkumavkach v -80°C
do analyzy.

e vzorky jsme vyndali z -80°C a umistili je na led, ptidali jsme 200 pL 0,1 M Tris-HCI
(pH 8.0), diikladn¢ jsme homogenizovali pomoci ruéniho homogenizatoru s plastovym
trecim nastavcem

e centrifugovali jsme pti 22 000 g/10 min/4°C, odebrali jsme supernatant (obsahuje ve
vodé rozpustné proteiny, peletu jsme si ponechali na stanoveni v detergentu

rozpustnych proteini)
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Reagens:

e reagent A, BCA roztok (Sigma, B-9643):

sodium bicinchoninate (BCA) 1g 590
Na,COs3 24 109
Vinan sodny 0.16g 08¢
NaOH 049 29
NaHCO; 0.95¢g 4754
namichali jsme v 100 mL 500 mL

pH jsme nastavili na 11.25 pomoci 10 M NaOH

e reagent B:
CuS04.5H,0 0449 29
namichali jsme v 10 mL 50 mL
Postup:

e pfipravili jsme pracovni smés smichdnim reagencie A : B v poméru 50 : 1
e pripravili jsme BSA standardy:
5 mg BSA jsme rozpustili v 5 mL vody. Tim jsme ziskali roztok o koncentraci

1 pg/1 pL. Standardy jsme ptipravili podle nésledujici tabulky:

Tab. 2 Piiprava BSA standardu

voda (uL) | roztok BSA (uL) | mg proteintl/

50 puL roztoku
SO 50 0 0
S1 40 10 10
S2 30 20 20
S3 20 30 30
S4 10 40 40
S5 0 50 50
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e vzorek jsme ziskali napipetovanim 5 pL proteinového extraktu v 0.1 M Trisu a 45 pL
vody do novych testovacich mikrozkumavek

e do standardua (SO — S5) i do vzorki jsme rychle pfidali 1 mL pracovni smési, lehce
promichali

e mikrozkumavky jsme inkubovali ve vodni lazni vyhtaté na 60°C po dobu 30 min

e zkumavky jsme nechali par minut zchladnout na pokojovou teplotu, zméfili jsme
absorbanci pfi 562 nm (je nutné postupovat rychle, hodnoty Abssg, podléhaji pii
pokojové teploté¢ zménam rychlosti 2.3% / 10 min)

e v programu Prism 4 (GraphPad, USA) jsme vytvofili kalibra¢ni kiivku (Obr. 1), podle

které jsme urcovali mnozstvi proteinti ve vzorku

ABS562

o T T T T T
0 10 20 30 40 50

ug of protein in the sample

Obr. 1 Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na mnoZzstvi proteini. Kitivka je proloZena rovnici:
y = Top*[1 — exp (- K*X]); R? = 0.9992

2.4.3 Stanoveni celkovych lipidi

Lipidy jsme extrahovali z celych larev pomoci rozpoustédla, které jsme pak nechali

odpafit (ve sklenéné zkumavce ztlistaly na sténach lipidy).

Ke stanoveni extrahovanych lipidl jsme pouzili fosfovanilinovu metodu. Je zaloZena na
reakci produktti degradace lipidi s aromatickymi aldehydy, jehoz vysledkem je rtizové

zabarveni, které se méfi pti 528 nm (Zollner & Kirsch, 1962).
Piiprava vzorkii:

e 7z kazdé aklimacni varianty jsme odebrali 20 "dospélych" larev. Soubor 5 larev

predstavoval jeden vzorek (celkem tedy 4 opakovani), larvy jsme oplachli v
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destilované vode¢, osusili, zvazili a uchovali v Ependorfovych zkumavkach v -80°C do

analyzy.
Extrakce lipidu:

e pfipravili jsme si extrakéni medium; chloroform : methanol v poméru 2 : 1

e vzorky jsme umistili na led, pfidali jsme 200 pL chlazeného extrakéniho media,
dikladné jsme homogenizovali pomoci ru¢niho homogenizatoru s plastovym tifecim
nastavcem

e centrifugovali jsme pii 22 000 g/5 min/4°C, odebrali jsme supernatant S1

e k peleté jsme ptidali 200 pL extrakéniho media a rehomogenizovali

e centrifugovali jsme pti 22 000 g/5 min/4°C, odebrali jsme supernatant S2

e supernatanty S1 a S2 jsme spojili a pridali k nim 60 pL 0.9% NaCl, smés jsme
promichali pomoci Vortexu

e centrifugovali jsme pii 22 000 g/5 min/4°C, odebrali jsme spodni organickou fazi
obsahujici lipidy

e vzorek jsme premistili do sklenénych vialek

e susili jsme pod proudem dusiku pii 40°C (10 — 30 min)

e vialky jsme uzavieli teflonovym vickem a uchovéavali pii -80°C do dal$iho zpracovani
Fosfovanilinova metoda:

e prfipravili jsme si fosfovanilinové reagens:
H3PO, (85%) 668 mL
vanillin 1.98 ¢
chemikalie jsme smichali, ohtali na 60°C, nechali rozpustit (pfes noc), pak je zchladili
na pokojovou teplotu
doplnili vodoudo 1 L
pted pouzitim jsme nechali reagens stat na chladném a tmavém misté po dobu jednoho

tydne
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pfipravili jsme roztoky standarda (Tab. 3):
kyselina olejova, Mr = 282.5

10 mM roztok jsme pfipravili rozpusténim 2.828 mg kyseliny olejové v 1 mL hexanu

Tab. 3 Priprava standardu kyseliny olejové

standard | uL zasobniho roztoku | ug kyseliny olejové
S1 2 5.650
S2 5 14.126
S3 10 28.250
S4 20 56.500
S5 40 113.000

pridali jsme pozadované mnozstvi standardniho zasobniho roztoku do 10 mL
sklenénych zkumavek (perfektné Cistych), hexan jsme nechali vypafit, poté jsme se
standardy pracovali stejné jako se vzorky

extrahované lipidy jsme rozpustili v 1 mL chloroformu

100 pL lipidového extraktu jsme napipetovali do sklenénych 10 mL zkumavek a
nechali jsme odpafit rozpoustédlo (vzorky musi byt naprosto suché!)

pridali jsme 200 pL koncentrované H,SO, a promichali pomoci Vortexu

ohfivali jsme po dobu 10 min pfi 100°C

vzorky jsme nechali zchladit ve vodni 14zni o teploté 20°C po dobu 5 min

pfidali jsme 2.5 mL fosfovanilinového reagens a promichali pomoci Vortexu

vzorky jsme nechali stat na temném misté po dobu 60 — 65 min (dodrZeni Casu je
dulezité pro maximalni namétenou hodnotu absorbance, kdy pomér H,SO, : vanillin
odpovida 1 : 12.5), poté jsme zm¢ftili absorbanci pii 528 nm

v programu Prism 4 (GraphPad, USA) jsme vytvofili kalibra¢ni kiivku (Obr. 2), podle

které jsme urcovali mnozstvi lipidl ve vzorku
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Obr. 2 Kalibraéni kiivka zavislosti absorbance na mnozstvi kyseliny olejové. Kiivka je proloZena rovnici:
y = A+ B*x + C*x% R? = 0.9984

2.4.4 Stanoveni glykogenu

Ke stanoveni glykogenu jsme pouzili celé larvy. Postupovali jsme ve dvou krocich.
Prvnim krokem byla extrakce volnych cukrii a polyold. Extrahovali jsme je pomoci 70%
etanolu; cukry a polyoly byly obsazeny v supernatantu, ktery byl uskladnén pii -20°C (bude
pouzit na dal§i podrobné analyzy). Peleta obsahuje glykogen. V druhém kroku jsme

extrahovali glykogen z pelety. Vzorky jsme analyzovali pomoci fenolové metody.

Principem fenolové metody je reakce monosacharidll, oligosacharidli, polysacharidli a
jejich derivati s fenolem a koncentrovanou kyselinou sirovou. Reakce je velmi citliva a
vzniké pfi ni zluto-oranzové zbarveni, jehoz intenzita se méefi pti absorbanci vinové délky 490

nm (DuBois, Gilles, HamiLton, Rebers & Smith, 1956).
Piiprava vzorkii:

e 7z kazdé aklimacni varianty jsme odebrali 40 "dospélych™ larev. Soubor 10 larev
piedstavoval jeden vzorek (celkem tedy 4 opakovani), larvy jsme oplachli v
destilované vod¢, osusili, zvazili v Ependorfovych zkumavkach, ke kazdému vzorku
jsme pridali 200 pL. 70% etanolu a dikladné homogenizovali pomoci ru¢niho
homogenizatoru s plastovym tfecim nastavcem. Vzorky jsme uloZili do -20°C az do

analyzy.
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Extrakce 1:

e po roztati (skladovani pii -20°C) jsme ke vzorkum ptidali dalSich 200 puL 70% etanolu
a homogenizovali pomoci ru¢niho homogenizatoru s plastovym tfecim nastavcem

e tfepali jsme vzorky pii 1200 RPM po dobu 5 min

e centrifugovali jsme pii 20 000 g/10 min/35°C, odebrali jsme supernatant S1

e peletu jsme renomogenizovali ve 400 puL 70% etanolu

e tiepali jsme vzorky pii 1200 RPM po dobu 5 min

e centrifugovali jsme pii 20 000 g/5 min/35°C, odebrali jsme supernatant S2

e S1 + S2 (supernatant jsme ulozili do -20°C pro pozd¢jsi analyzu cukrt, polyoll a

aminokyselin)
Extrakce 2:

e zbytkovy etanol jsme z pelety odstranili suSenim v picce pii 55°C po dobu 15 min

e pridali jsme 200 pL destilované vody, dikladné¢ jsme homogenizovali pomoci ru¢niho
homogenizatoru s plastovym tfecim nastavcem

e pridali jsme 1.1 mL 30% KOH, zamichali pomoci Vortexu, Ependorfovy zkumavky
jsme dobfe zavteli a zahtivali pii teploté¢ 95°C (ve vodni 1azni) po dobu 30 min

e vzorky jsme zchladili, centrifugovali pfi 10 000 g/10 min/20°C, odebrali jsme 500 pL
infranatantu (5/13) do sklenénych zkumavek

e pridali jsme 250 pL 10% NaySO4 a 1.5 mL 99.8% etanolu, zamichali jsme pomoci
Vortexu

e zkumavky jsme nechali 1 hodinu na ledu, dvakrat jsme promichali pomoci Vortexu (v
intervalech 20 min)

e centrifugovali jsme pii 3000 g/20 min/20°C, supernatant jsme odstranili

e Kk peleté jsme piidali 500 uL 70% etanolu, dikladné jsme promichali

e centrifugovali jsme pii 3000 g/3 min/20°C, supernatant jsme odstranili

e Kkpelet¢ jsme ptidali 500 uL 70% etanolu, dikladné promichali, centrifugovali pfi
3000 g/3 min/20°C, supernatant jsme odstranili, susili jsme v picce pii 55°C po dobu
15 min

o peletu jsme rozpustili v 1.0 mL destilované vody
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Analyza:

e Kysela hydrolyza: z celkového objemu 1.0 mL jsme odebrali 100 puL pro analyzu,

ptfidali jsme 500 pL destilované vody, 200 pL 5% roztoku fenolu, nakonec jsme
rychle pfidali 1.0 mL koncentrované H,SO,, promichali pomoci Vortexu, vzorky
jsme okamzité pienesli do vodni lazné o teplote¢ 95°C, kde jsme je ponechali 20
min

e vzorky jsme nechali 30 min stat pii pokojové teploté

e zm¢fili jsme absorbanci pii 490 nm

e analogické méfeni jsme provedli se standardy glykogenu (glykogen izolovany
z ustiic, Fluka) a z vyslednych hodnot jsme v programu Prism 4 (GraphPad, USA)
vytvofili kalibracni kfivku (Obr. 3), podle které jsme urcovali mnozstvi glykogenu

ve vzorku
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Obr. 3 Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na mmnozstvi glykogenu. Kiivka je proloZzena rovnici:
y = A+ B*x + C*x% R? = 0.9992
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3. Vysledky

3.1 Délka vyvoje

Zjistili jsme, ze teplota a piidavek glycerolu do diety maji znac¢ny vliv na délku vyvoje
larev (Obr. 4). V teploté 25°C probéhne vyvoj velmi rychle béhem 4 dnd, v 15°C se vyvoj
zpomali téméf tfikrat na 11 dnd. Vyvoj larev, které byly v dieté¢ obohacené 2 g glycerolu na
10 g diety, trval za teploty 15°C 17 — 19 dni. Glycerol prodluzuje délku vyvoje larev a

zvySuje variabilitu mezi larvami.
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Obr. 4 Délka vyvoje larev D.m. Aklimac¢ni varianty jsou zna¢eny zkratkami (viz Tab. 1). Usedky ukazuji
smérodatnou odchylku. Pismena a, b, ¢ vysledky post-hoc Tukeyho testu. ANOVA: F = 235.4; R? = 0.9888;
P<0.0001 (o= 5%).

3.2 Chladova odolnost

Vysledky pfeZivani v chladu u vSech aklimaénich variant jsou na Obr. 5, 6 a 7. Tabulky
4a, 5a a 6a ukazuji Ltsy (lethal time), tedy dobu expozice v urcité teplote, kdy piezivalo 50%
larev (pocitano vzhledem k prezivani v kontrole 92%; pro variantu 15G2+2d byla kontrola

75%).

Ptezivani v jednotlivych variantach uvedenych v jednom grafu jsme hodnotili pomoci F-
testu (Prism 4, GraphPad), ktery srovnava parametr K jednotlivych exponencialnich kiivek.
Parametr K charakterizuje rychlost poklesu prezivani s prodluzujici se expozi¢ni dobou.

Statistické vysledky jsou v Tab. 4b, 5b a 6b.
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Larvy octomilky ptezivaji v 5°C hodiny az dny. Larvy, které byly chovany pfi
konstantnich 25°C maji nizké Ltsg (2,29 h) a béhem 24 hodin vSechny v 5°C hynou. Naproti
tomu vice nez 50% larev, které byly chovany v Konstantnich 15°C, piezije déle nez 24 hodin
v 5°C. Doba pieziti, Ltsp (37,97 h), je vice nez 16-krat vyssi u 15 nez u varianty 25. Larvy,
které se vyvijely v 15°C v dieté obohacené 2 g glycerolu/10 g diety piezivaly nejlépe.
Polovina larev ptezila v 5°C déle nez 5 dni (Ltsg = 124,65 h) (Obr. 5).
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Obr. 5 Piezivani "dospélych" larev D.m. v 5°C. Kiivky jsou prolozeny exponencialni rovnici:
y = Top*[1 — exp (- K*x]). Body ukazuji pramér (5 — 8 opakovani), Gisecky smérodatnou odchylku.

Tab. 4a Prezivani "dospélych" larev D.m. v 5°C — LtTsg

zkratka a barva varianty | Ltso (hodiny)
25 (Cervend) 2,29
15 (zelend) 37,97
15G2 (modra) 124,65

Tab. 4b Piezivani "dospélych" larev D.m. v 5°C — F-test

F = 47.92 (2,16); P<0.0001 (a0 = 5%) Parametry K vSech aklimacnich variant se od sebe

navzajem lisi.

zkratka a barva varianty | parametr K | Std. Error
25 (Cervenad) 0,2926 0,0422
15 (zelena) 0,0163 0,0022
15G2 (modra) 0,0053 0,0013
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Larvy octomilky ptezivaji v 0°C minuty az hodiny. Larvy z aklimac¢nich variant 25 a
25G2 maji Ltsp nizsi nez jednu hodinu. Larvy, které se vyvijely v konstantnich 15°C, maji Ltsg
1,35 h. Larvy téchto tii variant nejsou schopné prezit déle nez n€kolik hodin v 0°C. Naproti
tomu larvy, které se vyvijely v 15°C v dieté obohacené glycerolem (15G2), mély Ltsq 6,77 h.
Larvam, které se vyvijely za stejnych podminek, ale pted testem ptezivani v 0°C byly 2 dny
chladové¢ aklimovany v teploté 5°C (15G2+2d), se Ltso zvedl vice nez 5-krat (az na 38,06 h)
oproti larvam varianty 15G2 (Obr. 6).

1004
754

504

Percent survival

254

Exposure time [hours]

Obr. 6 Piezivani "dospélych" larev D.m. v 0°C. Kifivky jsou proloZeny exponencialni rovnici:
y = Top*[1 — exp (- K*x]). Body ukazuji pramér (5 — 8 opakovani), usecky smérodatnou odchylku.

Tab. 5a Prezivani "dospélych" larev Dm. v 0°C — Ltsg

zkratka a barva varianty | Ltso (hodiny)
25 (Cervend) 0,21
25@G2 (svétle oranzova) 0,77
15 (zelend) 1,35
15G2 (modrd) 6,77
15G2+2d (fialova) 38,06

Tab. 5b Prezivani "dospélych" larev D.m. v 0°C — F-test

zkratka a barva varianty | parametr K | Std. Error
25 (Cervenad) 4,8590 0,8590
25G2 (svétle oranzova) 0,6734 0,1660
15 (zelend) 0,4287 0,0687
15G2 (modra) 0,0906 0,0229
15G2+2d (fialova) 0,0186 0,0007

F = 28.60 (4,24); P<0.0001 (o = 5%) Parametry K vSech aklimac¢nich variant se od sebe

navzajem lisi.
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Testovali jsme prezivani larev octomilky, které¢ se vyvijely v konstantnich 25°C v dieté
obohacené 1, 2 a 3 g glycerolu/10 g diety (Obr. 7). Ackoli F-test nalezl statisticky vyznamné
rozdily mezi ptezivacimi kiivkami jednotlivych variant, tyto rozdily byly velmi malé. Doba
pieziti Ltsg se u jednotlivych variant prakticky nelisila (Tab. 6a), Pouze u varianty 25G3 jsme

pozorovali mirné prodlouZeni Ltso na 1,36 h.
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Obr. 7 Pifezivani "dospélych" larev D.m. v 0°C. Kiivky jsou prolozeny exponencialni rovnici:
y = Top*[1 — exp (- K*x]). Body ukazuji praimér (5 — 8 opakovani), Gsecky smérodatnou odchylku.

Tab. 6a Piezivani "dospélych" larev Dm. v 0°C — Ltz

zkratka a barva varianty | Ltso (hodiny)
25G1 (zluta) 0,69
25@G2 (svétle oranzova) 0,77
25G3 (oranzova) 1,36

Tab. 6b Piezivani "dospélych" larev D.m. v 0°C — F-test

zkratka a barva varianty | parametr K | Std. Error
25G1 (zluta) 0,9906 0,0859
25G2 (svétle oranzova) 0,6738 0,1254
25G3 (oranzova) 0,3873 0,0671

F = 7.310 (2,17); P = 0.0051 (a = 5%) Parametry K vSech aklimacnich variant se od sebe

navzajem lisi.
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3.3 Hmotnost, susina a obsah vody

Nejnizsi ¢erstvou hmotnost (FM) mély larvy, které se vyvijely v 25°C. Naopak nejvice

v

varianty 25. Larvy ze tii dalSich aklimac¢nich variant 15, 15G2 a 15G2+2d mély o néco vyssi a

statisticky navzajem shodnou suchou hmotnost (Obr. 8).

Mass [mg]

Obr. 8 Cerstvd (FM) a suchd (DM) hmotnost "dospélych" larev D.m. Aklimaéni varianty jsou znadeny
zkratkami (viz Tab. 1). Usedky ukazuji smérodatnou odchylku; n = 20. Pismena a, b vysledky post-hoc
Tukeyho testu. ANOVAgy: Fpy = 6.372; R%y = 0.2010; Pgy = 0.0007 (a0 = 5%). ANOVApw: Fpm = 13.63;
R%pm = 0.3498; P<0.0001 (o0 = 5%).

Protoze se doba vyvoje v jednotlivych aklima¢nich variantdch znaéné liSila (viz Obr. 4),
jako kritérium pro posouzeni stadia ontogenetického vyvoje larev jsme pouzili jejich
hmotnost. Cerstvd hmotnost "dospélych" larev tietiho instaru by se méla blizit finalni
hmotnosti larev ve fazi "wandering stage" (Tab. 7). V aklimac¢ni varianté 25 jsme vybrali
larvy, které vazily 83,5% finalni hmotnosti, u varianty 15 vazily 88,1% a u variant 15G2 a

15G2+2d to bylo 96,5%.

Tab. 7 FM "wandering stage™ D.m.

zkratka a barva Variaﬂty m[mg]"wandering" S-D-"wandering" % m"dospélé" larvy/"wandering"
25 (&ervend) 1,76 0,17 83,5
15 (zelena) 2,02 0,19 88,1
15G2 (modra) 1,72 0,23 96,5
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Larvy aklimacnich variant 25 a 15 mély relativné vysokou hydrataci (nebyl mezi nimi
nalezen statisticky rozdil). Larvy variant 15G2 a 15G2+2d mély hydrataci niz$i (nez varianty
25 a 15; statisticky vyznamny rozdil). Varianty 15G2 a 15G2+2d se od sebe statisticky
nelisily (Obr. 9).
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Obr. 9 Hydratace "dospé&lych" larev D.m. Aklimaéni varianty jsou znadeny zkratkami (viz Tab. 1). Useky
ukazuji smérodatnou odchylku; n = 20. Pismena a, b vysledky post-hoc Tukeyho testu. ANOVA: F = 25.54;
R? = 0.5020; P<0.0001 (o = 5%)

3.4 Celkové proteiny

Porovname-li statisticky celkové ve vode rozpustné proteiny, ziskdme dvé skupiny. Larvy
z aklimac¢ni varianty 25 se statisticky nelisi od larev z 15. Druhou skupinu tvofi larvy, které se
vyvijely v dieté s glycerolem (varianty 15G2 a 15G2+2d), jejichZ obsah ve vodé rozpustnych
proteinu se statisticky nelisi a je niz§i nez u variant 25 a 15.Celkovy obsah v detergentu

rozpustnych proteinti je u vSech aklimacnich variant statisticky stejny (Obr. 10).

<4 soluble in Tris + Triton X

4= soluble in Tris

[ug/lmg DM]

200+
100+
0-
2® RA L \590(&6

Obr. 10 Obsah celkovych ve vodé rozpustnych proteinti a v detergentu rozpustnych proteini. Aklima¢ni
varianty jsou znadeny zkratkami (viz Tab. 1). Use¢ky ukazuji smérodatnou odchylku, n = 4. Pismena a, b
vysledky post-hoc Tukeyho testu. ANOVAqis: Frvis = 19.20; R’ = 0.8397; P = 0.0001. ANOV AT 1x; Frerx
= 1.157; R%,1x = 0.2243; P17 = 0.3664 (0. = 5%).
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3.5 Celkové lipidy

Obsah celkovych lipidu larev, které se vyvijely v dieté¢ bez glycerolu (varianty 25 a 15)
byl statisticky stejny a relativné nizky. Larvy, které se vyvijely v dieté s glycerolem (varianty
15G2 a 15G2+2d) mély obsah celkovych lipidu relativné vysoky, statisticky shodny (Obr.
11).

6001
5004
400+

3004

[Mg/1mg DM]

2004

100+

5 % 2 3
% A RES qpﬂfl

Obr. 11 Obsah celkovych lipidi u "dospélych" larev D.m. Aklimacni varianty jsou zna¢eny zkratkami (viz Tab.

1). Usegky ukazuji smérodatnou odchylku. Pismena a, b vysledky post-hoc Tukeyho testu. ANOVA: F = 20.57;
R? = 0.8487; P<0.0001; (0. = 5%).

3.6 Glykogen

Numericky nejvyssi obsah glykogenu mély larvy aklimaéni varianty 25. Larvy variant 15
a 15G?2 se statisticky nelisi od varianty 25, ani od varianty 15G2+2d. Nejméné glykogenu
obsahovaly larvy varianty 15G2+2d (Obr. 12).
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Obr. 12 Celkovy obsah glykogenu u "dospélych" larev D.m. Aklima¢ni varianty jsou znaceny zkratkami (viz

Tab. 1). Usetky ukazuji smérodatnou odchylku; n = 4. Pismena a, b vysledky post-hoc Tukeyho testu.
ANOVAF = 3.917; R? = 0.5165; P = 0.0398; (0. = 5%).
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4. Diskuse

4.1 Chladova aklimace larev D. melanogaster

Dokazali jsme, ze chladova aklimace u "dospélych" larev D. melanogaster je mozna.
Testovali jsme celkem sedm aklimacnich variant (Tab. 1) a nésledné piezivani musek v 5°C a
v 0°C. Pokud porovname Ltsg (testovani v 5°C) larev aklimacni varianty 25 (2,29 h) a nejlépe
prezivajici varianty 15G2 (124,65 h), zjistime, Ze se délka prezivani po aklimaci zvysila vice
nez 50-krat. Podobnym srovnanim krajnich variant ptezivani v 0°C ziskame dokonce 180-
tinasobny rozdil (Ltsp varianty 25 bylo 0,21 h a varianty 15G2+2d bylo 38,06 h). Tyto
pozitivni vysledky nds motivovaly k dal§Sim pokusim. Larvy nejlepsi aklimacni varianty
(15G2+2d) jsme podrobili testu piezivani za podnulovych teplot (-3°C). U larev jsme navodili
promrzly stav inokulaci ledem. Zadna z larev oviem tento pokus nepieZila, coZ je pro nis
vyzvou k dal§imu pokracovani a badani. Klademe si otdzku, zda je mozné né&jakou aklimaci
ziskat larvy, které pteziji zmrznuti. Snazime se najit analogie s piibuznou C. costata
(Drosophilidae), kterda pteziva podnulové teploty (po aklimaci) bez problémi (Shimada &
Riihimaa, 1990). Planujeme navrhnout a otestovat dalsi aklimacni varianty, které by
kombinovaly manipulace steplotou a pfidavky dalSich potencidlnich kryoprotektantt
(DMSO, trehalézy, prolinu, cholesterolu, nenasycenych mastnych kyselin a dalSich latek —

podle vysledkti metabolomické analyzy).

4.2 Fyziologické rozdily u larev D. melanogaster z riiznych aklimaénich variant

.....

v zakladnich parametrech jako jsou: délka vyvoje, hmotnost, suSina a obsah vody, celkové ve
vod¢ rozpustné proteiny (mnozstvi celkovych v detergentu rozpustnych proteini bylo

shodné), celkové lipidy a glykogen.

Prokazali jsme, ze teplota zpomaluje vyvoj a vede k vyvoji vétSich jedincu, cozZ je
pomérné dobie zndmy fakt u vétSiny studovanych exotermnich Zivocichd. Vyvoj larev v 25°C
trval 3-krat kratsi dobu, nez u larev vyvijejicich se v 15°C. Porovname-li varianty 15 (vyvoj
11 dni) a 15G2 (vyvoj 17 — 19 dni), mizeme konstatovat, Ze nejen teplota zpomaluje larvalni

vyvoj, ale také ptidavek glycerolu do diety. Glycerol se b&zn€¢ pouziva jako vhodny
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kryoprotektant v kryogenickych technologiich, protoze dobie pronikda membranami (dostane
se ze stteva do hemolymfy a do vSech bunék) a protoze ma nizkou toxicitu. Také cetné druhy
hmyzu akumuluji glycerol béhem svého pfezimovani, jako je tomu u podkorniho brouka
Pytho depressus, u né&jz muze obsah glycerolu béhem piezimovani dosahovat az 25%

z celkové Cerstvé hmotnosti (Zachariassen, 1985; Storey & Storey, 1988).

Larvy D. melanogaster z variant 25 a 15 se v zasadé piili§ neliSily ve sledovanych
parametrech (snad az na glykogen, ktery je statisticky nevyznamné vyssi u varianty 25).
Rozdil v jejich pfezivani tedy nelze pfipsat témto parametrim a musi mit pficinu jinde.
Myslime si, Ze pijde o zménu v metabolitech. Zvlasté se hodlame zaméfit na studium zvyseni
hladiny trehalozy a prolinu, jeZ bylo pozorovano u ptibuzné musky C. costata (Shimada &
Rithimaa, 1990). Zmény budou mozna i v jinych metabolitech, coz nam ukaze az kompletni

metabolomicka analyza, pro niz mame vzorky pfipraveny prave jako vysledek této studie.

Larvy, které se vyvijely v dieté obohacené glycerolem se velmi lisily (varianty 15G2 a
15G2+2d) od larev, které se vyvijely ve standardni dieté. Mély niz$i hydrataci, relativné nizky
obsah ve vodé rozpustnych proteinii a naopak vyssi obsah celkovych lipid. Obsah glykogenu
byl relativné sniZen oproti larvam z varianty 25, byl vSak podobny jako u larev z varianty 15.
Je zfeymé, Ze glycerol do zna¢né miry ovlivnil metabolismus larev. NedokaZzeme piesto fici,
zda a jak mohly ndmi pozorované rozdily ovlivnit chladovou odolnost. Myslime si ale, Ze
zasadni roli hraji vySe zminé€né nizkomolekularni metabolity (trehaléza a prolin a moZzna i
jiné), spiSe nez konkrétni obsah makromolekul. ZvySeny obsah lipidii by mohl mit jistou
kauzalni souvislost s dlouhodobym pfezivanim za nizkych teplot. Lipidy jsou vyznamnym
energetickym substratem, a proto by velikost jejich zdsoby mohla mit vliv na dobu pteziti za
nizkych teplot, kdy miZze byt schopnost pfijimat a zpracovavat potravu silné¢ omezena nebo

zcela zastavena.

Rozborem a analyzami larev jsme ziskali obecnou pfedstavu o jejich zakladnich
stavebnich slozkach. Na Obr. 13 je porovnani s Clovékem (data podle Hill et al., 2008, str.
111). Vidime, ze hodnoty se v zasad¢ pftili§ neliS§i. Podobné zakladni sloZzeni maji vlastné

vSechny Zivo€i$né i prokaryotické buiiky (Alberts, B., 1994, Molecular Biology of the Cell).
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Obr. 13 Srovnani biochemického sloZeni "dospélé" larvy musky D. melanogaster a ¢lovéka. Vidime, Ze larva
obsahuje vice vody nez clovek. Naopak v lidském téle jsou vice zastoupeny proteiny a lipidy. Pod pojmem
"others" rozuméjme dalsi latky jako: mineraly, nukleové kyseliny, ¢i karbohydraty. U larvy tyto latky tvofi

celkem 8.9% hmotnosti té€la a u ¢lovéka 8%.

4.3 Podstata chladové aklimace larev D. melanogaster

Tato prace neodhaluje pfimou podstatu chladové aklimace larev. Je pro nas hlavné
ptipravou a pevnou pudou pro dalsi vyzkum. Jak je uvedeno vySe, pfipravujeme podrobnou
metabolomickou analyzu latek, které mohou mit kauzalni souvislost se zmé&nou chladové
odolnosti (fosfolipidy, volné mastné kyseliny, organické kyseliny, volné aminokyseliny,
cukry, polyoly). Budeme nadale hledat analogie s piibuznou C. costata, ktera akumuluje
prolin a trehalézu (Shimada & Riithimaa, 1990) a také se u ni potvrdila vyznamna zména

sloZeni fosfolipida (Kostal et al., 2003).

Soucasnd literatura nabizi né€kolik ¢lankd o metabolomickych zménach u dospélct D.
melanogaster béhem chladové aklimace. Dvéma hlavnimi pfedpokladanymi mechanismy jak
zvysit chladovou odolnost jsou syntéza kryoprotektanti a pretvafeni lipidickych membran.
Bylo zaznamenéno snizovani obsahu volné glukézy u jedinct testovanych v rychlé chladoveé
aklimaci. OvSem nebyl nalezen zadny korela¢ni vztah mezi mnoZstvim volné glukézy a
chladovou odolnosti dospélych muSek (MacMillan et al., 2009). Membranové lipidy byly
proméfeny u dospélcit musky po nizkoteplotni aklimaci (chov v 15°C ve srovnani s chovem
ve 25°C). Bylo zaznamenano zvySeni relativniho podilu etanolaminu na tkor cholinu u
glycerofosfolipidii. Nebyla zjisténa Zddnd zména ve stupni nenasycenosti mastnych kyselin

(Overgaard et al., 2008).
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Podstata chladové aklimace a chladové odolnosti u musek D. melanogaster a zvlasté pak
u jejich larev zGstava do zna¢né miry neznama. Pfesto se nam v této praci podafilo prokézat,
ze chladovou aklimaci larev je mozné velmi vyrazné zvysit jejich chladovou odolnost a
prodlouzit dobu jejich skladovatelnosti za nizkych teplot. Dosazené vysledky jsou sice
povzbudivé, ale zatim nedostatecné z hlediska moznosti jejich praktického vyuziti. Doufame,
ze dal$im vyzkumem bude mozné dobu skladovatelnosti larev dale prodluzovat. Vyznamnou
bariérou na cesté k tomuto cili je vSak dosazeni tolerance promrznuti, kterd by oteviela cestu
ke skladovani za velmi nizkych teplot (snad i v kapalném dusiku). Nasimi dosavadnimi

pokusy se tuto bariéru nepodafiilo zatim piekonat.
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5.

r

Zavéry

Zjistili jsme, ze larvy jsou schopné chladové aklimace v jednoduchych aklimacnich

postupech.

Piezivani larev v 5°C jsme dokazali prodlouzit vice nez 50-krat az na Ltsg 124,65 h

(varianta 15G2), oproti vychozimu Ltsy 2,29 h (varianta 25); ptezivani v 0°C jsme

dokazali prodlouzit 180-krat az na Ltso 38,06 h (varianta 15G2+2d), oproti vychozimu
Ltso 0,21 h (varianta 25).

Larvy jednotlivych variant se li§i v téchto parametrech:

a)

b)

d)

v délce vyvoje: vyvoj larev aklimacni varianty 25 trval 4 dny, u aklimacni
varianty 15 to bylo 11 dni a u larev, které se vyvijely v dieté obohacené
glycerolem 17 — 19 dni.

V hmotnosti a hydrataci: nejvice vazily larvy aklimac¢ni varianty 15, statisticky
stejng, ale o néco méné larvy varianty 15G2, dale 15G2+2d, nejméné vazily
larvy varianty 25. Larvy variant 25 a 15 mély pomérné vysokou hydrataci.
Larvy, které se vyvijely v dieté s glycerolem, mély hydrataci nizsi.

v celkovych proteinech: obsah ve vodé& rozpustnych proteinli byl statisticky
stejny u variant 15 a 25, varianty 15G2 a 15G2+2d m¢ly téchto proteinli méné
neZ predchozi varianty. Nenalezli jsme Zadny rozdil v proteinech rozpustnych
v detergentu.

Vv celkovych lipidech: larvy variant 25 a 15 mély relativné nizky, statisticky
shodny obsah celkovych lipidii. Oproti tomu larvy variant 15G2 a 15G2+2d
mély vyssi obsah celkovych lipidi.

v glykogenu: nejvice glykogenu obsahovaly larvy varianty 25, méné, ale
statisticky shodné glykogenu mély larvy variant 15 a 15G2, nejméné
glykogenu obsahovaly larvy varianty 15G2+2d.

Ptipravili jsme vzorky pro naslednou podrobnou metabolomickou analyzu. Vysledky

této analyzy by mohly poodhalit biochemickou podstatu chladové aklimace.
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