JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
PEDAGOGICKA FAKULTA
KATEDRA BIOLOGIE

Chladova odolnost hladinatky Velia caprai: vliv aklimace a vékové

tridy na bod podchlazeni

diplomova prace

Iveta Novotna

Vedouci diplomové prace: RNDr. Tomas Ditrich, Ph.D.
2012



Prohlasuji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouZzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podobé¢ Pedagogickou fakultou
elektronickou cestou ve vefejné pristupné casti databaze STAG provozované
Jiho&eskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to
se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikaéni prace.
Souhlasim dale s tim, aby toutéZ elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponentl prace i
zdznam o prubéhu a vysledky obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz souhlasim s
porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz
provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem

na odhalovani plagiatd.

Datum: 24. 4. 2012 Podpis studenta:



Rada bych podékovala vedoucimu prace RNDr. Tomasi Ditrichovi Ph.D. za odborné
vedeni mé diplomové prace, za ochotu a Cas, ktery mi po celou dobu této prace vénoval.
Dale dékuji Mirce Krovové za poskytnuti technického zazemi ve $kolnich prostorach.

Pod¢kovani patii také mé rodin€ za trpélivost pfi psani prace.



Abstrakt

Novotna 1. 2012: Chladova odolnost hladinatky Velia caprai: vliv aklimace a

vékové tiidy na bod podchlazeni. Diplomova prace, PF JU, Ceské Budgjovice. 45 s.

Chladova odolnost se Vposledni dobé stava stale béznéjSim tématem ve
védeckych clancich. Pokud se zaméfime na fad Heteroptera, najdeme mnoho studii
zabyvajicich se chladovou odolnosti ¢i bodem podchlazeni (SCP) a faktory, které je
ovliviiuji. VSeobecné pravidlo je, Ze aklimace V nizkych teplotach zvySuje chladovou
odolnost. Proto hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda aklimace také zvySuje
chladovou odolnost hladinatky Velia caprai Tamanini, 1947 (Veliidae) se zamérem
zmé&fit SCP hladinatek z riznych aklimacnich teplot a pfi rizné délce expozice.

Pro vysokou mortalitu (z celkového poctu cca 1300 jedincii zlistalo nazivu cca
284) a technické potize pii méfeni SCP (zméfeno jen 36 jedinci) bylo nutno
modifikovat pivodni plany a testovat tak vliv aklimace (po dobu jednoho mésice Vs.
jednoho tydne) a rozdilnych teplot (0°C, 5°C, 10°C) na bod podchlazeni V. caprai. Uziti
ptitom byli jedinci odchyceni v prub¢hu r. 2010 a jedinci sbirani v bieznu 2011.

Vysledky této prace nepotvrzuji pravidlo, ze aklimace pii nizké teploté zvysuje
chladovou odolnost. Hodnoty SCP jedincti aklimovanych pii vy$si teploté jsou
prikazné niz8i, neZz hodnoty jedinci aklimovanych pii nizkych teplotach. Jedinci
piezimujici poprvé maji pravdépodobné vysSi chladovou odolnost, nez jedinci
piezimujici podruhé. Pric¢ina téchto vysledkl je pravdépodobné fakt, ze hladinatka V.

caprai nevstupuje na podzim do diapauzy a piezimuje v kviescenci.

Klic¢ova slova: chladova odolnost, bod podchlazeni, SCP, aklimace, pfezimovani,

diapauza, Velia caprai

Vedouci prace: RNDr. Tomas Ditrich Ph.D



Abstract

Novotna 1. 2012: Cold resistance of the water cricket Velia caprai: the influence of
acclimation age class and food availability on the supercooling point. Diploma
thesis, PF JU, Ceské Budgjovice. 45 pp.

Recently, the cold resistance becomes a common topic in scientific articles. If
we focus on order Heteroptera, we can find a lot of studies dealing with the cold
resistance or with the supercooling point (SCP) and also with the factors that influence
them. According to the general rule, the acclimation at low temperatures increases the
cold resistance. Therefore, the main goal of this thesis is to find out, whether the
acclimation also increases the cold resistance of the water cricket Velia caprai
Tamanini, 1947 (Veliidae), with the intention to measure SCP of the water crickets
depending on the acclimation temperature and the length of exposure.

Due to the high mortality (the 284 individuals remained alive of total 1300) and
due to the technical difficulties in measuring of SCP (measured only 36 individuals) it
was necessary to modify the original goal of the thesis. The new goal was to test the
influence of acclimation (during one month vs. one week) and the influence of different
temperatures (0°C, 5°C, 10°C) on SCP of V. caprai. The individuals used for this
measurement were collected during the year 2010 and in March 2011.

The results of this thesis did not confirm the hypothesis that the acclimation at
low temperatures increases the cold resistance. The individuals who were acclimated at
a higher temperature have the values of SCP demonstrably lower than the individuals
who were acclimated at low temperatures. The individuals who overwinter for the first
time have arguably higher cold resistance than the individuals who overwinter for the
second time. Probable cause of these results is the fact that the water cricket V. caprai

does not start with diapause in the fall but it overwinters in quiescence.

Key words: cold resistance, supercooling point, SCP, acclimation, overwintering,

diapause, Velia caprai

Supervisor: RNDr. Tomas Ditrich Ph.D
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1 Uvod

Chladova odolnost hmyzu a zplsoby piezivani nizkych teplot jsou tradicnimi
objekty zajmu mnoha vyzkumniki. Z pochopitelnych diivoda se v tomto ohledu nejvice
zkoumaji ekonomicky vyznamné druhy, o mnoha skupinach hmyzu nejsou k dispozici
zadné nebo pouze velmi kusé informace. Jednou z téchto skupin jsou semiakvatické
plostice (Heteroptera: Gerromorpha), o kterych je vtomto ohledu pouze malo
informaci. Dv€ recentni prace =zabyvajici se béZnou semiakvatickou plostici,
hladinatkou ¢lunohibetou (Velia caprai) (Ditrich a kol., 2009; Ditrich a Kostal, 2011),
referuji o rizné mife chladové odolnosti tohoto druhu, pficemZ nejpodstatnéjSim
rozdilem v téchto studiich byla aklimac¢ni teplota.

Z tohoto divodu bylo pro feseni diplomové prace vybrano zhodnoceni ovlivnéni
chladové odolnosti tohoto druhu pii riznych aklima¢nich teplotach, rozdilné dobé
expozice a porovnani chladové odolnosti jedinct prvni a druhé generace.

Téma této diplomové prace jsem si vybrala predev§im proto, Ze mé jiz samotny
nazev zaujal a chtéla jsem se o této problematice doveédét vice. Zaroven jsem chtéla

poskytnout uzite¢né vysledky pro dalsi védecké badani.
Diplomova prace by méla zodpovédét tyto otazky:

e Zavisi chladova odolnost V. caprai na teploté aklimace?
e Zavisi chladova odolnost V. caprai na délce expozice aklimacni teploty?

e Lisi se hodnoty bodu podchlazeni mezi jedinci prvniho a druhého piezimovani?



2 Literarni piehled

2.1 Chladova odolnost hmyzu

Naprosta vétSina hmyzu patfi mezi poikilotermni ektotermni organismy -
produkce vnitfniho tepla je vétSinou zanedbatelna (ackoli u aktivnich jedinct neni
nulova), proto jejich télesna teplota tzce sleduje teplotu okoli (Chown a Nicolson,
2004). Hmyzi organismus tedy v mirném a arktickém pasu kazdoro¢né¢ béhem zimy
podstupuje obdobi nizkych télesnych teplot. Protoze nizké télesné teploty obecné byvaji
pro organismy $kodlivé az letdlni, u vétSiny druhti se vyvinuly mechanismy zajistujici
vyrovnani se s nizkymi teplotami a pteziti tohoto neptiznivého obdobi. Zimni obdobi se
tak stava pro tyto organismy zkouSkou odolnosti, ktera rozhoduje o pieziti jedinct a tim
o jejich vyskytu. Vzhledem k nesmirné rozmanitosti a druhové bohatosti hmyzu 1 jejich
habitatli neni divu, Ze 1 mechanismy chladové odolnosti jsou u hmyzu velice riznorodé.

V této kapitole bude popsano obecné piisobeni chladu na vodny roztok i na
hmyzi organismus, rizné strategie hmyzu vyrovnani se s nizkymi teplotami a faktory
ovliviiujici chladovou odolnost hmyzu. Zvlastni zietel bude potom kladen na chladovou

fyziologii hladinatky V. caprai a vliv aklimace na jeji chladovou odolnost.

2.1.1 Pusobeni nizkych teplot na vodny roztok

Z hlediska chladové fyziologie 1ze hmyzi organismus do jisté miry povazovat za
kapku roztoku s rozpusténymi metabolity. Je proto nutné seznamit se s i¢inkem nizkych
teplot na kapku vodného roztoku.

Pii ochlazovani kapaliny klesa rychlost pohybu molekul a vice se uplatiuji
nukleatorech) vytvaret zarodky krystalu (Vanovi¢ a kol., 1969). Krystalova mftizka
nejsnaze vznikd v pritomnosti nukledtorti, na které se nabaluji molekuly vody. Jako
nukleator slouzi nejriznéj$i pevné castice — drobné nedlistoty, ale 1 nékteré
makromolekuly ¢i bakterie. Pokud nejsou ve vzorku pfitomny nukleatory, kapalina se
muze tzv. podchladit (viz dale) az na -40°C, aniz by voda zmrzla v led (Denlinger
a Lee, 2010). Pti krystalizaci kapalnych latek — fazovém ptechodu z kapalné latky na
pevnou — se uvoliuje energie ve formé tepla. Toto teplo se oznacuje jako skupenské

teplo tuhnuti (Vanovic¢ a kol., 1969).



2.1.1.1 Bod tdni (melting point, MP)

Bod tani je teplota, pfi které pevnéd latka ptechazi v kapalnou. Pokud pfijme
pevna latka (napt. led) teplo, zvysi se jeji teplota. Roste pohybova energie ¢astic, az pti
urcité teploté (v piipadé Cisté vody je tato teplota 0°C) dojde k uvolnéni téchto ¢astic
z pevnych vazeb krystalové miizky. Latka se stava kapalinou — uz nema pevny tvar
ataje. Pri dosazeni této teploty tani (a nadale dodavanym teplem) se vSak neméni
teplota latky, ptijaté teplo se ,,spotfebovava* na uvolnéni vazeb krystalické miizky
(Vanovi¢ a kol., 1969). Hodnota MP vodného roztoku zavisi na koncentraci
rozpusSténych latek — osmolalité. Osmolalita oznacuje celkoveé latkové mnoZstvi
osmoticky aktivnich cCastic jednotce hmotnosti rozpoustédla, nejcastéji se udava
Vv jednotkach mOsm/kg. Diky osmolalité roztoku se MP snizuje o 1,86°C na kazdy
osmol rozpusténych latek (Zachariassen, 1985). Vodny roztok o osmolalit¢ 1500

mOsm/kg ma tedy bod tani -2,79°C.

2.1.1.2 Podchlazeni

Podchlazeni je z fyzikalniho hlediska proces, kdy se kapalina zchladi pod jeji
bod tani a nedojde ke zmrznuti (obr. 1). Pii kontinualnim chlazeni roztoku totiz roztok
nezmrzne pii teploté bodu tani, ale zistava kapalny a podchlazuje se. Skutecna teplota,
pii niz roztok mrzne, se oznacuje jako bod podchlazeni (supercooling point, SCP) ¢i
teplota krystalizace (Tc). Teprve pii dosazeni SCP se nahle uvolni teplo krystalizace, ve
vzorku zac¢ind rust ledovych krystal a zvétsuje se jeho objem.

Kapacita podchlazeni (rozsah teplot, pfi kterych je vzorek podchlazeny) zavisi
na objemu vzorku a ptitomnosti nukleatori. Cim mensi je chlazeny vzorek, tim je vétsi
kapacita podchlazeni (tedy niz§i SCP). Pfitomnost nukleatort ve vzorku zvysuje
pravdépodobnost riistu ledovych krystalf, a tim kapacitu podchlazeni snizuje.

Aktivitu nukleatorii snizuji kryoprotektanty, coz jsou vétSinou malé, netoxické
a stabilni molekuly, které jsou velmi dobte rozpustné ve vod¢ a maji nizkou teplotu
tuhnuti (Nedvéd, 1996; Denlinger a Lee, 2010). Konkrétné se jako kryoprotektanty (ve
vztahu Kk zivym systémim) oznacuji piedev§im polyoly (vicesytné alkoholy) jako napft.
glycerol, mannitol, sorbitol, a dale cukry, jako napf. gluk6éza a trehaléoza ci

aminokyseliny (pfedev§im prolin a alanin) a dal$i molekuly (Chown a Nicolson, 2004;



Denlinger a Lee, 2010; Kostal a kol.,, 2011). Kryoprotektanty tedy snizuji teplotu
krystalizace (tuhnuti) roztoku.
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Obr. 1. Pribéh teploty kontinualné chlazeného vzorku s teplotou tani pod 0°C. Roztok
po dosazeni teploty tani neméni skupenstvi, ale podchlazuje se. Pfi dosaZeni teploty
krystalizace (bodu podchlazeni, SCP) dojde ke zmrznuti a uvolni se teplo krystalizace —
teplota vzorku se tedy zvysi, ale z(stava pod bodem tani. Pfi kontinualnim chlazeni
dale klesa teplota jiz zmrzlého vzorku. Pfevzato a upraveno podle Lee (1989); Sandro

a Lee (2006).

2.1.2 Obecné piisobeni chladu na hmyz

Denlinger a Lee (2010) ptfipodobiiuji reakci hmyziho téla na pisobeni nizkych
teplot k malym nadobam s vodou (vodnym roztokem). V kontinudln¢ chlazeném téle
hmyzu probihaji vSechny procesy a zmény, které byly popsany vySe u obecného
vodného roztoku. Celkova reakce hmyzu na chlad je ale samoziejmé mnohem sloZité&;si.
Neptiznivé G¢inky nizkych teplot za¢inaji u mnohych druhii vysoko nad 0°C. Termin
»chlad“ totiz zahrnuje teploty tak nizké, ve kterych nemulze probihat normalni vyvoj
hmyzu (Salt, 1961). Toto chlazeni bez mrznuti télnich tekutin bylo nazvano ,,chilling*

(¢esky ekvivalent by mohl byt napt. ,,chlazeni®, v praxi se vSak nepouziva. Déle v textu



tedy bude proto uzivan jen odborny termin chilling). Chilling se vyskytuje zejména
u hmyzu, ktery se bézné¢ nesetkava s chladem a trvale Zije v teplotach nad 0°C (napf.
tropicky hmyz). Protoze nejsou zvykli na chlad, nejsou schopni ho tolerovat. Naproti
tomu hmyz, ktery pfezimuje v mirnych a chladnéjsich klimatech, musi ¢asto po dlouhou
dobu snaset Siroké rozmezi nizkych teplot pod 0°C (Salt, 1961). | v téchto teplotach je
ucinek chladu na hmyz rizny. Témét zadny hmyz nepromrza pii teplotach
rovnovazného tuhnuti télnich tekutin, ale podchlazuje se. Kapacita podchlazeni se
u riznych druhl podstatné liSi. Zmrznuti té€lnich tekutin je sice pro mnohé druhy letalni,
ale mnoho jinych druhti ispé$né promrznuti pteziva. V nasledujici ¢asti je popsano, jak
obecné chlad negativné piisobi na Zivé organismy, resp. hmyz.

Vlivem pisobeni chladu dochazi k mechanickému poskozovani hmyziho
organismu. K poskozeni chladem bez vzniku ledovych krystald, mize dochazet jiz pti
teplotach 10-15°C a samoziejmé 1 nizSich (Denlinger a Lee, 2010). Zejména se méni
vlastnosti membrany — bunéénd membrana se v organismu poSkozuje zejména vlivem
fazovych piechodi membranovych lipidd. Kromé toho se méni 1 prostorova struktura
bilkovin a enzymt a dochéazi tak k metabolické nerovnovaze a ztrat¢ selektivni
propustnosti membrany. Mohou se tak hromadit toxické latky a zplodiny metabolismu
(Nedvéd, 1996; Denlinger a Lee, 2010). Vlivem zmén propustnosti membran dochézi
také ke ztrat¢ iontd z hemolymfy. Zejména ubyvéd sodikovych a hotecnatych ionti
a pribyva iontl draselnych a ztraci se elektrochemicky potencial bunééné membrany
(Kostal a kol., 2004; Denlinger a Lee, 2010).

Celkove¢ se ale o pti¢inach poskozeni hmyziho organizmu bez vzniku ledovych
krystali vi malo. Vice pfi¢in je zndmo u poskozeni organismu pii vzniku a rlstu
ledovych krystali. Riist krystali obvykle zacina v hemolymf€ nebo uvnitf stfeva. Velké
Krystaly zvétsuji svlij objem oproti vodé¢, a tak mechanicky narusuji buiky a tkang.
Pokud rist krystalii za¢ina v intracelularnim (vnitrobunééném) prostoru, vnitrobunécna
voda zvétsi svilj objem a dochazi k roztrZzeni bunécné membrany. Vytvoteni ledu uvnitf
bunék je proto letalni® (Nedvad, 1996; Denlinger a Lee, 2010).

Kdyz se led vytvoti v extracelularnim prostoru, voda v hemolymf& (nyni vazana v ledu)
se stdvad osmoticky neaktivni a pro organismus nepouZitelnou. Vlivem osmotického

tlaku dochazi proto k ¢erpani vody z intracelularnich do extracelularnich prostort, kde

! Ptezivani i vnitrobun&éného promrznuti vak bylo prokazano u hlistice Panagrolaimus davidi (Wharton
a Ferns, 1995).



se vSak molekuly vody znovu ptipojuji k ristu ledové miizky. T¢€lni tekutiny se tak
zahust'uji, koncentrace metaboliti mize dosahovat az toxickych urovni a roste celkovy
osmoticky stres organismu. ZvySujici se koncentrace télnich tekutin muize vést
k denaturaci bilkovin, zméné pH a propustnosti membran. Ztrata vody z bunék mize
byt tak velka, ze dojde k pfekroCeni minimalniho objemu bunc¢k. Kromé toho ztrata
kapalné vody vede k zamezeni transportu latek v organismu (Nedvéd, 1996; Chown
a Nicolson, 2004; Denlinger a Lee, 2010). K poSkozeni az popraskani bunécné
membrany muize dojit 1 zpétnym zvySenim teploty pfi rozmrzani, kdy buiika nasava
vodu z mezibuné¢ného prostoru (Steponkus a Lynch, 1989). Poskozeni organismu pii
vzniku ledovych krystali mohou zamezit tzv. kryoprotektanty. Jejich hromadénim
Vv télnich tekutinach se nejen snizuje aktivita nukleatorti (viz kap. 2.1.1), ale snizuje se
i bod tani a stabilizuji se membrany a proteiny (Chown a Nicolson, 2004). Glycerol
i nékteré ostatni molekuly snadno prochazeji buné¢nou membranou a pomahaji tak

vyrovnavat osmoticky tlak a omezovat ztratu vody z bun¢k (Denlinger a Lee, 2010).

2.2 Strategie preziti nizkych teplot

V zévislosti na toleranci a odolnosti vii¢i pisobeni nizkych teplot lze rtizné
druhy hmyzu rozdélit do nékolika kategorii. Nejhrubsi rozdéleni na druhy 1) nesnasejici
promrznuti (freeze intolerant; freeze avoidant) a 2) tolerujici promrznuti (freeze
tolerant) neni dostatecné k popsani komplexity pfizptisobeni hmyzu nizkym teplotam
(Lee, 1991; Somme, 1999). Pfesto i v tomto zakladnim rozd¢leni strategie prezivani
nizkych teplot Ize nalézt obecné platna pravidla. Jak uvadi Chown a Nicolson (2004),
druhy nesnasejici zmrznuti nemohou prezit vznik ledu uvnitt téla, a proto vyvinuly sadu
opatteni, aby zabranily tvorb¢ ledu. Naproti tomu druhy zmrznuti tolerujici maji sadu
mechanismil, které zajiStuji kontrolovany rist ledovych krystali v extracelularnich

prostorech. V soucasnosti se rozeznavaji tfi hlavni kategorie chladové odolnosti hmyzu

(Denlinger a Lee, 2010) (obr. 2).

2.2.1 Druhy netolerujici chlad
Druhy netolerujici chlad (chilling intolerant) podlehnou ucinku nizkych teplot
bez utvofeni ledu v téle. V zavislosti na druhu muize k poskozeni chladem dojit

v teplotach nad nebo pod 0°C. VSechny tyto druhy maji spodni letalni hranici pieziti



(LLT = Lower lethal temperature) vyssi nez SCP. Tato kategorie je rozdélena jesté na

pfimé a neptimé poskozeni.

2.2.1.1 Piimé poSkozeni

K ptimému poskozeni (direct chilling injury) neboli chladovému Soku (cold
shock) dochazi jiz po nékolika minutach nasledkem rychlého poklesu teploty. Mira
poskozeni vzrusta srychlosti zchlazeni a poklesem absolutni hodnoty teploty.
Poskozeni je zplsobeno predev§im rychlymi fazovymi prechody bunéénych membran

a naslednou zménou propustnosti.

2.2.1.2 Nepiimé poSkozeni

K nepfimému poskozeni chladem (indirect chilling injury) dojde az po delsi
dobé (po n€kolika dnech az tydnech) a vyskytuje se u celé fady rostlin a zivoc¢ichii. K
tomuto typu poskozeni mize dojit uz pii relativné vysokych teplotach pod nulou az
k 10-15°C. Pfestoze nejsou znamy piesné mechanismy zpisobujici neptimé poskozeni
chladem, minimaln¢ c¢astecné je poskozeni znovu zpiisobeno ztratou selektivni
propustnosti buné¢nych membran a jejich celkovym poskozenim.

U neptimého poskozeni stoji za zminku to, ze Skody takto zptisobené Ize opravit
zvySenim teploty béhem kratkych intervald. Néktery hmyz takto obnovi iontové

gradient nebo odstrani nahromadéné toxické metabolity (Denlinger a Lee, 2010).

2.2.2 Druhy netolerujici zmrznuti

Druhy netolerujici zmrznuti (freezing-intolerant or avoidant) netoleruji zmrznuti,
ale dokézi prezit v nizkych teplotach, n¢kdy hluboko pod 0°C. Tento hmyz (vCetné
mnoha vodnich plostic) dokéze tolerovat teploty pod nulou tim, ze pfeziva
V podchlazeném stavu. Jejich LLT je proto vyss$i nebo piiblizn€ roven SCP, ale neni
niz§i. V zim€ spoléhaji tyto druhy na rizné mechanismy, kterymi zvySuji svou
chladovou toleranci. VétSina druhtt hledd pro piezimovani ukryty a vybira si
mikrohabitaty chranéné pied extrémné nizkymi teplotami. Nékteré druhy schované ve
Stérbindch stroml vSak ziistdvaji vystaveny mrazivému vzduchu a piezivaji diky
fyziologickym adaptacim na chlad a mraz (Nedvéd, 1996). Tyto adaptace zahrnuji
hlavné snahu o snizeni SCP. Zvyseni kapacity podchlazeni byva disledkem vylouceni

ledové nukleac¢nich ¢inidel (INA = ice nucleating agents) ze stfeva a hemolymfy



a akumulaci kryoprotektanti. Velmi dilezitym nukledrnim faktorem je pfitomnost
environmentalniho ledu. Pokud je ledovy krystal v pfimém kontaktu s t€lem hmyzu,
pusobi jako u¢inny nukleator a zptsobi rust ledovych krystalti, nejen prostfednictvim
télnich otvord, ale i pres kutikulu. Hmyz v pfimém kontaktu s ledem tak diky tzv.
inokulativnimu zmrznuti (inoculative freezing) promrza v teplotach tésné pod bodem
tani a vitbec neprojde podchlazenym stavem (Lee, 2010).

Kapacita podchlazeni u hmyzu se definuje jako rozdil mezi MP hemolymfy
a SCP. Hmyz, ktery ma nizky SCP, bude mit vysokou kapacitu podchlazeni. Toto je
ziejmé naptiklad u hmyzu s MP -1,5°C a SCP -22,5°C, ktery by mé¢l tuto kapacitu 21°C
(Denlinger a Lee, 2010).

Kapacita podchlazeni se obecné zvétSuje pii hromadéni nizkomolekularnich
rozpusténych latek, se snizovanim velikosti téla a obsahu télnich tekutin (Ditrich
a Kostal, 2011). Hmyz obecn¢, zejména malé druhy, ma tak schopnost existovat
vV podchlazeném stavu nehled¢ na ro¢nim obdobi. Mira kapacity podchlazeni je
U rtiznych druhtt hmyzu rozdilna. Hmyz netolerujici zmrznuti vétSinou v zim¢ zvétSuje
kapacitu podchlazeni. Naopak hmyz tolerujici zmrznuti tuto kapacitu snizuje.

Neékteré druhy produkuji ,,protimrznouci proteiny (AFP = antifreeze proteins,
nebo proteiny termalni hystereze). Tyto proteiny byly piivodné popsany u polarnich ryb,
jsou vsSak pritomny u zastupci riznych fadi hmyzu, chvostoskokli, pavoukl
i stonozkovct (Duman a kol., 2004). Tyto proteiny se nabaluji na pravé vzniklé ledové
krystalky a tim zabrainuji rastu téchto krystali (a tedy rychlému promrznuti)
i rekrystalizaci. Svou aktivitou snizuji teplotu krystalizace nekoligativnim zpisobem
(nezévisle na pocCtu molekul), maji tedy vyznamnou aktivitu 1 pii nizkych
koncentracich. Svou aktivitou se podili na rozriiznéni teploty rovnovazného bodu tani
a teploty krystalizace. Velikost intervalu mezi témito teplotami Se nazyva termalni
hystereze, a u n¢kterych druhtt mize nabyvat az 8°C (Lee, 2010). Z tohoto diivodu se
AFP n¢kdy nazyvaji proteiny termalni hystereze. Je vSak nutno podotknout, ze vSechny
AFP nemusi byt nutné proteinové povahy. V praxi se totiz Casto piitomnost AFP
zjiStuje existenci termalni hystereze. Termalni hysterezi v§ak nemusi zptisobovat pouze

proteiny, jak nedavno ukazal Walters a kol. (2009).



Ptes vrozenou tendenci hmyzu k podchlazeni, se pii neustale klesajici teploté
vzdy nakonec vytvorti led. Pti vzniku ledové mtizky teplo krystalizace zvySuje o nékolik

stupnt teplotu téla (obr. 1). Této skutecnosti se vyuziva pii detekci SCP (viz kapitola 3).

2.2.3 Druhy zmrznuti tolerujici

Druhy zmrznuti tolerujici (freezing-tolerant) dokazou prezit zmrznuti vody v
téle. Druhy tolerujici promrznuti maji tedy niz§i LLT nez SCP. Rozdil mezi LLT a SCP
je ptitom rtizny — nékteré druhy hynou jiz v teplotach nékolik stupiiti pod SCP, nékteré 1
nékolik desitek stupiii. V extrémnich ptipadech nckteré¢ druhy v promrzlém stavu
preziji teploty kolem -200°C. Napiiklad diapauzujici larvy octomilky Chymomyza
costata maji SCP mezi -15°C az -25°C, ale jsou schopné pfezit i ponofeni do tekutého
dusiku (-196°C) (Kostal a kol., 2011). Podle Denlinger a Lee (2010) byly u druht
tolerujicich zmrznuti zjistény razné typy ledové-nukleaénich latek: 1) ledové-nukleaéni
proteiny, 2) smési krystaloidi a 3) ledové-nuklea¢ni mikroorganismy. Aktivita téchto
endogennich vysoce uc¢innych nukleatord se pohybuje v rozmezi teplot od -2 az -5°C.

VétSina hmyzu tolerujici promrznuti pottebuje, aby led v jejich téle vznikal
pomalu a v mimobuné¢nych prostorach. Pomaly rust ledu umozni bunikam vyrovnat se
S narGstajicim osmotickym stresem a jejich castecnou dehydrataci. Prednostni zajisténi
rustu ledu mimo buiiky je pro hmyz naprosto zasadni, protoze v jiném piipadé by mohlo
dojit 1 k letdlnimu promrznuti obsahu bungk®. Vétsina hmyzu tolerujici zmrznuti proto
aktivné hromadi nukleatory v hemolymfé& jiz pii relativné vysokych podnulovych
teplotach, a takto tedy riast ledu kontroluji — urcuji misto krystalizace, rychlost
krystalizace a mnozstvi vytvofeného ledu (tedy koncentraci metaboliti a miru
dehydratace bunék) (Chown a Nicolson, 2004). Jako tyto nukleatory slouzi pfedevsim
proteinové a lipoproteinové molekuly, ale 1 krystalky uhli¢itanu vapenatého,
fosfore¢nanu vapenatého i dalSich jednoduchych molekul (Lee a Costanzo, 1998; Lee,
2010). Nekteré druhy jako nukleatory vyuzivaji mikroorganismy, které mohou zajistit
rast ledovych krystald i v teplotach pod -1°C (Lee, 2010). Napiiklad motyl, zaptedni¢ek
polni (Plutella xylostella), ma mutualisticky vztah s bakterii Erwinia herbicola, ktera
vyznamné zvySuje jeho SCP. Jiny motyl, zavije¢ Chilo suppressalis, ma podobny

mutualisticky vztah s houbou Fusarium sp., ktera zajisti zvySeni SCP z -20°C az na -

2 Né&které druhy ale toleruji vytvoreni ledu v buiikich tukového t&lesa (Denlinger a Lee, 1998).



5°C (Tsumuki a kol., 1992). Rust ledovych krystalli pfi vysokych teplotach mnoho
druhti zajistuje kontaktem s externim ledem, tedy inokulativnim zmrznutim (Chown
a Nicolson, 2004). Samoziejmé ale vSechny tyto druhy akumuluji nejriznéjsi
kryoprotektanty jako je trehaldza, prolin, glycerol, sorbitol a dalsi (Chown a Nicolson,

2004).
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Obr. 2. Klasifikace chladové odolnosti hmyzu. Pfevzato a upraveno dle Denlinger a Lee

(2010).

11



2.2.4 Dalsi kategorizace a strategie

Existuji jemnéjsi a podrobnéjsi kategorizace, zalozené ptredevsim na porovnani

SCP a LLT (Bale, 1996; Sinclair, 1999), na pti¢inach thynu (Nedvéd, 2000) a jiné

strategie jako kryoprotektivni dehydratace a vitrifikace.

Bale (1993; 1996) in Chown a Nicolson (2004) navrhl nasledujici ttidéni

kategorii v ramci mraz netolerujicich druht (obr. 3):

2)

3)

vy

......

télnich tekutin. Zahrnuji druhy nékterych vodnich plostic jako naptiklad

hladinatky (V. caprai, V. saulii), bruslarky (A. paludum, G. odontogaster) a dalsi

(Ditrich a Kostal, 2011). Mimo jiné sem patii i druhy: obale¢e Epiblema

soudderiana, vaji¢ka pid’alky Epirrita autumnata (Rickards a kol., 1987 in Bale,

1996; Bale, 1996), brouci zijici na Aljasce — lesak Cucujus clavipes puniceus

(Carrasco a kol., 2011) a jeho larvy (Sformo a kol., 2011). Hmyz ,.freeze

avoiding® musi podle Bale (1996) spliovat tyto kritéria:

e vyhnout se zmrznuti obrovskym podchlazenim

e SCP jako dtkaz chladové odolnosti

e pfezit podchlazeni po dlouhou dobu

e 74dnd imrtnost nad SCP

Vysoce chlad tolerujici (HCT) (highly chill tolerant) druhy jsou schopné ptezit

nizké teploty pod nulou. U téchto druhti byla i zaznamenana umrtnost nad jejich

bodem podchlazeni (SCP). Piikladem u této kategorie lze uvést chvostoskoka,

Cryptopygus antarcticus. Jeho SCP se blizi hodnoté -25°C, ale velka Cast

populace neptezije zimu (vice nez 20 %). Bale (1996) pro druhou kategorii mraz

netolerujicich druhd uvadi tyto obecné charakteristiky:

e zmrznuti je zabranéno podchlazenim

e mortalita vzrista nad jejich SCP v teplotach pod 0°C

e Vv zavislosti na teploté mohou v podchlazeném stavu piezit po dobu nékolika
mésict (3-6)

e SCP je nejistym ukazatelem chladové odolnosti

Druhy lehce tolerujici chlad (M) (moderately chill tolerant). Jen malo téchto

druht prezije v teplotach nad jejich SCP. Tyto druhy maji pomérné nizky SCP.
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4)

5)

Mezi takto primérné tolerujici druh patfi Rhynchaenus fagi (Coleoptera). Bod
podchlazeni ma -25°C, ale po 50 dnech vystavovani v teploté -15°C piezije
méné nez 30 % populace tohoto druhu (Bale, 1993 in Chown a Nicolson, 2004).
Bale (1996) pro druhy lehce tolerujici chlad uvadi kritéria shodna jako pro HCT
S tim rozdilem, Ze na rozdil od nich pieziva dlouhou dobu v podchlazeném stavu
jen mala cast populace.

Na chlad citlivé (CS) (chill susceptible) druhy mohou pfezivat na mistech, kde
se teplota pohybuje kolem 0°C a neklesd hluboko pod nulu (Nedvéd, 1996).
Tyto druhy mohou mit relativné nizky SCP, ale vétSina jich hyne pfti teplotach
vysSich nez SCP. Napiiklad msice Myzus persicae, Sitobion avenae
a Rhopalospihum padi maji SCP kolem -25°C, ale jejich LLTs vétSinou neklesa
pod -10°C (Bale, 1996). Hmyz ,.chill susceptible musi podle Bale (1996)
spliovat tyto obecnd kritéria:

e tyto druhy mohou mit rozsahl¢ podchlazeni

e preziji v 0-5°C

e chladové odolnost a mortalita v zim¢ nesouvisi s SCP

e kumrti dochazi po kratkém vystaveni v teplotach od -5°C do -15°C

Druhy pfizpusobivé (O) (opportunistic) se vyhybaji chladnému prostiedi
S nizkymi teplotami, které neumoziiuji normalni vyvoj (Nedveéd, 1996). Tyto
druhy umiraji, pokud jsou vystaveni teploté blizici se 0°C, proto vyhledavaji
teplejsi oblasti se stalym klimatem (Bale, 1996). Mezi druhy ptizpisobivé patii
napiiklad vcela medonosna nebo tropické druhy (Nedvéd, 1996). Bale (1996)
uvadi obecné charakteristiky:

e tyto druhy mohou mit rozsahl¢ podchlazeni

e nepieZziji v jinych teplotach nez v teploté vhodné pro normalni metabolismus
e ramci piizpisobeni dokazi piezit v ptiznivych mistech pi. Musca domestica

e chladova odolnost a mortalita v zimé€ nesouvisi s SCP
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Obr. 3. Tridéni kategorii chladové odolnosti mraz netolerujicich druhd.

promrznuti télnich tekutin, zatimco druhy netolerujici mraz (freeze-intolerant) hynou
vzdy pred vytvorenim ledu uvnitf téla. VSechny druhy nad diagonalou jsou freeze-
tolerant, druhy pod diagonalou jsou freeze-intolerant.

SCP (supercooling point) = bod podchlazeni, LLT (lethal temperature limits) = letalni
teploty, P (partial freezing tolerance) = ¢astecna tolerance mrazu, FA (freeze avoiding)
= vyhybani mrazu, O (opportunistic) = oportunisti, CS = (chill susceptible) citlivost na
chlad, M = (moderate freezing tolerance) = lehka tolerance mrazu, L (freezing tolerant
with low SCP) = tolerance mrazu s nizkym SCP, HCT (highly chill tolerant) = vysoka
tolerance chladu, MCT (moderate chill tolerant) = lehkd tolerance chladu, S (strong
freezing tolerance) = velkd tolerance mrazu. Pfevzato a upraveno dle Chown a Nicolson

(2004) a Sinclair (1999).

Kategorizaci chladové odolnosti hmyzu existuje jesté mnohem vice. Sinclair
(1999) na zaklad¢ vztahu LLT a SCP rozeznal ¢tyfi skupiny hmyzu zmrznuti tolerujici:
1) castecné zmrznuti tolerujici, 2) pramérné zmrznuti tolerujici, 3) Silné zmrznuti

tolerujici a 4) zmrznuti tolerujici s nizkym SCP (obr. 3).
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Nedved (2000) zavedl jinou klasifikaci na zaklad€ pfi¢in poskozeni chladem.
Rozeznava tfi hlavni pti¢iny mortality hmyzu: 1) zmrznuti télnich tekutin, 2) vzristajici
poskozeni chladem a 3) Sok chladem. Podle Nedvéda by méla byt kazda strategic

hmyzu charakterizovana spolu s mechanismy fyziologickymi a mechanismy chovani.

2.2.4.1 Kryoprotektivni dehydratace

Podle Denlingera a Lee (2010) bylo po mnoho let rozdéleni hmyzi strategie na
mraz tolerujici a mraz netolerujici. V soucasné dob¢, byla popsana u né¢kolika ptidnich
bezobratlych tieti strategie, kryoprotektivni dehydratace (Holmpstrup a kol., 2002).
Pidni bezobratli z arktickych oblasti prokazatelné pieZivaji velice nizké teploty, ackoli
jejich SCP se obvykle pohybuje mezi -5°C — -12°C a vét$inou netoleruji promrzani
télnich tekutin. Tito pudni ZivoCichové (napf. roupice, hlistice, chvostoskoci) maji
velice propustny télni povrch, ktery nedokdze zabranit vyschnuti. Pfi postupném
promrzani pudy je parcialni tlak vodni pary uvnitt jejich tél vyssi, nez tlak ve vnéjSim
prostiedi. Jejich télni voda proto unika, zvySuje se koncentrace rozpusténych latek a tim
se snizuje bod tani (rovnovazna teplota tuhnuti) jejich télnich tekutin. Tento proces
probiha az do doby vyrovnani tlaku pary télni tekutiny a okolniho ledu. V tomto stadiu
neni organismus podchlazeny, protoze teplota tani jejich télnich tekutin je v rovnovaze
s okolni teplotou, nehrozi tedy promrznuti télnich tkéni. Jedna se tedy o zvlastni
strategii, kterd neni zalozena ani na podchlazeni, ani na toleranci promrznuti, a ktera je
podminéna piitomnosti snadnym vysychanim. Takto muZe napi. larvénka Onychiurus
arcticus (Collembola) ¢i zizala Dendrobaena octaedra (Annelida: Lumbricidae)
uspeésné prezit i1 teploty pod -60°C, aniz by doslo k promrzani ¢i podchlazeni jejich
télnich tekutin (Holmpstrup a kol., 2002). Tolerance vysychani je zakladem i chladové
odolnosti mnoha dal$ich druhti — napf. Zelvusky Echiniscus jenningsi, Macrobiotus
furciger a Diphascon chilenense jsou schopné v dehydratovaném stavu prezit teploty
niz$i nez -180°C (Somme a Meier, 1995). Jejich schopnost vstoupit do anhydrobidézy
jim umoznuje prezit i extrémni podminky panujici ve vesmiru (Persson a kol., 2011).
Podobn¢ i larvy pakomara, Polypedilum vanderplanki, jsou schopné piezit
v dehydrovaném stavu ponoteni do teploty -270°C tekutého helia po dobu 5 minut
(Hinton, 1960).
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2.2.4.2 Vitrifikace

Odlisny zptsob, kdy pii velmi nizkych teplotaich nedojde k poskozeni téla
utvorenim ledu, je vitrifikace (,sklovaténi®). Vitrifikovany roztok pfipomind pevné
skupenstvi, ale ponechava si fyzikalni vlastnosti kapaliny.

Jak popisuje Denlinger a Lee (2010), vitrifikovana voda se vykytuje v amorfnim
stavu a jeji viskozita se podoba sklu. Vitrifikace je vhodny zptisob pro kryokonzervaci,
protoze, rozpusténé latky, voda i ionty pti ni zlstavaji Vv jejich ptivodnim umisténi —
vnitrobunééném 1 mimobunééném. Koncentrace metaboliti tim padem ziistavaji
zachovany a nedochazi k jejich zvysSeni az k toxickym hodnotdm. Kromé toho se
netvoii led a nedochazi k mechanickému poskozeni bunék a tkani. Nutnou podminkou
pro vitrifikaci je zfejmé vyznamnd dehydratace a akumulace kryoprotektanti, jako je
glycerol ¢i trehaldza.

Vitrifikace byla nékolikrat potvrzena v rostlinné tisi (Hirsh, 1987), v posledni
dobé vsak i u hmyzu — u lesaka Cucujus clavipes (Sformo a kol., 2010), octomilky
Chymomyza costata (Kostal a kol., 2011) a pakomara Polypedilum vanderplanki
(Sakurai a kol., 2008 in Denlinger a Lee, 2010).

2.3 Faktory ovliviiujici chladovou odolnost

Razné druhy hmyzu jsou samoziejmé riizné¢ chladoveé odolné. I v rdmci jednoho
druhu ale existuje velka variabilita v konkrétnim zptsobu, jak na stejné teplotni
podminky reaguji razni jednotlivei €1 kohorty. V minulosti probéhlo (a v soucasnosti
probiha) mnoho vyzkumt, odhalujici chladovou odolnost vybranych druht hmyzu.

V soucasnosti je znamo nékolik faktorti nepochybné ovliviiujicich chladovou
odolnost. N¢které experimenty jsou popsany Vv kapitole 2.3.2. Celkové lze fici, ze u
konkrétniho druhu hmyzu zalezi na jednotlivé etapé jeho Zivotniho cyklu — v 1été je
chladova odolnost obecné nizsi nez v zim¢. Kromé toho pteziti vyznamné ovliviiuje
momentalni fyziologicky stav ur¢itého jedince (napi. zalezi na obsahu stiev, kousky
potravy totiz slouzi jako nukleatory, kolem kterych se tvofi led, a tim vznikéd rust

krystali ledu uvnitt téla).
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2.3.1 Diapauza

Velky podil na zvyseni chladové odolnosti mé diapauza. Toto, do jisté miry
klidové stddium vyvoje mnoha druht, slouzi jako unik v ¢ase pred neptiznivymi
podminkami, protoze vétsi ¢ast roku temperatnich a severskych oblasti neni pro vyvoj
hmyzu prizniva. Klesa metabolismus a celkovy vyvoj organismu je zastaven. Pied
vstupem do diapauzy hleda hmyz vhodné prosttedi, kde podstupuje metabolické zmény,
aby zabranil ztratam vody, a byl tak chranén pfed nizkymi teplotami. Vstup do diapauzy
je ovlivnén vnéj$§imi podminkami (fotoperiodou, vlhkosti, teplotou) a mize nastat
v kterékoli fazi zivotniho cyklu. U téch druhti, ktefi maji jen jednu generaci za rok
(univoltinnich), je diapauza obligatni — napt. u motyli (Lepidoptera) a suchozemskych
plostic (Pyrrhocoris apterus). U vétSiny druhi hmyzu je vstup do diapauzy ovlivnén
podminkami a vlivem prostiedi a neni tedy pevné stanoven. Diapauza umoznuje hmyzu
dokoncit ¢i zastavit vyvoj (Kostal, 2006).

Proces diapauzy je nejvice znamy u hmyzu, ale vyskytuje se i u dalSich
bezobratlych jedincti, mezi které patii hlistice (Nematoda), vifnici (Rotifera) a dalsi.
(pro ptehled viz Kostal 2006).

Jak popisuje Kostal (2006) samotna diapauza ma n€kolik fazi: pre-diapauzu,
diapauzu a post-diapauzu a ty pak vlastni faze nebo jednotlivé etapy (obr. 4).

V pre-diapauze ontogeneticky vyvoj pokracuje. Mezi prvni fazi pre-diapauzy
patii indukéni faze (induction phase). Tato fize se objevuje b&hem senzitivniho
(,,citlivého*) obdobi ontogenetického vyvoje hmyzu. Hmyz reaguje a vnimad vnéjsi
podminky prosttedi, transdukuje je a zastavuje pfimy ontogeneticky vyvoj. Piipravuje
se na diapauzu.

Nasleduje piipravna faze (preparation phase), ktera nastava mezi fazemi
vyvolani diapauzy (indukéni faze) a spusténi diapauzy (zahéjeni). Jedinci jsou v této
fazi ,,skryté pripraveni® na pozdéjsi projev diapauzy. V této fazi probihaji behavioralni
a fyziologické piipravy.

Diapauza trva piiblizné od listopadu do ledna. Béhem diapauzy je piimy vyvoj
(morfogeneticky) zastaven, ale fyziologické pochody pokracuji podle podminek
zivotniho prostiedi. Diapauzu lze rozlisit na tii vyvojové etapy: 1) zahajeni (initiation),

2) udrzovani (maintenance) a 3) ukonéeni (termination).
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1) Zahajeni: Béhem zahajovani diapauzy dochazi k hledani vhodného

2)

3)

mikrohabitatu, pfijimani potravy a ukladani energetickych rezerv. Nastava
zastaveni morfogenetického vyvoje, coz je spjato s fizenym potlacovanim
metabolismu.

Udrzovani: V této etapé pretrvava zastaveni morfogenetického vyvoje, i kdyz
okolni podminky mohou byt ptiznivé pro to, aby vyvoj pokracoval. Rychlost
metabolismu je nizka a konstantni. Postupné klesa intenzita diapauzy a nartista
citlivost na vnimani podminek pro ukonceni diapauzy.

Ukonceni: Terminacni etapa je pokraCovanim poklesu intenzity diapauzy na
zékladé zmén podminek piirody. Pokud jsou vhodné podminky, vyvoj je
obnoven a miize pokracovat. Jestlize podminky nejsou ptijatelné, vyvoj nemize
byt uskuteénén a nastava post-diapauza.

Post-diapauza: Do post-diapauzniho klidu (post-diapause quiescence) se

organismus dostava v piipadé, Ze i po terminacni etapé stale pretrvavaji nevhodné

podminky. Tato faze je fizena exogenné na rozdil od endogenni diapauzy.

terminating
conditions -
— ] — §
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| . b | .
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Obr. 4. Faze a etapy diapauzy. Blizsi vysvétleni viz text. Pfevzato z Kostal (2006).

Objevuji se nazory, ze diapauza je nutnou podminkou pro vznik chladové

odolnosti, ale veskerd studia tyto ndzory nepotvrzuji, viz ptehled podle Hodkové
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a Hodka (1997). V hmyzi kryobiologii je tedy vztah mezi diapauzou a chladovou
odolnosti kontroverzni téma.

Dle Asahina (1969) a Ushatinskaya (1957) in Hodkova a Hodek (1997) je
diapauza nutnosti pro navozeni chladové odolnosti, zatimco Salt (1961) in Hodkova
a Hodek (1997) tvrdi, ze jsou tyto dva jevy na sob¢ zcela nezavislé.

Obecné vsak plati, ze u druhti oblasti mirného pasu dochazi pred zimou ke
vystaven v dobé, kdy mé diapauza velmi nizkou intenzitu nebo je jiz ukoncena (tedy
behem kviescence).

Pro vyzkum vlivu diapauzy na chladovou odolnost dobfe poslouzila ruménice
bezkiidla (Pyrrhocoris apterus). Tento druh nepfeziva zmrznuti télnich tekutin a jeho
bod podchlazeni (SCP) je nizsi béhem diapauzy nez SCP nediapauzujicich jedinci. U
neaklimovanych (venkovnich) druhti, Pyrrhocoris apterus, je na zacatku pre-diapauzy
hodnota SCP -6,5°C, ale béhem diapauzy se snizuje o 4-5°C. V zafi (na podzim) se SCP
postupné snizoval, poklesl az na -15°C a poté se udrzoval konstantni do konce
listopadu, kdy se jeho hodnota zvysila. Od prosince do konce ledna SCP opét vyrazné
poklesl. Na zac¢atku tinora SCP vzrustal k jarnim hodnotam. Proto je diapauza nezbytna

pro snizeni SCP o 5-6°C pro zvySeni chladové odolnosti (Hodkova a Hodek, 1997).

2.3.2 Aklimace

Vyznamnym zptisobem je chladové odolnost konkrétniho jedince ovlivnéna jeho
individualni minulosti, zejména co se tyce teplot. Postupné ,,navykani‘ na nizké teploty
vystavenim se ptirozenému postupnému ochlazovani v ptirodé se oznacuje terminem
aklimatizace; pokud jde o vystaveni uméle regulovanym teplotam v laboratofi, pouziva
se termin aklimace. Z pochopitelnych divodii je snadnéjSi zkoumat aklimaci nez
aklimatizaci, proto se ve vétSin¢ védeckych vyzkumi objevuje pravé aklimace a timto
zpusobem zjisténé vysledky se druhotné vztahuji na pfirozené populace. Aklimace je
jednim z vyznamnych mechanismil, kterému se ektotermni organismy ptizplsobu;ji
teplotnim zméndm prostiedi. Nékteré druhy zlepSuji pomoci aklimace svoji chladovou
odolnost, protoze aklimace ovliviluje reakce hmyzu na nizké teploty (Salt, 1961;
Denlinger a Lee, 2010). Zde budou popsany nékteré konkrétni vysledky vyzkumt vlivu

aklimace.
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Hiiesaar a kol. (2009) zkoumali v sérii péti pokust faktory, které ovliviiuji

chladovou odolnost diep¢ika polniho (Phyllotreta undulata). Tyto mandelinky jsou

Sktidci na brukvovitych rostlinach v Estonsku. Estonsko, jakoZto oblast severni Evropy,

béhem dne Casto provazi kolisani teplot, a to nejen v zim¢. Teploty pod nulou se mohou

objevit i v kvétnu. Brouci tohoto druhu jsou univoltinni (maji jen jednu generaci za rok)

a prezimuji tak ve stadiu dospélce. Predmétem zkoumani byli:

1)

2)

3)

4)

ucinek potravy a hladovéni pfezimujicich drepcikili; pfezimovavsi brouci byli
nasbirani v ¢ervnu 2006 z hoicice, fepky a zeli. Byly zméfeny jejich SCP, které
ukazovaly niz$i hodnoty u jedinc ziskanych ztepky a zeli. Teprve po
¢tyfdennim hladovéni v pokojoveé teploté (kdy se vyprazdnil obsah stieva) se
hodnoty SCP témét vyrovnaly a vyrazné poklesly. To znali, Ze obsah stfeva ma
vliv na podchlazeni a chladovou odolnost.

vliv aklimace ptezimujicich broukti na podchlazeni; diepcici byli nasbirani
v ¢ervnu 2007 a rozde€leni do dvou skupin. Jedna skupina byla vystavena teploté
22°C a druhd 0°C po dobu osmi dnli bez podavani potravy. Skupina autort
zjistila rychlejsi pokles SCP u brouki vystavenych k teploté 22°C. Nejspis
proto, ze s vysSi teplotou stoupa metabolismus, rychleji se vyprazdnuje stfevo
a probiha dehydratace.

ucinek teploty pod 0°C na SCP a vliv aklimace ptezimujicich broukt; po dobu
sedmi dni byli v laboratofi dfepCici vystaveni teploté 0°C. Jedinci, ktetfi byli
odebrani z pole v ¢ervnu 2007, nebyli aklimovani. Méfeni a srovnani hodnot
SCP a LLTso ukazalo, ze tydenni aklimace v 0°C zvysila schopnost piezit
teploty pod nulou ve srovnani s neaklimovanymi jedinci. U obou skupin nebyla
zaznamenana mortalita v -6°C. Velké rozdily v mortalit¢ u aklimovanych
a neaklimovanych jedinci byly v teploté od -6°C do -16°C. V -18°C uhynuli
vsichni neaklimovani brouci, kdezto né€kolik aklimovanych tuto teplotu pieZilo.
Srovnanim hodnot SCP a LLTsg se zjistilo, ze aklimovani brouci méli o 3°C
niz$i SCP (-16,5°C) i LLTsg (-13,0°C) nez neaklimovani (-13,5°C) a (-10,6°C).
vliv doby sbéru na SCP; pied zimou tedy i pfed pfezimovanim byli brouci
jednou tydné sbirani od srpna do zafi po dobu péti tydni. Hodnoty SCP byly

ihned méfeny a postupné klesaly od -14 °C v polovingé srpna az k -18 °C
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Vv poloviné zaii. Pokles SCP mohla zplsobit pifiprava na prezimovani

a nepiijimani potravy.

5) vliv doby trvani aklimace na SCP v 0°C; brouci nasbirani v polovin¢ srpna byli
vystaveni teploté 0°C po dobu 33 dntl. K nejniz§imu SCP (-21,3°C) doslo po 18
dnech. Hodnoty SCP u aklimovanych jedinct jsou niz$i nez u neaklimovanych
jedincti z experimentu 4. Delsi aklimace tedy zpusobila vzestup chladové
odolnosti.

Slachta a kol., (2002) se zabyvali vlivem diapauzy a aklimace na chladovou
odolnost a fyziologickymi zménami knéZice paskované (Graphosoma lineatum). Tento
druh je béZzny v Evropé a vyskytuje se ve dvou generacich (je bivoltinni). Nova
generace dospélcli se objevuje az na prelomu Cervence a srpna, nerozmnozuje se, ale
vstoupi do diapauzy a prezimuje. Pokusy ukdzaly, Zze samotna diapauza zamezi zvySeni
SCP o cca 5,5°C — tento narast SCP je spojen s pfechodem do reprodukcniho obdobi
nediapauzujicich jedinc. Kromé toho vSak diapauza umoZznila knéZicim aklimovat —
reagovat na postupné snizovani teplot z 25°C na 0°C. Nediapauzni jedinci meli vysoké
SCP a nebyli schopni piezit teploty pod -5°C ani po aklimaci; diapauzujici jedinci
chovani v konstantni teploté 25°C piezivali o néco nizsi teploty, avSak ne nijak vyrazné.
Teprve pokud byli aklimovani diapauzujici jedinci, dosahla jejich chladova odolnost
maxima. Z pokust lze vyvodit, Ze diapauza je nutnou, nikoli vSak dostacujici
podminkou pro dosazeni maximalni chladové odolnosti. Pro dosazeni tohoto maxima je

nutné, aby diapauza byla doprovazena prave chladovou aklimaci.

2.4 Chladova odolnost semiakvatickych plostic se zaméFenim na Velia
caprai

Hladinatka ¢lunohibeta (Velia caprai) patfi mezi semiakvatické plostice
(Heteroptera: Gerromorpha). Tento druh je bivoltinni a pravidelné pfezimuje ve stadiu
vajicka 1 dospélce, zatimco ostatni semiakvatické plostice prezimuji jen v dospélé formé
nebo ve stadiu vajicka. V. caprai tedy vajicka klade pted nebo béhem zimy a pak znovu
na jafe. Toto pfezimovani bylo oznaceno jako strategie rozdéleni rizik (risk-spreading;
bet-hedging). V. caprai je bezkiidly hmyz, ktery se nemize pifemistovat na piizniveéjsi
mista pro pfezimovani. Proto je pro ni chladovd odolnost nezbytni. Zimu pieckava

blizko bfehli v suchozemskych podminkéch. Podle prvnich pokust zjist'ujici chladovou
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odolnost V. caprai, kdy byli dospélci aklimovani pii teploté 10-13°C, je jejich SCP
i LLT kolem -7°C (Ditrich a kol., 2009).

Ditrich a Kostal (2011) srovnavali chladovou odolnost a fyziologicky stav
Vramei prezimovani deviti druhti semiakvatickych plostic, zahrnujicich pét druht
bruslaikovitych (Gerridae), tii druhy hladinatek (Veliidae) (v¢etné V. caprai) a jednu
vodomérku (Hydrometridae). Pokusy byly provedeny na dospélcich vSech druhti, pouze
u V. caprai byla sbirana i vajicka tésn¢ pred zacatkem zimy. Protoze semiakvatické
plostice zimuji Casto pod kameny a kmeny stromt, byly vSechny nasbirané vzorky
umisténé v prosinci do nadob a vystaveny podobnym podminkam jako pfi prezimovani
— konstantni teplota 0°C, stald tma a vysokd vlhkost. V téchto podminkach byly
aklimovany béhem ledna a inora 2010.

Autoii métenim SCP zjistili, ze bod podchlazeni dospélci V. caprai je vysoky (-
3,6°C) a blizi se hodnoté LLTsp, nicméné tolerance promrznuti nebyla prokazéana.
Vsechny druhy mimo r. Velia mély median SCP a LLTso pod nebo tésné nad -10°C (tab.
). Dospélci hladinatek r. Velia maji tedy nizkou chladovou odolnost a velka c¢ast
populace pravdépodobné nepieziva zimu, pii holomrazech (a tedy bez ochranného vlivu
snéhové pokryvky) mize byt dokonce ohrozena existence celych populaci. V. caprai
a pravdépodobné i V. saulii chladné zimy prezivaji diky pfezimujicim vaji¢kam, ktera
maji SCP okolo -20°C a lihnivost cca -13°C.

Z hlediska fyziologickych parametrti autofi pfiSli na to, ze piezimujici samice
bruslafek, vodomérky Hydrometra stagnorum a hladinatky M. reticulata nemély
vyvinuté vaje¢niky, tzn., Ze samice byly v diapauze. Samice V. caprai a V. saulii mély
vajecniky plné zralych vajic¢ek a diapauza u nich nebyla prokazana.

Na zakladé téchto vyzkumu a zjisténych hodnot vyplyva, ze dospélci V. caprai
nejsou fyziologicky pfizplsobeni piezit nizké teploty a chladné zimy. Z uvedenych
druhti maji nejmensi chladovou odolnost. Preziti populaci mirného pasu neni zajisténo
fyziologickou, ale eckologickou adaptaci. Velka cast této populace (dospélci) je

kazdoroéné ohroZena zmrznutim.
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Tab. I. Srovnani SCP s LLT nékterych druh( vodnich plostic z nasledujicich celedi:

bruslarkoviti (Gerridae) a hladinatkoviti (Veliidae) a vodomérkoviti (Hydrometra).

Gerromorpha
SCP (°C) LLTso (°C)
(vodni plostice)
Velia caprai -3,6 4,1
vajicka V. caprai -20,0 -11,8
Microvelia reticulata -17,9 -13,9
- -1013 '8,9
Aquarius paludum
*.7- -17 *-3
Gerris gibbifer -11,0 -9,7
Gerris argentatus -17,6 -13,2
Gerris odontogaster -20,5 -15,8
Gerris lacustris -17,3 -13,4
Hydrometra stagnorum -11,8 -7,5

Pozndmka: LLTsg hodnoty jsou vyssi neZz hodnoty SCP. Vyjimku tvofi dospélci Velia
caprai, kde je vSak rozdil maly (na hranici presnosti stanoveni obou hodnot) a
tolerance promrznuti nebyla prokazana. Vsechny udaje jsou z ¢lanku Ditrich a Kostal

(2011) kromé oznacenych udaja (*) z ¢lanku Harada (2003).
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3 Material a metodika

3.1 Studovany organismus

Pro zjisténi vlivu aklimace na chladovou odolnost byl vybran druh
semiakvatické plostice, hladinatka ¢lunohibeta Velia caprai Tamanini 1947. V. caprai
(Hemiptera: Heteroptera: Veliidae) je hojn¢ rozsitend v Evropé, obyvajici lesni potoky
a mensi vodni toky. Potravu V. caprai tvofi pifevazné hmyz ¢i jini ¢lenovci, ktefi se
ocitnou na vodni hladin€. Hladinatka ¢lunohibeta je kiidelné¢ dimorfni druh se silné
pfevaZzujici bezkiidlou (apterni) morfou, nedokdZe se na zimu vyznamné pfemistovat
azimu tak preckava blizko biehi ve vhodnéjSich podminkach. Stejné jako vétSina
ostatnich plostic ma hladinatka V. caprai pét larvalnich stadii (oznacované jako nymfy).
Samice kladou sva vajicka do vhodnych mist, ktera jsou nékolik decimetri vzdalena od
vodnich toki a pfilepuji je na rizné lodyzky mechi ¢i stonky trav. Lihnouci se potomci

jsou tak chranéni pfed jarnim vzestupem hladiny vody (Ditrich a Papacek, 2008).

3.2 Experimentalni design

Podle puvodniho planu bylo zamysleno zjistit vliv aklimace trvajici jeden, dva
a tfi mésice pii teplotach 0, 5, 10, 15 a 20°C (skupiny A0, A5, A10, A15, A20). Pokud
by vkazdé experimentalni skupiné mélo byt alesponn 20 jedinct, bylo nutné mit ve
findlni fazi experimentu (tedy po probéhlé aklimaci) alespon 300 zivych dospélci.
V idealnim ptipad¢ by k dispozici byl tento pocet jak jedinct pfezimujicich prvni zimu,
tak jedinci piezimujicich podruhé. Protoze LLT hladinatek V. caprai velmi dobie
koreluje s hodnotou SCP a nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi pohlavimi (Ditrich
a Kostal, 2011), nebylo ptfi planovani experimentalniho designu rozliSovdno pohlavi
jedinct a zjistovani chladové odolnosti bylo omezeno na relativné snadno ziskatelnou
hodnotu SCP.

Se zamérem vySe popsaného designu byl proveden odchyt jedinci: od dubna do
ervna 2010 byl proveden sbér dospélcti prezimovavsi generace (GO) v okoli Ceskych
Budégjovic a Vv potocich Novohradskych hor. Vzorky byly sbirany z hladiny vod
cednikem a vlozeny pomoci pinzety do plastové lahve s trochou vody a navlhéenym
mechem. Po sbéru byli jedinci vyjmuti z lahvi a pfemisténi do plastovych boxi s vodou,

mechem a vétvickami. Potrava v podobé octomilek (Drosophila melanogaster)
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a ostatniho hmyzu (hlavné z fddu Diptera) byla podavana nékolikrat tydné a voda
I S uhynulymi jedinci ménéna dle potfeby. VSechny boxy byly umistény ven na skolni
dvorek PF JU pod pristiesek, ktery je chranil pifed pfimym sluncem. Piezimovavsi
generace GO bylo nasbirano cca 700 jedinct. Ke konci ¢ervna a béhem cervence 2010
probihal sbér nymf 5. instaru nové generace (G1) v oblasti potokti Novohradskych hor —
jen diky sbéru nedospélych stadii bylo mozno zajistit, ze mezi jedinci jsou skutec¢né
pouze jedinci G1. Se vzorky G1 generace bylo zachazeno stejnym zplisobem jako
s jedinci GO generace. Nabiranych G1 jedinci bylo cca 600. Na podzim (na konci fijna
2010) byli ptezivsi dospélei GO i G1 generace piremisténi z venkovnich podminek do
laboratote, kde byli chovani v teplot¢ 10°C. Po dobu cca jednoho mésice byly vzorky
Vv této teploté aklimovany a potrava byla podavana ad libitum. Po uplynuti této doby
aklimace byli zivi jednici na konci listopadu 2010 rozdéleni do experimentalnich skupin
a umisténi podle generaci cca po dvaceti dospé€lcich do plastovych krabicek s filtraénim
papirkem navlhé¢enym vodou, bez podavani potravy. Z celkového poctu odchycenych
jedinc cca 1300 jich vSak jiz pii rozdéleni do experimentalnich skupin (koncem
listopadu 2010) bylo nazivu jen 284 (GO a G1). Bylo proto rozhodnuto vytvotit skupiny
jen pro ruzné aklimacni teploty 0, 5, 10 a 15°C (skupiny A0, A5, Al10) pii konstantni
délce aklimace cca 1 mésic.

I z téchto 284 jedincti se vSak vinou vysoké mortality a technickych obtizi pii
méfeni SCP v lednu 2011 podatilo ziskat data jen z 36 dospé€lct ze skupin A0 (4
jedinci), A5 (24) a A10 (8). Tyto experimentalni skupiny jsou ozna¢ovany jako série 1.

Bylo proto ptikro¢eno k nahradnimu experimentalnimu designu: Velia caprai
zustavaji 1 pres zimu aktivni i schopné rozmnoZovat se a Casto se objevuji na hladiné
vod 1 béhem zimy (Ditrich a Kostal, 2011). Proto v okamziku otepleni a zaznamenani
aktivity hladinatek jich bylo v poloviné¢ bifezna 2011 co nejvice odchytano. Lze
predpokladat, ze po prvnim jarnim otepleni mohou pfijit kratkodobé mrazy, a proto
ackoliv v bfeznu hmyz jiz nebyva maximalné chladové odolny, do jisté miry by mél byt
schopen piezit mrazové teploty. Pro odchyt jedincti byl vybran potok v oblasti Ceskych
Budgjovic mezi obcemi Tiebin, Mokré a Kalisté u Lipi (cca 48° 57" SS a 14°23° VD).
Nasbirdno bylo celkem 118 jedinci a tito dospélci byli rozdéleni do krabicek
s filtracnim papirkem a aklimovéani po dobu jednoho tydne v teploté 0, 5, 10 a 15°C
(skupiny BO, B5, B10, B15). Potrava nebyla podavana. Z tohoto po¢tu odchytanych
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hladinatek se podafilo na konci biezna 2011 zmétit SCP u 115 dospélci ze skupin BO
(28 jedinct), B5 (28), B10 (32), B15 (27). Skupiny byly oznaceny jako série II. Série I
all se tedy liSily riznou dobou (mésic vs. tyden), po kterou byli jedinci vystaveni
aklimacni teploté.

Kromé toho byl 19. 1. 2011 proveden odchyt V. caprai ve stejné oblasti (oblast
Ceskych Bud&jovic mezi obcemi Tiebin, Mokré a Kali§té u Lipi). Sbér byl proveden
pro ucely zisku dat kontrolni skupiny — pro zjisténi, zda se hodnoty experimentalnich
jedinci neliS$i od hodnot piirozené¢ piezimujicich jedinci. Nasbirano bylo dvanact
dospélct, kteti byli drzeni venku — bez aklimace po dobu jednoho tydne a nasledné
uosmi z nich zméten SCP (skupina oznacena jako zimni kontrola). Vysledky byly
konfrontovany i s letni kontrolni skupinou — 11. 8. 2010 bylo SCP zméfeno u celkem 16

jedinct generaci GO a G1 (letni kontrola).

3.3 Méfeni bodu podchlazeni (SCP)

Meéieni bodu podchlazeni (SCP) bylo provedeno standardnim zptisobem pomoci
stanoveni exotermy — tepla uvolnéného v okamziku promrznuti télnich tekutin. Pii
tomto zpusobu je kontinudlné¢ métena teplota kazdého jedince prostfednictvim kontaktu
s termoclankem pii plynulém zchlazovani. V okamziku, kdy teplota téla méfen¢ho
jedince dosahne SCP, jeho télo promrzne a uvolni se teplo tani — teplota jedince tedy

mirné stoupne. Na zdznamu teploty se proto objevi tzv. exoterma (obr. 5) a teplota

v v

jako SCP.

V tomto konkrétnim vyzkumu byl kazdy dospélec V. caprai fixovan (pomoci
vaty) v platové tub¢ tak, aby jeho t€lo bylo v pfimém kontaktu s hrotem termoclanku.
Plastova tuba byla uzaviena korkovou zatkou, ¢imz doSlo k upevnéni a stabilizaci
termoClanku. Vzdy osm plastovych tub (kazda s jednim dosp€lcem) bylo vlozeno do
aluminiového bloku, ktery byl umistén do kapalinového termostatu F32-ME (Julabo,
Némecko) s pocatecni teplotou 0°C. Tato teplota byla konstantni po dobu 20 minut
a poté snizovana na -15°C po dobu 45 minut. Teploty vSech osmi termoclankti byly
prubézné zaznamenany do pocitate pomoci dataloggeru TC-08 (Pico Technology, UK)

a programu PicoLogger, z kterého byla nasledné odectena hodnota SCP.
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Obr. 5. Zaznam teploty (s exotermou) plostice s SCP -5.43.

3.4 Analyza dat

Ziskana data byla zpracovana pomoci programu ,,STATISTICA®, verze 9.1. Na
vysledky byl pouzit neparametricky test (Mann-Whitney), piiemz byly vzdy
zaznamenany hodnoty testové statistiky (U) a pravdépodobnost nahodnosti vysledkl
(p). Na grafy pro srovnani série I a série II byla pouzita jednoducha linearni regrese
s uvedenim koeficientu determinace = variability (R%) a pravdépodobnost ndhodnosti

vysledka (p).
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4 Vysledky

ProtoZze nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi SCP samic a samcl zadné
experimentalni skupiny (Mann-Whitney; vSechna p > 0,23), byla obé pohlavi nadéle
analyzovana dohromady. Z diivodu vysoké mortality v chovu experimentalnich jedinct
nebylo mozné smysluplné analyzovat zvlast' jedince generaci GO a G1. Pouze ve dvou
skupinach — letni kontrola a skupina A5 série I bylo dostate¢né mnozstvi jedincti pro
tuto analyzu (GO: 8 a G1: 8, resp. GO: 12 a G1: 12). V letni kontrole nebyl zjistén
statisticky prikazny rozdil mezi generacemi (U = 21; p = 0,27; obr. 6), ve skupiné AS
série I vSak méli jedinci G1 signifikantné niz§i SCP, nez jedinci GO (U = 33; p = 0,03;
obr. 7). Protoze vSak tento rozdil je pouze marginalni, byly vSech pfi dalSich analyzach

ob¢ generace analyzovany dohromady.

4.0

SCP [*C]

O Median
[]25%-75%
8.0t T Min-Max

GO0 G1
generace

Obr. 6. Srovnani SCP mezi prezimovavsi generaci (G0) a letni generaci (G1) pfi letni

kontrole. Rozdil neni statisticky prikazny.
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Obr. 7. Srovnani SCP mezi pfezimovavsi generaci (GO) a letni generaci (G1) ve skupiné I.

série aklimované pri teploté 5°C (A5). Jedinci G1 méli SCP priikazné nizsi.

Déle bylo zjistovano, zda se lisi SCP neaklimovanych jedinct z letni a zimni
kontrolni skupiny. Jedinci letni kontroly (odebrani 11. 8. 2010) méli median SCP -6,5°C
(n = 16), jedinci zimni kontroly (z terénu odebrani 19. 1. 2011, SCP méifeno 26. 1.
2011) méli median SCP -4,8°C (n = 8). Rozdil mezi obéma kontrolnimi skupinami byl
statisticky prikazny (U = 8; p < 10°%; obr. 8).
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Obr. 8. Srovnani SCP mezi neaklimovanymi jedinci zimni a letni kontrolni skupiny.

Jedinci zimni skupiny méli SCP vyrazné vyssi. Rozdil byl statisticky prakazny.

aklimovani pfi stejnych teplotach budou mit rozdilné SCP. Vzajemné byla proto
srovnana hodnota SCP mezi jedinci obou sérii, aklimovanymi pti shodné teploté. Rozdil

v SCP skupiny A0 (n = 4; median = -6,05°C) a BO (n = 28; median = -4,7°C) nebyl

Vzhledem k rozdilné expozici jedinca sérii I a II bylo zjistovano, zda jedinci

statisticky prikazny (U = 38; p = 0,31; obr. 9).
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Obr. 9. Srovnani SCP mezi sériemi | a Il pti aklimacni teploté 0°C. Rozdil neni statisticky

prakazny.

Rozdily mezi jedinci obou sérii aklimovanych v dalSich teplotach vSak prukazny
byl — pii aklima¢ni teploté 5°C byla hodnota SCP jedinct skupiny A5 (n = 24, median =
-6,69°C) vyznamn¢ niz$i nez SCP jedinct skupiny B5 (n = 28, median = -4,75°C) (U =
44; p <10 7; obr. 10). Podobng i pti teploté 10°C byla hodnota SCP skupiny A10 (n =
8; median = -7,28°C) niz$i nez skupiny B10 (n = 32, median = -5,44°C) (obr. 11). |
tento rozdil byl statisticky prikazny (U = 25; p < 1079).
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Obr. 10. Srovnani SCP mezi jedinci ve skupiné aklimované pfi teploté 5°C v sérii | a sérii

1. Jedinci v sérii | méli SCP priakazné nizsi.
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Obr. 11. Srovnani SCP mezi jedinci ve skupiné aklimované pfi teploté 10°C v sérii |

a sérii Il. Rozdil je statisticky prikazny.

Kwvuli statisticky prikaznému rozdilu hodnot SCP mezi jedinci obou sérii byly
ob¢ série analyzovany zvlast. Celkové rozlozeni hodnot SCP jedinci série | se
pohybovalo od -3,58°C do -8,65°C, pficemz vy$$i hodnoty se obecné vyskytovaly
U jedinct aklimovanych pti nizSich teplotach. Tento trend odpovidéd i rozlozeni SCP

jedinct letni a zimni kontroly (obr. 12).
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Obr. 12. Celkové rozloZzeni hodnot SCP pfi rdznych aklimacnich teplotach série | a zimni

a letni kontrole.

Celkové rozlozeni hodnot SCP jedincu série II se pohybovalo v rozmezi od -
3,22°C do -6,82°C, pricemz vyssi hodnoty se obecné¢ vyskytovaly u jedinct
aklimovanych pii niz8ich teplotach (jako je tomu i v sérii I). Tento trend odpovida

i rozloZeni SCP jedinct letni a zimni kontroly (obr. 13).
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Obr. 13. Celkové rozlozeni hodnot SCP pfi rdznych aklimacnich teplotach série Il

a zimni a letni kontrole.

Linearni regresi byla zjistovana zavislost hodnoty SCP na aklimacni teploté€. Pii
délce expozice jeden mésic (série I) bylo SCP jedinct negativné zdvislé na aklimacni
teploté podle rovnice SCP = -5,82 — 0,16t (obr. 14). Tato negativni zavislost byla
statisticky prikaznd (p = 0,02) a zména aklimacni teploty vysvétlila 15 % celkové
variability SCP. Podobnd, avSak slab$i negativni zavislost byla zjisténa 1 pi1 délce
expozice jeden tyden, pti vysledné rovnici regrese SCP = -4,86 — 0,03t (obr. 15). | tato
zavislost byla statisticky prikazna (p = 0,046) pii 3,5 % variability SCP vysvétlené

aklimacni teplotou.
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Obr. 14. Hodnota SCP v zavislosti na aklimacni teploté jedincl série | (expozice jeden

mésic). Zavislost je statisticky prikazna.
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Obr. 15. Hodnota SCP v zavislosti na aklimacni teploté jedincl série Il (expozice jeden

tyden). Zavislost je statisticky prikazna.
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5 Diskuse a zavéry

Cely zde prezentovany vyzkum je ovlivnén relativné malym poctem
analyzovanych jedincti. Znacné vysoka mortalita béhem udrzovacich chovli nedovolila
vyhodnotit dostateCny pocet riznych experimentdlnich skupin ani jedinci. Vsechny
vysledky a zavéry je vzhledem k tomuto faktu nutno pfijimat opatrné a kriticky.

Béhem tohoto vyzkumu nebyl zjistén prikazny rozdil SCP samct a samic, coz
odpovida vysledkiim diivéjSich studii (Ditrich a Kostal, 2011). Pfi zjistovani rozdilu
SCP mezi riznymi generacemi hladinatek V. caprai (resp. mezi jedinci piezimujicimi
poprvé vs. podruh€) je interpretace zde dosazenych vysledkil znacné ztizena malym
poctem dostupnych dat. Ziskané vysledky vSak naznacuji, ze SCP riiznych vékovych
kohort dospélct V. caprai se muze liSit. Pfestoze tedy ve vysledkové casti byly obé
skupiny jedincii analyzovany dohromady (pfi letni kontrole nebyl rozdil prikazny,
rozdil skupiny jedincii A5 byl margindlné¢ vyznamny), jedinci pfezimujici prvni zimu
meli v obou piipadech nizs§i SCP (a tedy vyssi chladovou odolnost). To by mohlo byt
zpusobeno faktem, Ze tito mladsi jedinci jsou v lepsi fyzické kondici nez starsi dospélci,
piezimujici jiz podruhé. Na druhou stranu pii predpokladané variabilit¢ hodnot SCP
VvV populaci a predpokladanému omezeni prezivani danému pravé chladovou odolnosti
(viz Ditrich a Kostal, 2011) by prvni pifezimovani méli prezit spiSe jedinci dostatecné
chladové odolni. V kohorté poprvé zimujicich jedinc by teoreticky méla potom byt
vEtsi variabilita 1 se zastoupenim velmi malo chladoveé odolnych jedincii. Protoze tomu
(dle dosazenych vysledkt) tak spiSe neni, pravdépodobné je chladova odolnost zavisla
spiSe na aktualni kondici kazdého jedince, nez na jeho vrozeném fenotypu.

Statisticky prikazny rozdil byl mezi neaklimovanymi jedinci zimni a letni
kontrolni skupiny. Jedinci zimni skupiny méli SCP vyrazné vys$i. Z toho vyplyva, Ze
jedinci v zimnich mésicich jsou méné chladové odolni nez v letnich mésicich.

Z divodu rozdilné expozice jedincu ze série | a 1l byly tyto série analyzovany
zvlast pro shodné aklimaéni teploty. Vysledky pfi aklimaci jedinct ve shodné teploté
0°C byly vzhledem k malému poctu dostupnych dat ze skupiny AO znaéné ztizeny
a rozdil mezi sériemi pii této teploté nebyl statisticky prikazny. | zZ tohoto malého poctu
zméfenych jedinci 1ze konstatovat, Ze tito jedinci AO méli nizsi hodnoty SCP. Prikazny
rozdil v8ak byl patrny z vysledkt analyzovani dat SCP jedinct skupiny aklimované pti

shodné teploté 5°C ze sérii I a sérii 1l. Jedinci skupiny A5 méli hodnoty SCP prukazné
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niz§i. Statisticky prukazny rozdil se ukazal i u skupin aklimovanych pfii teploté 10°C,
kdy jedinci ze série 1. skupiny A10 méli hodnoty SCP také nizsi nez jedinci skupiny
B10. I u této analyzované skupiny jsou vysledky zna¢né diskutabilni pro maly pocet
ziskanych dat ze skupiny A10. Pfi¢inou toho, ze skupiny A0, A5 a A10 série I maji
niz§i hodnoty SCP nez skupiny BO, B5 a B10 série II by mohla byt pravé rozdilna
expozice jedincii série I (aklimace po dobu jednoho mésice) v téchto teplotach nez
expozice jedincu série II. Tito jedinci série I byli sice sbirani v bfeznu, coz nezarucuje
vy$$i chladovou odolnost, ale byli aklimovani pouze po dobu jednoho tydne. Z téchto
vysledkt tedy plyne, ze délka expozice by mohla mit vliv na pozitivni vliv na
chladovou odolnost a snizovat SCP.

Mezi jedinci obou sérii byl statisticky prikazny rozdil mezi hodnotami SCP,
proto pii zjistovani vlivu teplot na chladovou odolnost byly obé série analyzovany
zvlast. Hodnoty SCP jedincu ze série | se pohybovaly od -3,58°C do -8,65°C, hodnoty
SCP jedincu ze série II se pohybovaly od -3,22°C do -6,82°C. V obou piipadech se
vy$s$i hodnoty SCP vyskytovaly u jedinct aklimovanych pii nizsich teplotach, coz
potvrdila statisticky prikazna linearni regrese V obou sériich. Tomu odpovida
i rozloZeni hodnot SCP zimni a letni kontroly. Na zakladé téchto vysledku lze tvrdit, Ze
¢im vyssi teplota aklimace, tim niz$i hodnota SCP. Ztoho vyplyva, ze na zvysSeni
chladové odolnosti. V. caprai ma vliv vyssi teplota. Pravdépodobny mechanismus by
mohla byt zavislost SCP na celkové fyzické kondici jedinci a nepiimém poskozeni
chladem v nizkych teplotach.

Pravidlo, Ze aklimace zvySuje chladovou odolnost, nebylo timto experimentem
prokazano. Muze to byt zpusobeno pravdépodobné tim, ze V. caprai nevstupuje do
diapauzy (viz kapitola 2.3.1). Tak by se potvrdil nazor Hodkové a Hodka (1997)
i Slachty a kol. (2002), e diapauza a chladova odolnost jsou spolu tzce svazany a Ze

diapauza je nutna pro dosazeni chladové odolnosti.

5.1 Zavér

Tato préace pfispéla novymi poznatky, které ptispivaji k porozuméni zvlastniho
prezimovani hladinatky Velia caprai a mohou byt vyuzity pro dalsi studie. Bylo
zodpove€zeno na nésledujici dil¢i otazky:

e Zavisi chladova odolnost V. caprai na teploté aklimace?
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Ano, teplota aklimace ma vyznamny vliv na SCP a tim i na chladovou odolnost.
Tento vliv je vSak opacny, nez u vétSiny druhli — aklimace pii niz$i teploté
zvySuje SCP a tim snizuje chladovou odolnost. Nejvyssi chladové odolnosti

dosahovali jedinci aklimovani pti teploté 10°C ¢i jedinci z letni kontroly.

e Zavisi chladova odolnost V. caprai na délce expozice aklimaéni teploty?
Pravdépodobné ano, prodlouzend expozice zvySuje chladovou odolnost. Tato
otazka vSak nemtize byt s urcitosti zodpovézena, protoze testované skupiny se

li$ily nejenom délkou expozice, ale 1 dal§imi neznamymi faktory.

e Lisi se hodnoty bodu podchlazeni mezi jedinci prvniho a druhého prezimovani?
Pravdépodobné ano, jedinci piezimujici poprvé jsou vice chladové odolni.
Spolehlivé vsak tato otazka nemuize byt zodpovézena pro celkové maly pocet

analyzovanych jedinct.

Nezvykla ,,pozitivni® zavislost chladové odolnosti na aklimaéni teploté (¢im
niz$i aklimacni teplota, tim niz§i chladovd odolnost) je velice pravdépodobné
neadaptivni a ziejm¢ dusledek toho, Ze hladinatka V. caprai nevstupuje do diapauzy

a prezimuje v kviescenci.
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