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1. Uvod

V mojej bakalarskej praci sa zameriavam na malo Studovant problematiku ako klimatické
zmeny v zimnom obdobi vplyvaji na nase druhy hmyzu, konkrétne na modelovy druh cifrusu

bezkridlu (Pyrrhocoris apterus), jej zimné prezitie, fyziologiu a biochémiu.

1.1. Prezimovanie hmyzu a klimaticka zmena

Hmyz predstavuje extrémne prisposobivu skupinu organizmov, ktora obyva vSetky pasma na
Zemi (od tropickych po polarne). Hmyz si vyvinul rézne mechanizmy ako sa prisposobit’
vysychaniu za vysokych teplot v tropoch, ¢i naopak chladu v polarnych oblastiach. Oproti
inym Zivo¢ichom ma hmyz naozaj pozoruhodnu schopnost’ tolerovat’ nizke telesné teploty.
Niektoré druhy hmyzu dokazu zabranit’ zmrznutiu svojich telesnych tekutin pri nizkych
teplotach ako -54°C (Ring, 1982), zatial’ ¢o iné druhy bezne prezivaju v zmrznutom (Sinclair,
1999) ¢i silno dehydratovanom (Holmstrup a Semme, 1998) stave. Dokonca existuja aj druhy

hmyzu schopné prezit’ kryoprezervaciu v kvapalnom dusiku (-196°C) (Kostal a kol., 2011b).

Striedanie ro¢nych obdobi, ktoré je vyraznejsie so zvySujucou sa zemepisnou Sirkou, vytvara
rozdiel medzi letom a zimou v teplote ovzdusia ¢i po¢tom zrazok. Pre hmyz obyvajici mierne
apolarne pasmo bolo nutné sa prisposobit’ tymto sezOnnym zmenam, pretoZe teplota
prostredia je pre hmyz velmi vyznamna. Teplota ovplyviiuje jeho vyskyt, aktivitu, prijem
potravy i reprodukciu. Zima, kedy je nedostatok potravy a teploty klesaju pod bod mrazu,
nastava zvySené riziko strat vody ¢i riziko tvorby Tadu vo vnutri tela, je pre hmyz
najkritickejSou fazou zivotného cyklu. Na toto obdobie sa musi hmyz pripravit', preto vstupuje

do diapauzy a aktivuje rézne mechanizmy zvysujtce tzv. chladova odolnost’.

Klimatické data ukazuji, ze najma v priebehu 20. a21. storo¢ia postupne dochadza ku
globalnemu zvysovaniu teplot (IPCC, 2014). Zmena klimy je dnes vel'mi aktualna téma, ktoru
zrejme ovplyviuju ludia zvySenou tvorbou sklenikovych plynov (najmd CO, a CH, ).
S klimatickou zmenou prichddza otepl'ovanie ovzduSia, zdvihanie hladin mori ¢i znizené
mnozstvo zrazok. Klimatickd zmena ma vela réznych dopadov na znehodnotenie pdd,
zniZenie biodiverzity, stratu zdrojov vody a vel'a d’alSich. Tieto vplyvy maju dopad na kazdy

Zivy organizmus vratane hmyzu, ktory musi tymto zmenam celit’.



Rast teplot je obzvlast' viditelny Vv miernom podnebnom pasme. Oteplovanie ovzduSia
ovplyviiuje dizku a teplotu roénych obdobi, o je najviac viditelné v zime. Zimné teploty su
pre mnoho druhov hmyzu zrejme hlavnou bariérou pre ich Sirenie do vysSich zemepisnych
Sirok (Bale a Hayward, 2010). Kratke a ¢oraz teplejsie zimy umoziiuju organizmom migrovat’
na miesta, kde doteraz neboli pre nich vhodné podmienky (z juhu na sever). To moéze
V pozitivnej miere ovplyvnit neziaduce druhy hmyzu, rozSirenie ich populacii, a tym sposobit’
vacsie problémy prenosom ochoreni ¢i ni¢enim urody. Migracie hmyzu ovplyviujua vsetky
ekosystémy a je to vel'mi Studovana téma. Naopak malo Studovanou témou je ako teplé zimy

ovplyvnia nase druhy hmyzu, ktoré su zvyknuté na studené zimy.

Oteplovanie VvV zimnom obdobi moéZze mat negativny dopad na uspeSnost prezimovania
domacich druhov hmyzu, pretoze podmienky v zime sa budi vplyvom rastacich teplot
postupne vzdalovat’ od optimalnych, nizkych. Vyssie zimné teploty mdzu viest' napr.
k rychlejsej spotrebe energetickych rezerv (Sinclair, 2015; Williams et al., 2015), ktoré potom
nemusia vydrzat’ az do jari. Teplé zimy tiez mozu viest' k deaklimacii a znizeniu chladovej

odolnosti. Deaklimovany hmyz potom mdze byt ohrozeny nahlym poklesom teploty.

Lepsie porozumenie vplyvu oteplujicich sa zim na hmyz mdze prispiet’ napr. k vylepseniu
predpovednych modelov pre Sirenie druhov, programov na ochranu ohrozenych druhov ¢i

ochranu proti $kodcom.

1.2. Adaptacia hmyzu na prezimovanie

Vicsina hmyzu je ektotermna ¢i poikilotermna, teda ich telesna teplota je podobna teplote
prostredia, preto je zima pre nich najnaro¢nejsie obdobie, kedy im hrozi vysychanie ¢i
zmrznutie. Hmyz ma v zasade tri moznosti, ako sa vyrovnat’ s nizkymi teplotami v zime:
migrovat, regulovat’ telesnu teplotu alebo tolerovat’ nizku telesnt teplotu. Niektoré druhy
S rozpoznanim prichodu zimy migruji na dlhé vzdialenosti na juh (napr. motyl' Danaus
plexippus) (Brower, 1995), iné migruju na kratku vzdialenost’, ¢i vertikalne hladanim
vhodného tkrytu. Hladanie ukrytu je u hmyzu velmi Castd migracna stratégia. Vhodnym
ukrytom st miesta, kde teplota neklesa tak ako teplota vzduchu (napr. kora stromov, pdda,
opadané listy, odumreté rastlinné tkaniva, a pod.) (Lee, 1989). Druhy pochadzajuce z
teplejSich oblasti m6zu vyhl'adavat’ zimné ukryty tiez v l'udskych obydliach (Bale, 1996).



Dal$ou moznostou ako sa hmyz vyrovnava s chladom je regulacia telesnej teploty, ktort
mozeme vidiet’ U tzv. superorganizmov, napr. vo véelstvach zahrievanim letovych svalov, ¢im

si udrzuju stalu teplotu v al'och (Southwick a Heldmaier, 1987).

Zd’aleka najCastejSia stratégia je u hmyzu tolerancia nizkych telesnych teplot. Mnoho druhov

hmyzu si za tymto Gcelom vyvinulo adaptacie, ktoré zvysuju ich tzv. chladovli odolnost’.

Hlavnymi mechanizmami, ktoré hmyz vyuziva na prezitie v nepriaznivych podmienkach
v zime su: 1) vstup do dormancie, nazyvanej diapauza a 2) sezénna aklimacia (chladova
aklimacia). Tieto mechanizmy st komplexom adaptacii, zahriiujacich zmeny na vSetkych
urovniach organizacie — od molekularnej po behaviordlnu (Danks, 1994; Clark a Worland,

2008) a vedu k hlbokej zmene fenotypu.

Diapauza moze byt bud’ obligatorna alebo fakultativna. Druhy s obligatéornou diapauzou do
nej vstupuja nehl'adiac na signaly z prostredia. Diapauza je teda neoddelite'nou sucast'ou ich
vyvojového programu. Vacsina hmyzu ma diapauzu fakultativnu a vstupuje do nej v priebehu
alebo na konci leta na zaklade signalov, ktoré prijima z prostredia. Hlavnym signalom pre
vstup do diapauzy je fotoperioda, kedy postupné skracovanie dizky diia (respektive
predlZovanie noci) signalizuje budici prichod zimy. Mensiu rolu pri vstupe do diapauzy hraju
aj d’alsie signaly ako teplota a termoperioda, ale tiez napr. kvalita potravy ¢i hustota populacie
(Tauber a kol., 1986; Kost’al, 2006). Diapauza ma doleziti rolu pre prezitie nepriaznivych

podmienok, a taktiez stvisi s chladovou odolnost'ou hmyzu.

U niektorych druhov diapauza stvisi s dokoncenim vyvoja, kedy K diapauze dochadza
v skorom $tadiu embrya, larvy ¢i pupalnom $tadiu. Iné druhy vstupuju do diapauzy ako
dospelé jedince. Diapauza nie je akymsi statickym stavom ("zimnym spankom"), kedy
diapauzny jedinec nevykazuje zZiadnu aktivitu. Priebeh diapauzy naopak byva ¢asto vel'mi
dynamicky proces, zahfiiajici postupny sled réznych zmien. V tomto ohl'ade sa v literatire
pouziva termin "diapauzny vyvoj" (Hodek, 1996). Diapauzny program napr. spusta
akumulaciu energetickych rezerv, zastavuje vyvoj v ur¢itom druhovo Specifickom §tadiu,
pripadne zastavuje rozmnozovanie, meni spravanie (napr. hladanie vhodného ukrytu na
prezimovanie) a dochddza k zmendm v metabolizme, ktoré umoznia syntézu rdéznych latok

chraniacich organizmus pred nepriaznivymi vplyvy nizkych teplot.



Kratko po vstupe do diapauzy je diapauzny stav udrzovany aj za situécie, kedy sa vyskytnu
podmienky vhodné pre vyvoj a reprodukciu (Tauber a kol., 1986). Diapauzu mozno teda
povazovat i za dolezity mechanizmus, ktory zabranuje pred¢asnému obnoveniu vyvoja napr.
pocas kratkodobych otepleni na jesen. Jedinci jedného druhu mézu vstupovat’ do diapauzy
priblizne od konca leta do zaciatku zimy, napr. podla toho, kedy dokoncia vyvoj na dospelé
jedince. Diapauza potom umoziuje synchronizaciu jedincov s populaciou, kedy na jar vSetci
jedinci danej populacie obnovia aktivitu priblizne v rovnakom ¢ase.

Pre lepsie pochopenie sa da diapauza rozdelit’ do 3 Casti: pre-diapauza (indukéna a preparacna

faza), diapauza (inicia¢na, udrziavacia aterminacna faza), post-diapauzna kviescencia
(Kostal, 2006; Kost'al a kol., 2017).

Indukéna faza sa objavuje v geneticky urCenom $tadiu vyvoja, kedy je organizmus citlivy na
stimuly z prostredia, vd’aka ktorym organizmus prepne ontogenézu z priameho vyvoja na
diapauzu. Takyto stimul z prostredia méze byt napr. fotoperioda alebo teplota prostredia.
U niektorych druhov hmyzu sa mozZeme stretnut’ aj so zaiatkom diapauzy bez podnetu

z prostredia, kedy je diapauza sucastou ontogenézy.

Preparac¢na faza sa nevyskytuje u vSetkych druhov hmyzu, ale iba u druhov, ktoré maju
oddelentt induk¢éni a iniciatni fadzu obdobim priameho vyvoja. Pre tato fazu su
charakteristické zmeny v spravani a fyziologickych procesoch, ako napriklad migracia, ¢i

akumulacia energetickych rezerv.

V iniciatnej faze nastava zastavenie priameho vyvoja jedinca asnim spojené znizenie
metabolickej aktivity. Druhy, ktoré prezivaju diapauzu ako mobilné, nad’alej prijimaja
potravu, ktori premienaju na energetické rezervy, tiez mozu hladat’ vhodné miesto na

prezimovanie.

Pocas udrziavacej fazy pokracuje zastavenie vyvoja a znizenie metabolickej aktivity aj pri
priaznivych podmienkach. Udrziavacej faze mézu dopomahat’ specifické stimuly, aby nedoslo

k terminacnej faze.

V termina¢nej faze sa znizi intenzita diapauzy na minimum podla $pecifickych zmien
Vv prostredi, a dosiahne sa fyziologicky stav dovol'ujuci pokraovanie priameho vyvoja. Pre
mnoho druhov hmyzu byvaju stimulom pre ukoncenie diapauzy dlhSie expozicie nizkym

teplotam.



Hmyz zostava po terminacii diapauzy Vv post-diapauznej kviescencii, kde ¢aka na priaznivé
podmienky pre pokracovanie priameho vyvoja. Jediné ¢o Vv tejto faze udrzuje dormantny stav

je nizka teplota.

Chladova odolnost’ popisuje schopnost’ organizmu prezit' za nizkych teplot nevhodnych na
rast a vyvoj. Chladova odolnost’ sa zvysSuje po vstupe do diapauzy, ale va¢sina druhov hmyzu
na dosiahnutie plnej chladovej odolnosti vyzaduje eSte chladova aklimaciu. Chladova
aklimacia nastava pri postupnom vystavovani jedinca nizkym teplotam, pricom sa meni napr.
zloZenie membran a syntetizujl sa tzv. kryoprotektanty, ¢o st latky, ktoré chrania bunkové

Struktary pred poSkodenim chladom ¢i mrazom (Semme, 1999).

Chladova odolnost’ sa deli na dve zakladné stratégie (Bale, 1993): tolerancia zmrznutia
a podchladenie (tiez vyhybanie sa zmrznutiu alebo netolerancia zmrznutia). Druhy tolerujiice
zmrznutie iniciuja tvorbu l'adu vo vnutri tela pri relativne vysokych podnulovych teplotach
(blizko 0° C). Naproti tomu druhy vyuzivajice stratégiu podchladenia zabranuji tvorbe 'adu
vo vnutri tela znizovanim tzv. bodu podchladenia a udrzuju tak svoje telesné tekutiny v
podchladenom stave aj za teplot hlboko pod nulou. U niektorych druhov hmyzu s
permeabilnou kutikulou bola popisana stratégia tzv. kryoprotektivnej dehydratacie
(Holmstrup a Semme, 1998). Druhy vyuzivajice tato stratégiu sa vyhybaji nebezpecenstvu

zmrznutia tel'nych tekutin odstranenim znac¢nej Casti telesnej vody.

Spominané stratégie vyuzivaji mnoZstvo fyziologickych mechanizmov. Niektoré
mechanizmy st typické pre konkrétnu stratégiu, zatial' Co iné st zdiel'ané, alebo maju u
roznych stratégii rozne funkcie. Fyziologickym mechanizmom chladovej odolnosti sa

podrobnejsie venuje nasledujica kapitola.

1.3. Fyziologické mechanizmy chladovej odolnosti

Cista voda zvy&ajne mrzne pri teplote 0°C, ktora zodpoveda aj jej bodu topenia. Bod topenia
roztoku predstavuje najvyssiu teplotu, pri ktorej moze k mrznutiu dochadzat’. Pociato¢nt fazu
mrznutia, teda nukleaciu, mozno rozdelit’ na homogénnu a heterogénnu (Wilson a kol., 2003).
K homogénnej nukleacii dochadza, ked’ sa dostatocné mnozZstvo molekul vody sformuje do
krystalickej mriezky l'adu a vytvori tak zarodo¢ny krystal. Pravdepodobnost’” homogénnej

nukledcie sa zvysSuje s klesajucou teplotou (¢im niz$ia teplota, tym menej molekul vody je



potrebné k vytvoreniu zarodo¢ného krystalu) a s rastcim objemom (viac molekul vody
zvySuje Sancu na vytvorenie zarodo¢ného krystalu). Mikroskopické mnozstva vel'mi Cistej
vody mrznu az pri teplotach okolo -40°C. Nukleacia vo vodnych roztokoch (teda aj v telesnych
tekutinach zivoc¢ichov) je obvykle heterogénna, kedy nejaka castica, ina nez voda, sluzi ako
tzv. nukleator. Predpokladd sa teda, Zze v prirode sa stretivame hlavne s heterogénnou
nukleaciou (Semme, 1999; Lundheim, 2002). Niekedy mdézeme pozorovat vodu a vodné
roztoky v kvapalnom stave aj pri teplotdch pod bodom topenia. Kvapalinu, ktora zostava v
kvapalnom stave za teplot pod jej bodom topenia nazyvame podchladenou. Podchladeny stav
je metastabilny, ¢o znamena, ze kedykol'vek méze dojst’ k nukleacii. Teplotu, pri ktorej
kvapalina skuto¢ne zmrzne (realny bod mrznutia), potom nazyvame bodom podchladenia

(Wilson a kol., 2003).

Hlavnou zlozkou hemolymfy hmyzu je voda, ktora spolu s rozpustenymi latkami tvori roztok.
Rozpustené latky zvySuju osmolalitu roztoku a ovplyviuju tak jeho vlastnosti. Napriklad
rozpustenim 1 moélu latky (zvysenie koncentracie o 1 osmol /kg) dojde k zniZzeniu bodu topenia
0 1,86°C a bod podchladenia sa znizi o dvoj az trojnasobok tejto hodnoty (Zachariassen, 1985).
V takomto pripade hovorime o koligativnom posobeni, kedy nezalezi na povahe rozpustenej
latky, ale len na jej prispevku k osmolalite roztoku. V biologickych systémoch zapri¢inuju
heterogénnu nukledciu tzv. ice nucleating agents (INAs). NajcastejSie sa jedna 0 Specidlne
proteiny, ktoré nukleuju 'ad (ice nucleating proteins) na ich povrchu pri relativne miernych
teplotach pod nulou. Tieto proteiny boli prvykrat objavené u baktérii zijacich na povrchu
rastlin, a neskor aj u baktérii, ktoré sit normalnou sucastou ¢revnej mikrofléry hmyzu (Lee a
kol., 1996; Worland a Block, 1999). Hmyz ich teda méze prijimat’ v potrave alebo ich vytvara
jeho crevna mikroflora. Niektoré druhy hmyzu si dokonca syntetizuju vlastné proteiny
nukleujtce I'ad (Storey a Storey, 1988). Ako nukleatory mézu u hmyzu sluzit’ napr. aj ¢astice
fosfore¢nanu vapenatého alebo iné anorganické latky (Lee a kol., 1996). Snad’ najlepSim
nukledtorom, vyskytujiicim sa v prirode, je samotny I'ad. Cad sa méZe za nizkych teplot tvorit’
vo vlhkom prostredi, ako napr. v opadanych listoch, ktoré st obl'ibenym mikrohabitatom pre
prezimovanie mnohych druhov hmyzu. Pri kontakte s okolitym 'adom moéze dgjst’ k inokulacii
telovych tekutin a ich naslednému zmrznutiu (Rozsypal a Kost'al, 2018). Druhy vyhybajtuce
sa zmrznutiu sa snazia inokulacii svojich telesnych tekutin zabranit’, zatial’ ¢o niektoré druhy
tolerujice zmrznutie inokuldciu naopak vyuZivaju aby iniciovali mrznutie za miernych teplot

pod nulou (napr. Layne a kol., 1999).



Pred samotnym mrznutim méze (podobne ako u inych roztokov) dochadzat’ k podchladeniu
telesnych tekutin, kedy nezmrznu pri dosiahnuti bodu topenia, ale zostavaju dalej
v kvapalnom skupenstve. Toho vyuzivaju podchladzujice druhy hmyzu, ktoré sa tak vyhybajt
zmrznutiu svojich telesnych tekutin. Pre hmyz vyuzivajuci stratégiu podchladenia je dolezité
podchladeny metastabilny stav stabilizovat aminimalizovat’® tym riziko zmrznutia.
Podchladzujice druhy hmyzu sa pred prichodom zimy zbavuju nukleatorov alebo ich
biochemicky maskuju. Pretoze mnoho nukleatorov je obsiahnutych v potrave, podchladzujuce
druhy hmyzu ¢asto pred zimou prestavaju prijimat’ potravu a vyprazdiiuju ¢revo (Semme,
1999). Niektoré podchladzujice druhy, okrem odstranenia nukleatorov, syntetizuju tzv.
antifreeze proteiny (AFP). Antifreeze proteiny reguluju rast l'adovych krystalov tak, Ze na nich
nasadaju a zabranuju ich d’alSiemu rastu, ¢im prispievaju k stabilizécii podchladeného stavu
(Jorov a kol., 2004). Zmrznutiu telesnych tekutin podchladzujtcich druhov je bez vynimky
letalne. Mrznutie silne podchladenej kvapaliny totiz prebicha "explozivne" a nenechava
ziadny priestor na vyrovnanie koncentracii rozpustenych latok medzi hemolymfou a roztokom
VO vnutri buniek. V silne podchladenom stave navySe hrozi intracelularne mrznutie, ktoré je

taktiez prakticky vzdy letalne (Seki a kol., 2009).

Druhy hmyzu tolerujice zmrznutie telovych tekutin naopak nukleatory 'adu akumuluji v
hemolymfe, aby zabezpecili skoré zmrznutie pri relativne miernych podnulovych teplotach.
Skoré mrznutie za miernych teplot zaisti dostatok ¢asu pre vyrovnanie zmien koncentracii
rozpustenych latok a presunov vody v dosledku tvorby I'adu. U druhov hmyzu tolerujucich
zmrznutie dochddza k tvorbe ladu v hemolymfe (extracelularne mrznutie). Pocas
extracelularneho mrznutia dochadza k zakoncentrovaniu rozpustenych latok, ktoré su
vytlacané z krystalickej mriezky I'adu. Sucasne dochadza k osmotickému odsavaniu vody z
buniek (po koncentranom spade), zvySuje sa koncentracia roztoku vo vnutri buniek a
dochadza k bunkovej dehydratacii a zmenseniu objemu buniek. Cad sa tak nachadza mimo
bunky a roztok vnutri buniek je vysokou koncentraciou rozpustenych latok stabilizovany v

podchladenom stave (Sgmme, 1999; Bale, 2002).

V pripade intracelularneho mrznutia prebiehaji deje opacne. Voda je osmoticky nasdvana do
buniek a hrozi tak mechanické poskodenie ¢i prasknutie bunkovej membrany, o je pre bunku
letalne (Lundheim, 2002). Uz pomerne davno boli najdené aj vynimky, pre ktoré intracelularne
mrznutie nie je letdlne, ato napr. tukové bunky larvy muchy Eurosta solidaginis, ktora

vyuziva stratégiu tolerancie zmrznutia (Salt, 1959). Je znamy dokonca aj pripad prezitia



intracelularneho mrznutia celého organizmu, a to u hlisty Panagrolaimus davidi (Wharton a
Ferns, 1995).

Mnoho druhov hmyzu na zimu akumuluje tzv. kryoprotektanty, ¢o su latky chraniace
organizmus pred nizkymi teplotami ¢i mrznutim, pripadne pred negativnymi dosledkami
tvorby ladu vnutri tela (Storey a Storey, 1988). Kryoprotektanty mozeme rozdelit na
nizkomolekularne a vysokomolekularne. Medzi nizkomolekularne kryoprotektanty sa radia
cukry (napr. trehaldza, fruktoza), polyoly (napr. glycerol, sorbitol), a vol'né aminokyseliny
(napr. prolin, alanin). Vysokomolekularne kryoprotektanty su potom zastipené proteiny

(antifreeze a heat shock proteiny).

Kryoprotektanty d’alej m6zeme rozdelit’ podl'a mechanizmu ich posobenia na koligativne a
nekoligativne (Storey a Storey, 1991; Ramlov, 2000). Ako uz bolo spomenuté vyssie, funkciou
koligativnich kryoprotektantov je zniZzenie bodu podchladenia a stabilizacia podchladeného
stavu. Vela hmyzu vyuZivajiceho stratégiu podchladenia ma multizlozkovy systém
kryoprotektantov. Takyto systém bojuje s moznym toxickym efektom spojenym s
koncentraciou jednotlivych komponentov. Koligativne kryoprotektanty tiez zvySuji podiel
tzv. viazanej vody. Viazana voda je zachytena v hydrataénych obaloch rozpustenych latok, je
tak nepristupna mrznutiu a do istej miery aj vysychaniu. Koligativne kryoprotektanty okrem
prehibenia a stabilizacie podchladeného stavu, tiez poméhaji zadrzat' vodu a pri dostatoénych
koncentraciach mézu regulovat’ mnozstvo l'adu, ktoré sa vytvori v tele druhov tolerujucich
zmrznutie. U¢inok koligativnych kryoprotektantov je teda zavisly na ich koncentracii. Naproti
tomu nekoligativne kryoprotektanty posobia aj za relativne nizkych koncentracii (za
predpokladu, Ze je dosiahnuta ista kritickd koncentracia) tak, Ze chrania bunkové Struktiry
(proteiny a membrany) pred uc¢inkami nizkych teplot a mrazu. Nekoligativne posobenie sa
prisudzuje latkam, ktoré stabilizuji hydratacné obaly makromolekul, ako napr. prolin ¢i

trehaldza (Timasheff, 2002).

Stabiliza¢nti funkciu makromolekul plnia tiez vysokomolekularne kryoprotektanty, ako napr.
tzv. heat shock proteiny (HSP). Expresia HSP sa spusta pri strese z vonkajSieho prostredia
napr. pri Soku z tepla, chladu, pri vysychani, pri nedostatku kyslika v tkanivach ¢i pri vystaveni
roznym chemikalidm. HSP maja funkciu ako tzv. molekuldrne chaperony, ktoré sa pri strese
viaZu na proteiny, zlepSuji nepriaznivy ucinok nespravneho usporiadania proteinov a

pomahaju proteinom sa vratit do ich prirodzenych konformacii pri obnoveni vhodnych



podmienok. HSP teda maju podstatni rolu pri preziti réoznych nepriaznivych vplyvov
prostredia vratane chladu (Rinehart a kol., 2007).

Takzvané "antifreeze proteiny" (AFP) predstavuju d’alSiu kategériu kryoprotektantov. Su to
vysokomolekularne kryoprotektanty s nekoligativnym pdsobenim. Ako bolo spomenuté
vysSie, mechanizmom ich ucinku je regulacia rastu ladovych kryStalov. Pre druhy
vyhybajicich sa zmrznutiu pomahaji AFP stabilizovat’ podchladeny stav a takisto brénia
prieniku okolitého l'adu, ktory sa mdze vyskytovat’ v prostredi, skrz kutikulu (inokulécia)
(Bale, 2002). Pri druhoch tolerujucich zmrznutie AFP zabranuju rekrystalizacii, teda rastu
velkych krystalov, ktoré by mohli sposobit mechanické poskodenie, na ukor mensich
(Lundheim, 2002; Storey a Storey, 2013). K rekrystalizacii dochadza napr. vplyvom fluktuécii
teploty, o mdze spdsobovat’ cykly ¢iastocného topenia a opdtovného mrznutia a podporovat’

rast vel'kych kryStalov napr. spdjanim mensich.

Dalsim mechanizmom na zvysenie chladovej odolnosti je redukcia mnoZstva vody v tele.
Znizenie hydratacie vedie k relativnemu zvySeniu koncentracie rozpustenych latok. Druhom
vyhybajucim sa zmrznutiu strata Casti telesnej vody pomaha stabilizovat’ podchladeny stav.
Specidlnym prikladom st druhy spolichajiice sa na stratégiu kryoprotektivnej dehydratacie,
ktoré sa zbavuju znacnej Casti vody a v tele im tak zostdva prevazne viazand voda, ktord za
normalnych okolnosti prakticky nemo6ze zmrznut' (Holmstrup a Somme, 1998; Wolfe a kol.,
2002). Pri druhoch tolerujtcich zmrznutie zniZenie obsahu telesnej vody redukuje mnozstvo

Iadu, ktoré sa moze v tele vytvorit’.

Teplota a hydratacia st hlavnymi faktormi ovplyviujacimi funkciu biologickych membran.
Biologické membrany st tvorené roznymi zlozkami, ktorych pomery maji vyrazny vplyv na
fazové spravanie a aj funkciu membran za roznych podmienok. Délezitym mechanizmom,
ktory zvySuje chladovi odolnost’ a pomaha preZit’ za nizkych teplot, su aj adaptivne zmeny v
zlozeni biologickych membran. Hmyz aj iné organizmy na zimu napr. zvySuju podiel
nenasytenych mastnych kyselin, tiez zvySuja podiel fosfatidylethanolaminov na ukor
fosfatidylcholinov (Hazel, 1995). U¢elom tychto zmien je udrzat membrany funkéné za

nizkych telesnych teplét, pripadne za nizkej hydratacie v zmrznutom stave.



1.4. Cifrusa bezkridla (Pyrrhocoris apterus)

Cifrusa bezkridla patri do radu Heteroptera (Bzdochy), infraradu Pentamomorpha a ¢el'ade
Pyrrhocoridae (Cifrusovité). Jedna sa o prisposobivy a vel'mi rozSireny druh, obyvajuci aj
Palearkticka oblast’, narozdiel od inych druhov z ¢elade Pyrrhocoidae, ktoré obyvaju
Paleotropicku a subtropicki Palearkticku oblast. Osidl'uje Eurdpu, blizky vychod, Sibir
(juznu &ast’), Mongolsko, Cinu a tieZ bola najdena v USA, Centralnej Amerike a Indii (Socha,
1993).

Zaujem o cifrusu bezkridlu narastol v 60-tych rokoch po objaveni tzv. paper factor-u, a teda
objaveni aktivity juvenilného hormoénu. Tento objav nastal nahodou pri preneseni chovu
cifrusi bezkridlej do USA, kde sa jedince, pod vplyvom analégu juvenilného hormonu,
obsiahnutom v temnejSom papieri, vyvinuli abnormalne oproti chovu v Eurdpe (Slama
a Williams, 1965). Jej vyhody pre modelovy druh st 'ahka dostupnost’ ¢i jednoduchy chov
Vv laboratornych podmienkach. Je vhodné ju vyuzit’ napriklad na morfologicke, vyvojové,
ekologické, biochemické ¢i fyziologické stidie. MoZeme ju ngjst’ tam, kde sa nachadzaju
lipové stromy z celade Tiliaceae (Lipovité) a rastliny z ¢elade Malvaceae (Slezovité)
napriklad v parkoch ¢i zmieSanych lesoch. Lipové semena st hlavnym zdrojov jej potravy.
Avsak jej potravou mozu byt aj semena alebo cCasti rastlin z ¢el'adi Betulaceae (Brezovité),
Cupressaceae (Cyprusovité), Fagaceae (Bukovité) a inych. PrileZitostne sa zivi aj sanim na
mitvom hmyze ¢i hmyzich vaji¢kach. Jednoduchy zber zabezpecuje vyskyt jedincov
V zhlukoch napr. na kmenioch stromov. Tieto zhluky tvoria vd’aka vzhladovej pritazlivosti
a chemickym stimulom, ale prispiet’ k tendencii zhlukovania moZu aj rozne abiotické faktory
ako teplota alebo vzdusna vlhkost’ (Socha, 1993; Kristenova a kol., 2011). Mensie zhluky na
kmenioch lip mdze vytvarat’ aj v zime za slne¢nych dni (Rozsypal a Kost'al, 2018).

Zivotny cyklus cifruse bezkridlej moZzeme rozdelit’ do 4-tich fazi: reprodukéna aktivita (jar,
skoré leto), indukcia reprodukénej diapauzy (vrchol leta), udrziavanie reprodukénej diapauzy
(neskoré leto, skora zima) a kviescencia (zima, skora jar). Délezitou sucast'ou zivotného cyklu
je teda reproduk¢na diapauza, ktora zvySuje chladovii odolnost’ a kapacitu podchladenia.
Nastava pri nej sezonne zastavenie reprodukcie a spustacom si skratenie fotoperidody, nizka
teplota prostredia a vysoka hustota populacie, ktoré ovplyviiuju neurohumoralny systém
(Kostal a Simek, 2000). Donedavna sa myslelo, Ze cifruia bezkridla vyuziva iba stratégiu
podchladenia (vyhyba sa zmrznutiu). Pri zohl'adneni prostredia v ktorom jedince prezivaju

zimu (opadané listie), kde je pomerne vysoka vlhkost’, mierne podnulové teploty a pritomnost’
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l'adu a nastava riziko inokulacie tymto okolitym 'adom. Inokulacia nastava pri teplotach nad
-3°C, ¢o je vysoko v porovnani s bodom podchladenia (-16°C az -20 °C v zime). Hmyz po
inokulacii vonkajsim 'adom bol schopny prezit, ak objem I'adu neprekrocil kritickt hranicu
(38,7- 42,8% telesnej vody). Cifrusa sa snazi redukovat’ objem I'adu pod tato hranicu, to
hlavne presunom osmoticky aktivnej vody do hemolymfy a zvySenim podielu osmoticky

neaktivnej vody v tkanivach (Rozsypal a Kostal, 2018).

Na prezimovanie cifruSa bezkridla sezoénne akumuluje kryoprotektanty. Sezénne zvySuje
mnozstvo vol'nych aminokyselin (prolin a alanin), ktoré su vedl'ajSimi produktami degradacie
proteinov. Pri nizkych teplotach tiez dochadza k premene glykogénu na polyoly (ribitol
a sorbitol), ¢im sa zvysuje chladova odolnost’. Dochadza aj k expresii HSP, ktoré maja rolu
v opravach poskodeni spésobenych chladom a mrazom. Taktiez pocas chladovej aklimacie
dochadza k remodelacii fosfolipidovych membran (Kostal a Tollarova-Borovanska, 2009;
Kostal a kol., 2011a).
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2. Ciele

1) Presktimat’ vplyv roznych scenarov ,,teplych zim* simulovanych v laboratoriu a skuto¢nych
zim na prezitie a chladovi odolnost’ cifruse bezkridle;.

2) Posudit’ vplyv roznych simulovanych a skuto¢nych zim na spotrebu energetickych rezerv.
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3. Material a metodika

3.1. Zber cifrusi a dizajn pokusu
Cifruse boli nazbierané zaGiatkom oktobra v Ceskych Budgjoviciach v parku Stromovka
(Obr. 1). Bola vyuzita situacia, kedy sa pocas slne¢nych jesennych dni velké mnozstvo

jedincov v zhlukoch vyhrieva na kmenoch lip.

Obr. 1. Zber jedincov pre pokus. VTavo cifruse slniace sa na kmeni lipy. Vpravo nazbierané cifruse pred

rozdelenim do skupin

Cifruse boli z kory stromov zbierané pomocou jemnej metli¢ky a lopatky a nasledne presypané
do plastovej nadoby s perforovanym vieckom, naplnené lipovymi listami. Po kratkom
transporte do laboratoria boli cifruse rozdelené do skupin po 100 jedincoch tak, aby kazda
skupina obsahovala 50 samic a 50 samcov. Kazdy zimny scenar (vid’ nizsie) zahriioval 7
opakovani (skupin), teda 700 jedincov, s vynimkou vonkajsej expozicie, kde bolo iba 5
opakovani (500 jedincov). Dve skupiny naviac v laboratornych simulaciach boli postupne
vyuzité pre priebezné sledovanie prezitia a fyziologickych parametrov chladovej odolnosti
(koniec simulovanej jesene a koniec simulovanej zimy). VonkajSia expozicia prebiehala
v drevenych kontajneroch (Obr. 2) so sietovanym vekom a dnom naplnenym do % suchymi
lipovymi listami, a tiez lipovymi semienkami (potrava). Pomocou datalogerov boli
zaznamenavané klimatické podmienky (teplota, relativna vlhkost' a snehova pokryvka)

v mieste vonkajsej expozicie.
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Obr. 2. Vonkajsia expozicia. VI'avo stav na za¢iatku pokusu. Vpravo snehova pokryvka pocas pokusu.

CifruSe vystavené simulovanym zimam v inkubatoroch boli umiestené v sklenenych nadobach
0 objeme 500 ml so sietovanym vieckom (Obr. 3). Nadoby obsahovali lignocel (stelivo
z kokosovych vlakien), lipové semienka, zlozeny filtra¢ny papier a napajadlo (plastova
tubicka s vatovou zatkou naplnend vodou). Napajadla boli menené tyzdenne s vynimkou
najchladnejsich casti simulacie, kedy teplota klesla pod 0°C a voda v napajadlach zmrzla.
Relativna vlhkost’ v inkubatoroch bola udrziavana pomocou nadob s destilovanou vodou a
Zlozenym filtraénym papierom (zvacsenie povrchu a tym evaporacie). Simulacie prebiehali od
oktobra do marca (5 mesiacov) v programovatel'nych inkubatoroch Sanyo MIR-154 (Sanyo
Electric, Osaka, Japonsko).

Obr. 3. Expozicie simulovanych zim v inkubatoroch.
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Simulacie (Obr. 4) boli rozdelené na tri obdobia - jesen, zima a jar. Na konci kazdého obdobia
bol urobeny odber vzoriek za ucelom priebezného sledovania prezitia a zmien vo fyziologii a
biochémii. Pred vlastnym pokusom bol urobeny predbezny screening (urobil moj Skolitel’ pred
mojim zapojenim do pokusu), na zaklade jeho vysledkov boli vybrané pre detailnejsie
testovanie nasledujtice scenare: 1) priemerna zima, kde bol teplotny priebeh odvodeny od
priemernych mesagnych teplot za obdobie 1981 — 2010, ziskanych od Ceského
hydrometeorologického ustavu (CHMU), 2) tepla zima, ktora bola o 5°C teplejsia nez
priemerna zima; 3) priemerna zima s fluktuaciami, 4) tepla zima s fluktuaciami. Simulované
oteplenie o 5°C bolo zvolené na zaklade hornych odhadov modelov stredoeurépskej klimy pre
koniec 21. storo¢ia podla Piatej hodnotiacej spravy Medzivladneho panelu pre zmeny klimy
(Intergovernmental Panel on Climate Change, IPCC) (IPCC, 2014). Teplota v simulaciach
bola menena s tyzdennou frekvenciou. U¢elom fluktuacii bolo simulovat’ slnenie na kmetioch
stromov a na opadanych listoch (ak nie je sneh), ktoré je mozné bezne pozorovat' u volne
zijacej populacie cifruse bezkridlej za slne¢nych zimnych dni (Rozsypal and Kostal, 2018).
Fluktuacie prebiehali styzdennou frekvenciou, kedy behom troch po sebe iducich dni
postupne doslo ku kratkemu zvySeniu teploty o 5, 10 a 15°C. Kazdé zvySenie teploty trvalo
2h a bolo naprogramované medzi 12:00 a 14:00. Zvysenie teploty behom fluktuacii bolo
odhadnuté na zaklade nasich zaznamov teploty na kore stromov (0,5 m nad zemou, orientacia

na juh).

15+ -~ "Priemerna zima" (Priemer 1981-2010)
= "Tepla zima" (Priemer + 5°C)

Teplota [°C]

L)

X X Xl i I Y

Jesen Zima Jar

Obr. 4. Simulované zimy. Obrazok zobrazuje dva zakladné scenare: ,,Priemerna zima“ a ,,Tepla zima“.

Obrazok nezobrazuje scenare s fluktuaciami. Zelena usecka vyznauje simulovani ¢ast roku. Cierne
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usecky vyznacuju rozdelenie simulacie na jednotlivé obdobia. Odbery vzoriek a meranie fyziologickych

parametrov prebiehalo na za¢iatku simulacie a nasledne vzdy na konci jednotlivych obdobi.

3.2. Analyza preZitia a fyziologické parametre chladovej odolnosti

Prezitie bolo posadené koncom simulovanej jesene a zimy, vzdy u jednej skupiny cifrusi
(n = 100). Celkové prezitie bolo vyhodnotené na konci pokusu (v priebehu simulovanej jari)
u zostavajucich piatich skupin cifrusi (n = 5 x 100). Jedince boli premiestnené do 25°C
a prezitie bolo posudzované na zaklade schopnosti koordinovaného pohybu.

Ako jeden z ukazovatel'ov chladovej odolnosti bol merany bod podchladenia. Meranie bolo
urobené vzdy u 20 jedincov (10 samic, 10 samcov), okrem skupiny TZ+F na konci pokusu
(jar), kde bol pocet opakovani 14 (7 samic, 7 samcov) z dévodu nizkeho prezitia. Jednotlivé
cifruse boli najskor umiestené do skamaviek, na ich dne boli konce termoclankov (Obr. 5A).
Cifruse boli potom znehybnené jemnym stla¢enim kiiskom suchej buni¢iny na dno skamavky,
tak aby boli v priamom kontakte s termo¢lankom. Skamavky s cifruSsami boli umiestené do
programovatel'ného termostatu Ministat 240-cc (Huber). Rychlost poklesu teploty bola
Standardna 1°C / min. Teplota bola zaznamenavana pomocou datalogeru, ku ktorému boli
teplota pred uvolnenim skupenského tepla mrznutia, ¢o sa prejavi ako docasné zvySenie
teploty.

Ako dalsi ukazovatel’ chladovej odolnosti bola posudzovana schopnost’ prezitia v zmrznutom
stave po inokulacii okolitym 'adom (Obr. 5C, D). Inokulativne mrznutie bolo urobené podl'a
protokolu popisaného v ¢lanku Rozsypal a Kostal (2018). Test bol urobeny vzdy u 20
jedincov (10 samic, 10 samcov) z kazdej skupiny a ¢asti simulacie. Cifruse boli umiestené do
plastovych skamaviek, prelozené navlhéenymi kuskami buniciny (pat jedincov na
skamavku). Mrznutie bolo stimulované pridanim malého kasku l'adu. Skamavky s cifruSsami
boli nasledne premiestnené do programovatelného termostatu, predchladeného na 0°C.
Vsetky manipulacie pred premiestenim do termostatu boli robené na l'ade (0°C). Chladiaci
program pozostaval zo Styroch krokov: 1) udrziavat 0°C 1 min., 2) chladit’ na -2,5°C
rychlostou 0,05°C / min., udrziavat’ -2,5°C 24 h, a 4) ohriat’ na 5°C rychlostou 0,5°C / min.
Po ukonceni programu boli cifruse rozdelené na pary (samec asamica) a umiestené do
plastovych Petriho misiek a bola im poskytnuta potrava (lipové semena) a napajadlo vo forme
malej skiimavky s vatovou zatkou naplnené vodou. Cifruse boli povazované za prezivsie, ked’

boli schopné produkovat’ Zivotaschopné vajicka.
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Teplota [°C]

Cas

Obr. 5. Bod podchladenia a tolerancia zmrznutia. A) Schéma merania bodu podchladenia. Meranie
prebieha ,,na sucho®, kedy je cifrusa znehybnena jemnym pritla¢enim na dno skamavky kuskom suchej

buni¢iny. Teplota je merana pomocou termoc¢lanku (Cervena ¢iara s ockom). B) Bod podchladenia je

vt

ako docasné zvySenie teploty (Sipka). C) Schéma testu prezitia v zmrznutom stave. Cifrusa je poloZena na
navlhéeny kasok buniCiny a prikryta d’al$im kaskom navlhCenej buniéiny. Mrznutie je stimulované
pridanim malého kasku 'adu. D) Fotografia usporiadania pri merani bodu podchladenia (usporiadanie pri
teste prezitia v zmrznutom stave bolo takmer identické) a umiestenie skamaviek v programovatel’nom

termostate.

Cerstva hmotnost, obsah vody a susiny bola stanovena u rovnakych jedincov, u ktorych bol
predtym zmerany bod podchladenia (n = 14 az 20). Thned’ po merani SCP boli cifruse
premiestené do predvazenych plastovych skamaviek s vieckom o objeme 1,5 ml (Eppendorf)
a zvazené (Cerstva hmotnost’ = hmotnost cifruse a skamavky — hmotnost’ prazdnej skamavky).
Cifruse v otvorenych sktimavkach boli nasledne susené pri 60°C na dobu 72 h (alebo do
dosiahnutia konstantnej hmotnosti) a znova zvazené (sucha hmotnost = hmotnost’ suchej
cifruse a skamavky — hmotnost’ prazdnej skamavky). Obsah vody (hydratacia) bola potom
spocitana ako rozdiel medzi zivou a suchou hmotnostou. K vazeniu boli pouzité analytické

vahy Sartorius BA110S s presnostou na 4 desatinné miesta (0,1 mg).
3.3. Extrakcia a stanovenie celkovych lipidov

Pre extrakciu a stanovenie celkovych lipidov vo vzorkach cifrusi boli pouzité upravené
metody podla Folch akol. (1957) a Gessner a Neumann (2005). Obsah glykogénu bol
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stanoveny vzdy u 10 jedincov (5 samic, 5 samcov), s vynimkou TZ+F jar (n = 6; 3 samice, 3

samci).

Pouzité reagencie:

- extrak¢éné médium (roztok chloroformu a metanolu v pomere 2 : 1)

- 0,9% NaCl

- chloroform

- H2SO4 (koncentrovana)

- vanilinovy reagent (668 ml 80% H3PO4 + 1,98 g vanilinu + doplnit do 1000 ml dest.
vodou)

- kyselina olejova

Postup:
Zvazené cifruse boli jednotlivo dané do skiimaviek o objeme 1,5 ml (Eppendorf). Ku vzorke

bolo pridané 350 pl extrakéného média avzorka bola rozstrihana na malé kusky
a homogenizovana pomocou piestového homogenizatoru. Po centrifugacii bol odpipetovany
supernatant a vzorka bola este dvakrat znovu homogenizovana v 350 ul extrak¢ného média.
Ku kombinovanému supernatantu 1+2+3 bolo pridané 210 pl 0,9% NaCl. Po pretrepani
a centrifugacii bola do sklenenej vialky o objeme 2 ml kvantitativne odobrana spodna
organicka faza. Nasledne bolo pod pradom dusika odparené rozpust'adlo a vzorka bola znovu
rozpustena v 1 ml chloroformu. Alikvot o objeme 10 ul bol prepipetovany do 5 ml sklenenej
skamavky a chloroform bol odpareny zahriatim na 60°C. Po odpareni chloroformu bolo
pridané 200 pl koncentrovanej H2SO4 a skamavky boli inkubované pri 95°C po dobu 10
minat. Po ochladnuti bolo pridané 2,5 ml vanilinového reagentu. Po 60 minatovej inkubacii
bola zmerana absorbancia pri 528 nm a namerana hodnota bola porovnana s kalibra¢nou

krivkou kyseliny olejovej. Obsah lipidov bol potom vyjadreny v pug na mg zivej hmotnosti.

Princip metody:

Samotny princip metody a prebiehajucej reakcie si pomerne zlozité. Pozitivny vysledok
vyzaduje pritomnost’ dvojitych vézieb alebo volnych hydroxylovych skupin v molekulach
analyzovanych lipidov. Reakcia zrejme zahriuje vznik relativne stabilnych karboniovych
iontov, ktoré nasledne reaguju s vanilinom, ¢o sa prejavi sfarbenim s vrcholom absorbancie

pri 528 nm (Gessner a Neumann, 2005).
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3.4. Extrakcia a stanovenie glykogénu
Pre extrakciu a stanovenie obsahu glykogénu vo vzorkach cifrusi boli pouzité upravené
metody podl'a Bueding a Orrell (1964) a Dubois a kol. (1956). Obsah glykogénu bol stanoveny
vzdy u 10 jedincov (5 samic, 5 samcov), s vynimkou TZ+F jar (n = 6; 3 samice, 3 samci).
Pouzité reagencie:

- etanol (70%, 80%, 99,8% - absolutny)

- 30% roztok KOH

- 10% roztok Na»SO4

- H2S04 (koncentrovanad)
- 5% roztok fenolu (vo vode)

- glykogén (Glycogen from oyster, Fluka)

Postup:
Zvazené cifruse boli jednotlivo dané do skamaviek o objeme 1,5 ml (Eppendorf). Ku vzorke

bolo pridané 400 ul 80% etanolu a vzorka bola rozstrihana na malé kasky a nasledne
homogenizovana pomocou piestového homogenizatoru. Po centrifugacii bol odpipetovany
supernatant a vzorka bola znovu homogenizovana v 400 ul 80% etanolu. Najskor teda boli zo
vzorky do etanolu extrahované nizkomolekularne latky, ako mono- a disacharidy, polyoly a
vol'né aminokyseliny a vo vzorke teoreticky zostal iba glykogén. Susenim po dobu ca. 15
minut pri 60°C bol zo vzorky odstraneny zostavajtci etanol. Potom bolo ku vzorke pridané
200 pl destilovanej vody a 1,1 ml 30% KOH. Vzorka bola potom inkubovana pri 95°C po
dobu 30 minut (rozlozenie tkaniv a uvolnenie glykogénu). Po centrifugacii bolo zo vzorky
odobrané do novej 1,5 ml skamavky (Eppendorf) 250 ul infranatantu. Nasledne bolo
k odobranému infranatantu pridané 125 pl 10% Na2SO4 a 750 pl absolatneho ethanolu a
potom nasledovala inkubacia na Tade po dobu 60 minut (vyzrazanie glykogénu). Po
centrifugacii bola zo vzorky odstranena vsetka kvapalina, zvy$na peleta (extrahovany
glykogén) bola dvakrat oplachnuta 500 ul 70% ethanolom a nasledne ususena pri 60°C. Potom
bola peleta rozpustena v 500 pul destilovanej vody. 100 ul vzorka bola prepipetovana do
sklenenej skamavky o objeme 5 ml. Ku vzorke bolo pridané 200 ul 5% fenolu a 1 ml H2SO4
a vzorka bola nasledne inkubovana pri 95°C po dobu 20 min. Po 30 minutach chladnutia bola
zmerana absorbancia pri 490 nm a namerana hodnota bola porovnana s kalibraénou krivkou

glykogénového standardu. Obsah glykogénu bol potom vyjadreny v pg na mg zivej hmotnosti.
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Princip metody:

Principom samotnej metody je rozstiepenie (hydrolyza) glykogénu v pritomnosti kyseliny na
jednotlivé molekuly glukozy. Molekuly glukozy su v kyslom prostredi dehydratované za
vzniku hydroxymethylfurfuralu. Ten reaguje s fenolom, ¢o sa prejavi sfarbenim s vrcholom
absorbancie pri 490 nm (Dubois a kol., 1956).

3.5. Spracovanie vysledkov
Ziskané data boli analyzované v programe Prism v6.0 (Graphpad Software, San Diego, USA).
Pre porovnanie vplyvu réznych zim na sledované parametre bola pouzita jednocestna
ANOVA s Tukeyho post-hoc testom na 5 % hladine vyznamnosti. Pretoze neboli zistené
Statisticky vyznamné rozdiely medzi pohlaviami v ziadnom zo sledovanych parametrov, boli

samci a samice analyzované spolo¢ne.
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4. Vysledky
4.1. Klimatické podmienky v zime 2019/2020

Obrazok 6 ukazuje klimatické data zo stanovista, kde prebiehala vonkajsia expozicia.
Namerané data pochadzaju z plochy ca. 3 m? Z obrizku je zjavny vyrazny rozdiel medzi
teplotou vzduchu, teplotou na juznej strane kmena a teplotou v opadanych listoch (opadanke).
Teplota v opadanke, ktora je prirodzenym mikrohabitatom pre prezimovanie nielen cifrusi,
neklesa zd’aleka tak nizko ako teplota vzduchu a tieZz vykyvy teplot su nizSie (jedna sa 0
teplotne pufrované prostredie). Relativna vlihkost' v opadanke bola po celu dobu sledovania
velmi vysoka a klesala iba behom teplejSich obdobi. Snehova pokryvka bola nizka a
vyskytovala sa skor sporadicky. Celkovo bola zima 2019/2020 jedna z teplejsich a teploty

v opadanke sa pohybovali v rozmedzi medzi simulovanou ,,priemernou” a ,,teplou‘ zimou.
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Obr. 6. Klimatické podmienky v zime 2019/2020. Klimatické podmienky v mieste vonkajsej expozicie.
Tmavo modra: teplota vzduchu 2 m nad zemou V tieni; zelena: teplota na juznej strane kmetia, 0,5 m nad
zemou (miesto kde sa cifruse za slne¢nych zimnych dni vyhrievaja); Cervena: teplota v opadanke (typicky
mikrohabitat cifrusi pre prezimovanie, a tiez miesto vonkaj$ej expozicie); svetlo modra: relativna vihkost’

(R.v.) v opadanke; tyrkysova: vyska snehovej pokryvky.
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4.2. Prezitie po vystaveni roznym zimam

Obrazok 7 zobrazuje vysledky analyzy prezitia. Data prezitia namerané koncom simulovanej
jesene a zimy nebolo mozné statisticky hodnotit’, kvoli nizkemu po¢tu opakovani. Tieto data
teda sluzia kilustracii, ako sa behom simulovanej zimy menilo prezitie v jednotlivych
skupinach. Finalna analyza celkového prezitia, ktora bola urobena behom simulovanej (a tiez
skuto¢nej) jari na konci pokusu, potom ukazuje vyrazné rozdiely medzi jednotlivymi
scenarmi. Ziadna z cifrusi vystavenych scenarom simulujacim priemernu (PZ) a tepla (TZ)
zimu neprezila az do konca pokusu. Naproti tomu cifruSe vystavené priemernej zime
s fluktuaciami simulujacimi slnenie (PZ+F) prezili vyrazne lepsie (61,2 %) a priblizili sa tak
prezitiu cifrusi vystavenych poloprirodzenym podmienkam vonku v opadanke (Opad.;
78,4 %). Fluktuacie mali pozitivny vplyv na prezitie i v pripade simulovanej teplej zimy
(TZ+F), ale prezitie v tejto skupine (6,8 %) bolo, v porovnani s priemernou zimou
s fluktuaciami ¢i s vonkajsou expoziciou, vel'mi nizke. Vysledky analyzy prezitia ukazujua na
pozitivny vplyv fluktuacii (slnenia) na zimné prezitie cifrusi. Naproti tomu je vidiet, Ze
oteplenie o 5°C oproti priemeru (,,normalu®) ma vyrazny negativny dopad na uspesnost’

prezimovania.
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Obr. 7. Vplyv roznych scenarov simulovanych zim a vonkajSej expozicie na preZitie. Obrazok
zobrazuje priemery a smerodatné odchylky. Statisticky vyznamné rozdiely na 5% hladine vyznamnosti st
vyznacené réznymi pismenami (ANOVA a Tukeyho post-hoc test). Data ziskané koncom simulovanej

jesene a zimy neboli statisticky vyhodnotené, z dévodu nizkeho poctu opakovani.
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4.3. Parametre chladovej odolnosti

4.3.1. Tolerancia zmrznutia

Tolerancia zmrznutia bola posudzovana ako schopnost’ produkcie zivotaschopnych vaji¢ok po
inokulativnom zmrznuti pri teplote -2,5°C. Obrazok 8 ukazuje prezitie v zmrznutom stave
v roznych fazach prezimovania. Kvoli zna¢nej narocnosti pokusu bolo urobené iba jedno
opakovanie, takze ziskané data nebolo mozné Statisticky hodnotit. Data ukazuji mozny
deaklimacny efekt teplej zimy v spojeni s fluktuaciami, kedy koncom simulovanej zimy

zmrznutie neprezil ziadny jedinec (TZ+F, zima).
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Obr. 8. PreZitie v zmrznutom stave. Kazdy stipec ukazuje jednu hodnotu. Z dovodu absencie opakovani
nebola urobena S$tatisticka analyza. n/a = data nie su dostupné z dévodu nizkeho preZzitia a nedostatku

jedincov pre analyzu.

4.3.2. Bod podchladenia
Bod podchladenia (Obr. 9) vykazoval pomerne verky rozptyl hodnét a v priebehu simulacie
sa v ramci skupin i medzi skupinami statisticky prilis nemenil. V' skupine vystavenej teplej
zime s fluktuaciami (TZ+F) boli hodnoty bodu podchladenia vyssie nez v ostatnych
skupinach. Zmieneny rozdiel ale vacsinou nebol statisticky vyznamny. Najvyraznejsiu zmenu
vykazovali jedince vystavené priemernej zime v zimnej casti simulacie (PZ, zima), kedy ich
bod podchladenia vyznamne klesol a priemerom sa tesne priblizil -20°C. S prichodom jari

vykazoval bod podchladenia u vsetkych prezivsich skupin stupajtci trend.
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Obr. 9. Bod podchladenia. Obrazok ukazuje mediany (vodorovné &iary), priemery (kriziky), minima a
maxima. Vodorovna ¢iarkovana Giara vyznaluje pociatoénii priemerna hodnotu (,3tart). Statisticky
vyznamné rozdiely na 5% hladine vyznamnosti st vyznaéené ré6znymi pismenami (ANOVA a Tukeyho
post-hoc test). Farebné pismena znacia sezénne zmeny v ramci jednotlivych skupin (vratane zagiatoéného
stavu, ,,§tart”) naprie¢ celou simul4ciou zimy. Sedé pismena znacia rozdiely medzi skupinami v ramci
jednotlivych obdobi simulacie. n/a = data nie st dostupné z dovodu nizkeho ¢i nulového prezitia a teda

nedostatku jedincov pre analyzu.

4.3.3. Hmotnost’ a obsah vody
Priemerna ziva hmotnost’ cifrusi bola na zaciatku pokusu tesne pod 50 mg (Obr. 10A).
V priebehu jesene cifruSe ¢ast’ svojej hmotnosti stratili, a na podobnych hodnotach zostali i
behom zimnej casti simulacie. V priebehu jari bol zaznamenany mierny trend navratu
k povodnej hmotnosti ako na zaciatku pokusu. Sucha hmotnost’ (obsah susiny) sa v priebehu
simulacie prilis nemenila, s vynimkou skupiny vystavenej teplej zime s fluktuaciami (TZ+F),
u nej doslo k statisticky vyznamnému poklesu poc¢as zimy a na jar (Obr. 10B). Priemerny
obsah vody v priebehu jesene poklesol takmer u vSetkych skupin a na podobnych hodnotach
zostal i pocas zimy. K vyznamnejsiemu zvyseniu obsahu vody doslo s prichodom jari
(Obr. 10C, D). K najvyraznejsej strate vody doslo u skupiny vystavene] najchladnejsim
podmienkam, teda priemernej zime (PZ), ale nizsiu hydrataciu vykazovali i cifruse vystavené

teplej zime (TZ).
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Obr. 10. Hmotnosti a obsah vody. Ziva hmotnost (A), suchd hmotnost (B), obsah vody (C) a hydratacia
(D). Obrazok ukazuje mediany (vodorovné &iary), priemery (kriziky), minima a maxima. Vodorovné
giarkované &iary vyznatuju po¢iatoéné priemerné hodnoty (,,$tart™). Statisticky vyznamné rozdiely na 5%
hladine vyznamnosti su vyznacené roznymi pismenami (ANOVA a Tukeyho post-hoc test). Farebné
pismena znacia sezénne zmeny v ramci jednotlivych skupin (vratane zadiatocného stavu, ,,Start™) pocas
celej simulacie zimy. Sedé pismend znagia rozdiely medzi skupinami v ramci jednotlivych obdobi
simulacie. nfa = data nie st dostupné z dévodu nizkeho ¢i nulového prezitia a teda nedostatku jedincov pro

analyzu.

4.4. Energetické rezervy
44.1. Glykogén
Obsah glykogénu (Obr. 11) bol, v porovnani so za¢iato¢nym stavom (Start; 28 pg / mg zivej
hmotnosti), niz§i vo vSetkych ¢astiach simulovanej zimy. Najvacsie rozdiely medzi skupinami
boli zaznamenané na jesen. K najprudsiemu ubytku zasob glykogénu oproti zaciatku doslo na
jesen u skupiny vystavenej scenaru priemernej zimy (PZ, jesen). Tento pokles moze suvisiet
s vystavenim niz§im teplotam, oproti ostatnym scenarom. V d’alSich castiach simulovanej

zimy (zima a jar) sa obsah glykogénu vyrovnal a medzi skupinami uz neboli vyrazné rozdiely.

25



601
<
>N 50-
£
o 401
c
2304 A a2
S bc b @
_ci 20- b
S
= 101 = é
= . n/a —
AL L LK L&
o R N Yt s @
Jesen Zima Jar

Obr. 11. Glykogén. Obsah glykogénu v pg na mg Zzivej hmotnosti (Z.h.). Obrazok ukazuje mediany
(vodorovné ¢iary), priemery (kriziky), minima a maxima. Vodorovna ¢iarkovana ciara vyznaluje
zagiatoéna priemernt hodnotu (,,3tart“). Statisticky vyznamné rozdiely na 5% hladine vyznamnosti st
vyznac¢ené roznymi pismenami (ANOVA a Tukeyho post-hoc test). Farebné pismena znacia sezonne zmeny
v ramci jednotlivych skupin (vratane za¢iatoéného stavu, ,.3tart”) naprie¢ celou simulaciou zimy. Sedé
pismena znadia rozdiely medzi skupinami v ramci jednotlivych obdobi simulacie. n/a = data nie su dostupné

z dévodu nizkeho ¢i nulového prezitia a teda nedostatku jedincov pre analyzu.

4.4.2. Lipidy
Obsah lipidov (Obr. 12) bol na zaciatku pokusu (start) okolo 100 pg / mg zivej hmotnosti.
S postupujucou zimou dochadzalo k miernemu poklesu zasob lipidov, i ked’ tento pokles nebol
Statisticky vyznamny. V jesennej a zimnej ¢asti simulacie boli zaznamenané najvacsie rozdiely
medzi skupinami. Cim bol scenar teplejsi, tym bol vagsi pokles zasob lipidov. Na jar neboli

rozdiely v obsahu Iipidov medzi skupinami Statisticky vyznamné a v tomto obdobi boli tiez

cww
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Obr. 12. Lipidy. Obsah celkovych lipidov v ug na mg zivej hmotnosti (Z.h.). Obrazok ukazuje mediany
(vodorovné ¢iary), priemery (kriziky), minima a maxima. Vodorovna ciarkovana ¢iara vyznacuje
zagiato¢na priemernt hodnotu (,,3tart“). Statisticky vyznamné rozdiely na 5% hladine vyznamnosti st
vyznacené r6znymi pismenami (ANOVA a Tukeyho post-hoc test). Farebné pismena znacia sezonne zmeny
v ramci jednotlivych skupin (vratane zagiatoéného stavu, ,,3tart) naprie¢ celou simulaciou zimy. Sedé
pismena znacia rozdiely medzi skupinami v ramci jednotlivych obdobi simulacie. n/a = data nie st dostupné

Z dovodu nizkeho ¢i nulového preZitia a teda nedostatku jedincov pre analyzu.
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5. Diskusia

Vysledky tejto stadie priniesli niekol’ko zaujimavych zisteni: 1) Cifruse vystavené scenarom
bez fluktuacii neprezili do jari. 2) Vysoka mortalita bola zaznamenana i u skupin vystavenych
scenarom ,,teplych zim®. 3) Rozne scenare mali iba maly ¢i zanedbatel'ny vplyv na chladova
odolnost’ a spotrebu energetickych rezerv. 4) Vyraznejsi bol vplyv na hydrataciu u niektorych

scenarov.

Hlavnou pric¢inou vysokej mortality na jar u skupin vystavenej priemernej zime (PZ) a teplej
zime (TZ) bola zrejme absencia fluktuacii. CifruSe v prirodzenom prostredi pocas zimnych
slne¢nych dni vyliezajt a sInia sa, ako bolo spomenuté v ivode. Slnenie pre hmyz zd’aleka nie
je nezname (Hocking and Sharplin, 1965; Porter, 1982; Danks, 2004). Vicsinou ide o slnenie
vo vegetacnej sezonne, ktoré primarne hmyzu zvysuje motoricku aktivitu. U niektorych inych
druhov hmyzu moézeme zaznamenat striedanie period dormancie a period zvySenej
metabolickej aktivity poCas prezimovania. Tieto aktivnejSie periody moézu slizit ku
koordinacii energetického metabolizmu a Kk znizeniu oxidativneho stresu (Chen a kol., 2021),
ale nedochadza pri nich k takému zvySeniu teploty ako pri slneni. Ak to vezmeme s miernym
zveliCenim moZeme prirovnat’ kratkodobé zvySenie teploty u cifrusi k striedaniu period
hypotermie a eutermie u hibernujtcich cicavcov (Pengelley and Fisher, 1961; Geiser a kol.,
1990). Avsak ani u cicavcov nie je celkom objasneny vyznam periody eutermie, ale existuje
niekol’ko hypotéz. Okrem zdanlivo paradoxnej potreby spanku (Daan a kol., 1991) méze byt
dovodom taktiez hospodarenie s energetickymi rezervami (Galster a Morrison, 1975),
aktivacia imunitnej reakcie (Prendergast a kol., 2002), ¢i aktivacia mechanizmov na opravu
poskodeni vzniknutych za relativne nizkych teplot pocas period hypotermie (Schwartz a kol.,
2013). V poslednom desatro¢i je vo hmyzej fyziologii velmi Studovany vplyv tzv.
"fluktuujicich teplotnych rezimov" (fluctuating thermal regimes, FTR). Tieto fluktuacie
byvaju uplne umelo vytvorené a su §tudované takmer vyluéne v laboratérnom prostredi. Bolo
vSak preukazané, Ze FTR vyznamne zvySuju prezitie za nizkych priemernych teplot, oproti
vystaveniu rovnakej priemernej konstantnej teplote. Hlavnym predpokladanym
mechanizmom posobenia FTR je aktivacia reparacnych mechanizmov pocas teplych period
(Colinet a kol., 2015). U slniacich sa cifrusi nepochybne dochadza k zna¢nému zvysSeniu
telesnej teploty a aj rychlosti metabolizmu. Podobne ako u hibernujacich cicavcov (¢i u FTR)
sa moézu aktivovat opravné mechanizmy ¢i mechanizmy na udrZovanie homeostazy.

U simulovanych zim mali fluktuacie podobny efekt ako slnenie v prirodzenom prostredi, preto
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bolo zaznamenané i lepSie prezitie u tychto scenarov. Nech je tcel slnenia akykol'vek,

bezpochyby ma zasadny vplyv na ispesnost’ prezimovania.

Dal$ou moZnou pri¢inou vysokej mortality u skupin bez fluktuacii mohla byt strata vody.
Podl'a ziskanych dat bola hydratacia u tychto skupin (TZ a PZ) na konci simulovanej zimy
fyziologicky a mohol prispiet’ k vysokej mortalite na jar. Nemozno teda vylucit, Ze cifruse
slnenie vyuzivaju aj na doplnenie vody, ak je k dispozicii. Pitie u cifrusi nebolo sice priamo
sledované, ale mohlo prispiet k vysSiemu prezitiu uskupin vystavenym scenarom

S fluktuaciami.

Pomerne vyrazny negativny dopad na prezitie malo i zvySenie teploty o 5°C oproti ,,normalnej
zime* (priemer 1981-2010), a to u scenara TZ+F v porovnani s PZ+F. Ako najvyznamnejsi
negativny vplyv ,teplych zim* na prezimujici hmyz je uvadzand zvySena spotreba
energetickych rezerv (Sinclair, 2015; Williams a kol., 2015). Zvysena spotreba energetickych
rezerv by mohla viest’ k ich pred¢asnému vycerpaniu a teda by mohla negativne ovplyvnit
zimné prezitie, pripadne znizit’ fitness v nasledujicej vegetacnej sezone. Data ukazuji mierne
zvysenu spotrebu lipidickych rezerv u scenarov teplych zim (TZ a TZ+F). U cifrusi zo scenara
TZ+F na jar su data porovnatel'né s datami scenara PZ+F, ¢i s expoziciou v poloprirodzenych
podmienkach vonku. Vicsie rozdiely v zasobach glykogénu boli pozorované iba na jesen,
najvyssej chladovej aklimacie zrejme konvertovany na kryoprotektanty (polyoly). Tento
nepomer sa s postupujlicou zimou zrovnal a pocas zimnej Casti simulacie uz neboli medzi
scenarmi vyznamné rozdiely. Hypotézu, ze ,teplé zimy* zasadne ovplyviiuju spotrebu
energetickych rezerv, ziskané data nepotvrdzujli, asponn nie u modelového druhu cifruse
bezkridlej. Aka bola pricina vysokej mortality u ,,teplych zim* zostdva neobjasnené. Moznym
vysvetlenim by mohlo byt napr. zvySené riziko napadnutia infekciou plesni za zvySenych
teplot a teda aj vysSej vlhkosti. To ale nebolo v ramci tejto Stidie skimané. Vysledky tejto
prace vSak naznacuju, Ze zvysSujuice sa zimné teploty v strednej Eurépe mézu mat’ v budicnosti

negativny vplyv na prezimovanie cifruse bezkridlej.

Obsah suSiny sa u ziadneho scendra Statisticky neliSil od pociato¢ného stavu, s vynimkou
TZ + F, kde doslo k mensSiemu, ale Statisticky vyznamnému poklesu. U tohto scendra boli
suCasne zaznamenané aj najnizSie hladiny lipidov, aj ked rozdiely neboli Statisticky

vyznamné. Ubytok lipidickych rezerv ani ibytok glykogénu vsak neméze zd'aleka vysvetlit
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pozorovany pokles susiny. Cast’ ubytku suchej hmotnosti by snad’ mohla vysvetlit' zvysena
spotreba zasobnych proteinov, ktoré si diapauzné cifruse na zimu vytvaraju (Sula a kol., 1995),

tie vSak neboli v ramci tejto prace merané.

U jednotlivych scenarov nebol zisteny vyrazny vplyv na chladova odolnost (bod
podchladenia, prezitie v zmrznutom stave), az na vynimku nizSieho bodu podchladenia
u skupiny vystavenej priemernej zime (PZ) v zimnej ¢asti simulacie. To sa da vysvetlit’ vy$Sou
chladovou aklimovanostou, ked’ze tato skupina bola vystavena najchladnejSiemu scenaru.
Data tiez ukazuji na mozny deaklimacny efekt teplej zimy v spojeni s fluktuaciami (najteple;jsi
scenar) v zimnom obdobi simulécie (TZ + F, zima), kedy test tolerancie zmrznutia neprezila

7iadna z cifrusi.

Vysledky tejto prace jasne ukazuju, ze teplé fluktuacie (slnenie) maju vyznamny pozitivny
vplyv na zimné prezitie cifruse bezkridlej. Naproti tomu zvySenie zimnych teplot o 5 © C oproti
normalu ma vyznamny negativny vplyv na Uspesnost’ prezimovanie cifrusi. V pripade, Ze sa
zimné teploty v buducnosti priblizia hornym odhadom stcasnych modelov klimy teda
modzeme ocakavat negativne dopady na tUspeSnost’ prezimovanie nielen cifrusi, ale

pravdepodobne aj inych domécich druhov hmyzu, adaptovanych na chladné zimy.
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6. Zaver
Zameranim tejto bakalarskej prace bolo posudit’ vplyv oteplujucej sa klimy (,,teplych zim®)
na prezimovanie, fyziolégiu a biochémiu cifruse bezkridlej. Ciele boli sustredené na jej

prezitie, chladovi odolnost’, energetické rezervy. Vsetky stanovené ciele boli splnené.

V ramci tejto prace boli cifruse vystavené roznym scendrom teplych a priemernych zim,

simulovanych v laboratoriu, ale aj poloprirodnym podmienkam vonku.

Z vysledkov tejto stadie je zjavné, Ze fluktuacie (simulécie slnenia) v scenaroch zapricinili
lepsie prezitie cifrusi, i ked” ich vyznam nie je zd’aleka objasneny. Fluktuacie teda maja

nezanedbatel'ny pozitivny vplyv na prezimovanie cifrusi.

Na prezitie cifrusi mali negativny dopad aj simulované teplé zimy Vv porovnani s normalnymi
(priemernymi) zimami. Na zaklade vysledkov teda méZeme predpokladat’ pomerne vyrazny
negativny vplyv otepl'ujucej sa zimnej klimy na tspeSnost prezimovania cifrusi. Avsak
hypotézu, ze v teplych zimach sa hmyzu zvysene spotrebovavaju energetické rezervy ziskané

data v pripade cifrusi nepodporili.

Podrla vysledkov ,teplé zimy*“ rovnako nemaji vyznamny vplyv na pozorované parametre

chladovej odolnosti cifrusi.

Vyskum tejto problematiky by mohol pokrac¢ovat’ smerom skimania mechanizmu fluktuacii,
¢1 sa pri nich spustaji opravné mechanizmy, teda napr. zistit' syntézu HSP. Ked'Ze nizsia
hydratacia u skupin bez fluktuacii v simulovanej zime mozZe naznaCovat’ suvis obsahu vody
s fluktuaciami, mozno v d’alsej $tidii potvrdit’, ¢i vyvratit’ tito hypotézu. Tiez mozno objasnit’

pri¢inu zvySenej mortality u teplych zim napr. zistit’ pritomnost’ plesni.
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