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Proc se hmyz hodi pro zakladni
vyzkum chladové odolnosti
Zivocichu?

JiZ mnohokrat v minulosti se hmyz vyjimecné dobie osvédcil jako modelovy
organismus pro zakladni biologicky vyzkum (Bellen a kol. 2010). Pro tuto jeho
obecnou vhodnost existuje mnoho diivodi. Napf. miZeme dosti levné udrzovat
velké populace jedincu s kratkou generacni dobou. Odpada vétsina etickych
otazek, které nas trapi pri vyzkumu provadéném na obratlovcich a pritom
zakladni biologické principy plati shodné pro hmyz i obratlovce véetné cloveé-
ka. Staci si vzpomenout na klicové postaveni musek octomilek Drosophila
(Sophophora) melanogaster v historii klasické genetiky, pii objasnovani prin-
cipti dédi¢nosti a také p¥i rozvoji moderni molekularni genetiky (viz napt. Ziva
2004, 3: 98-101). Mnohé soucasné vyzkumné sméry biologie tak byly zasadné
ovlivnény principidlnimi objevy u hmyziho modelu (napf. diferenciace bunék
a vyvoj mnohobunécného organismu, uceni a pamét nebo biologické hodiny).
Octomilky jsou Siroce vyuzivany i v orientovaném medicinském vyzkumu (napt.
metabolicky syndrom a obezita, poruchy spanku, Parkinsonova nemoc a dalsi).
Vhodnost hmyzu pro studium chladové odolnosti je samoziejmé dana vSemi
vySe uvedenymi obecnymi duvody. Navic ale jednim zcela specifickym: hmyz
prosté v chladové odolnosti vynika. V souladu s Kroghovym metodologickym
principem (Krogh 1929) je rozumné studovat urcity jev praveé u takového mode-
lu, u néhoz se nejlépe rozvinul.

Nejprve si chladovou odolnost stru¢né de-
finujme jako schopnost aktivné Zit, nebo
alespon piezit pii teplotach pod optimal-
ni télesnou teplotou (hypotermie), pop¥i-
padé az pfi teplotdch pod rovnovaznym
bodem mrznuti télnich tekutin (kryoter-
mie). Optimalni télesna teplota endoterm-
nich Zivocichu (eutermie), jako jsou savci
nebo ptéci, byva obvykle velmi pfesné
nastavenou a piisné stfezenou hodnotou
(napt. 36,8 = 0,5 °C u ¢lovéka; jde o teplo-
tu tzv. télniho jadra, tedy organt v dutiné
bfisni, hrudni a v hlavé, kdezto teplota
periferii, jako pokozky nebo koncetin, mize
byt mnohem nizsi). U ektotermi (s nesta-
lou télesnou teplotou) je rozmezi teplot
umoziiujicich aktivni Zivot sice $irsi, ale
také u nich mtiZzeme jasné zjistit optimal -
ni teplotu. Rovnovazny bod mrznuti se
u naprosté vétsiny zivocicht pohybuje pii
poklesu télesné teploty na hodnoty mezi
-0,5 °C az -1,5 °C. Napft. u lidské krve jde

100 um

0 -0,55 °C. Pri této teploté mutize v télni
tekutiné dojit k pfechodu kapalné vody do
pevné faze, k tvorbé ledovych krystali.
Méli bychom tedy rozlisovat odolnost
hypotermickou a kryotermickou. Zatim-
co hypotermii mizeme v zdsadé studovat
u jakéhokoli Zivocicha, kryotermii zvlada
jen nemnoho Zivod&ignych druhi (viz Ziva
2014, 2: 76—78). Pravé zde se uplatni hmyz
jako vhodny model, jak uvidime dale.

Limity pro preziti chladu

u endo- a ektotermnich obratlovci
Porovnejme si minimalni teplotni limity
preziti u rtiznych (skupin) Zivogicht. Clo-
vék trpi prvnimi p¥iznaky celkového pod-
chlazeni pii poklesu télesné teploty pod
35 °C a teplota 25 °C se jiz povaZuje za hra-
nici zdvazného poskozeni nebo smrti. VEtsi -
na ostatnich savci a ptaki (endotermnich
zivocichi) je na tom podobné, ale néktefi
dokaZou fizené snizit svou télesnou teplotu

v ruznych letargickych stavech (spojenych
s dennim ¢i no¢nim spankem nebo s nedo-
statkem potravy) a zejména pak p¥i hiber-
naci neboli zimnim spanku. Mali hiber-
nujici savci dovoluji pokles své teploty az
blizko k 0 °C, ale hlubsimu poklesu se
aktivné brani zahfatim p¥i spalovani hné-
dého tuku a probuzenim do eutermniho
stavu. Jen zcela vyjimec¢né byl u savct za-
znamenén pokles télesné teploty aZ na
kryotermni hodnoty. Vlastné existuje jedi-
ny védecky dobfe doloZeny zdznam (Bar-
nes 1989), kde teplota téla hibernujicich
syslt Parryovych (Spermophilus parryii,
nyni Urocitellus parryii) z Aljasky klesa-
la tésné pod kryotermni hranici a t&lni
periferie vykazovaly minimalni teplotu az
-2,9 °C. Tento tdaj je nejnizsim dosud zna-
mym limitem pro savce a rovnéz pro ptaky.

Ektotermni obratlovci (resp. ryby, oboj-
zivelnici a plazi, o nichz mame dostatek
informaci) na tom nejsou (alespoii co se
tyc¢e limitd) o mnoho lépe nez endotermni
zivocichové se stdlou télesnou teplotou.
Sladkovodni ryby hledaji obvykle k pfe-
zimovéni hlubsi mista s typickou teplotou
vody okolo 4 °C, mélokdy blize k 0 °C (pii
teploté 4 °C totiz voda dosahuje nejvyssi
hustoty, klesa ke dnu a rybi télo ma teplo-
tu shodnou s okolim). Ryby v polarnich
oceanech chranf pfed zmrznutim specialni
protimrznouci proteiny (AFPs, antifreeze
proteins), takZe mohou prozit cely Zivot
v kryotermnim stavu s télesnou teplotou
az -1,9 °C. Hynou v8ak jiz p¥i ochlazeni
o pouhych nékolik desetin stupné pod
tuto hranici. Ani obojzivelniky a plazy vét-
$inou nepovaZujeme za rekordmany v chla-
dové odolnosti. I kdyZ mezi obratlovci jimi
nakonec jsou! Arealy vyskytu nékolika
malo druht zasahujf az do chladnych ark-
tickych oblasti. Obojzivelnici a plazi si
hledaji zimni tkryty v teplejsi hrabance
nebo v ptdé, ale teplota jejich téla mize
obcas klesnout az na kryotermni hodnoty,
a pak nezbyva, nez se néjak vyrovnat s moz-
nosti vzniku ledu v télnich tekutinach. Na-
bizeji se dvé zakladni strategie pfeziti: bud
tvorbé ledu zabranit a oddalit ji k niz§im

1a-c Larva severské octomilky Chymo-
myza costata pozorovana elektronovym
kryomikroskopem (FESEM JEOL 7401F)
za teploty -135 °C. Na obr. a lze vidét,

Ze larvy jsou plné hydratované.

Obr. b zachycuje teleskopicky vysunuty
predek téla s ustnimi hacky zaryvajicimi
se do podlozky. Obr. ¢ pak dokumentuje
zachovalost jemnych struktur, ¢ichové
senzily (kénicky ttvar nahoie) a chutové
senzily (plossi tutvar dole) p¥i kryokonzer-
vaci. Larvy dokazi pfezit i toto pozorovani
elektronovym mikroskopem! Snimky:

J. Nebesatové, J. Vanécek a V. Kostal
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teplotdm (podchlazovat se), nebo podleh-
nout (zmrznout). Podchlazeni je ¢astéjsi
strategii, ale vétsinou jde o toleranci pouze
kratkodobého poklesu teploty (v fadu dni)
nehluboko pod rovnovazny bod mrznuti
(v fadu jednotlivych °C). Vime jen o nemno-
ha druzich (nékolik druht Zab, mlddata né-
kterych vodnich Zelv tésné po vylihnuti,
nékteré populace jestérky zivorodé — Zoo-
toca vivipara), které nasly zptisob jak prezit
i po zmrznuti, s ledem v téle. Dobfe do-
lozené tdaje hovoii o minimélni teploté
preziti u skokana lesntho (Rana sylvatica,
nyni Lithobates sylvaticus) z kanadského
severu az do -6 °C, kdy je zhruba 65 % tél-
ni vody pfeménéno v led (Storey a Storey
1986). Sibirsti pamloci Salamandrella key-
serlingii snad pfeziji jesté o néco nizsi tep-
loty. To jsou nejnizsi limity kryotermniho
preziti platné pro vSechny obratlovce.

Limity pro preZiti chladu u hmyzu
U bezobratlych Zivo¢ich@d médme zdaleka
nejvice informaci pro rizné druhy hmyzu
(pro stovky az tisice zastupct). Také u hmy-
zu najdeme dvé zakladni strategie preziti,
rozdélené podle fazového chovani vody
v téle: udrzet ji v kapalné fazi podchlaze-
nim, nebo dovolit zmrznuti a pfeménu
¢asti vody do pevné faze. Dalsi elegantni
moznosti, jak se vyhnout problémtm s mrz-
nutim vody, je zbavit se ji (témé&f) aplné
(desikovat) — i tohle ur¢ité druhy hmyzu
délaji (napt. arktic¢ti chvostoskoci Onychiu-
rus arcticus, Holmstrup a Somme 1998).
Za specialnich okolnosti pozorujeme do-
konce pfeménu do skelné faze (sice do
pevné faze, ale bez jakékoli krystalické
struktury; tzv. vitrifikace). V&jif moznosti
je tedy 8irsi nez u obratlovci. A limity pre-
ziti hmyzu lezi daleko hloubéji pod bo-
dem mrazu. Tropické druhy hmyzu nemaji
priilis velkou chladovou odolnost. Prahové
hodnoty pro zastaveni vyvoje, poskozeni
chladem a smrt zistavaji pomérné vyso-
ko nad 0 °C. Napt. octomilka D. melano-
gaster zastavuje svij vyvoj pii teplotdch
pod 11 °C, poskozeni chladem se rychle
(v fadu dni) projevuje jiz pod 6 °C a pfi
teploté 0 °C prezije minuty az hodiny
(Kostal a kol. 2011). Vétsina druhtt mirné-
ho pésu je na tom podobné, ale pouze
v obdobi své letni aktivity a vyvoje. Na
zimu vstupuje do klidového stavu nazyva-
ného diapauza. Ta se v mnoha ohledech
podobé savéi hibernaci a umoziiuje vyraz-
né sezonn{ zvyseni chladové odolnosti.
Druhy, které spoléhaji na podchlazeni
(a t&ch je vétsina), jsou schopny udrzovat
télni vodu v kapalném stavu a bréanit se
letalnimu zmrznuti pfi teplotdch v rozme-
zi -5 °C az -25 °C. Fyzikalni hranice pod-
chlazovani malého mnozstvi ¢isté vody je
zhruba na -38 °C. Nékteré druhy hmyzu
vsak dokazi podchlazovat na mnohem niz-
§1 teploty (a pfezit). Absolutni rekord, do-
sahujici -58 °C, byl zaznamenén u larev
arktickych brouku lesakt Cucujus clavi-
pes (Carrasco a kol. 2012). Podchlazeni na
hodnoty pod -38 °C je umoznéno ¢astec-
nou dehydrataci, zvySenim viskozity a ne -
kovalentni vazbou zbylych molekul vody
na biologické membréany a do hydrata¢nich
obalti jinych molekul (proteint, glykoge-
nu, metabolitd) a iontt. Vazané vody maji
omezeny pohyb, a tudiz se ani nemohou
pfipojovat ke krystalické miiZzce ledu.
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Mnohé druhy hmyzu se viibec nesnazi
téln{ vodu udrzet v kapalném stavu, ba na-
opak. Na podzim syntetizujf specidlni pro-
teiny, jeZ podporuji ¢asné zmrznuti v mimo-
bunétném prostoru jiz za teplot tésné pod
nulou (strategie zmrznuti). Krystaly ledu,
vytvofené v hemolymf$, vaZou ¢ast molekul
vody do krystalické miizky, tim se zahus-
ti zbyly roztok a dojde k osmotickému
,odsati“ vody zevnitf bunék. Tato mrazo-
va dehydratace bunék brzy dosdhne svého
maxima (jiz za teplot mezi -5 °C az-10 °C),
takZe veskera ,,volna“ voda (viz vyse) pro-
mrzne. V zavislosti na druhu a fyziologic-
kém stavu je podil zmrzlé vody nékde
mezi 40 % a 75 % celkové télni vody. Tak-
ze adaptace pro preziti zmrznuti se v lec-
¢ems podobé adaptaci na dehydrataci, jeli-
koz obé vyzaduji schopnost pfezit ztratu
kapalné vody. Pravdépodobnou adaptivni
vyhodou zmrznuti oproti podchlazent je,
Ze ve zmrzlém stavu se omezi ztraty télni
vody (podchlazena voda mé tendenci se
odpafovat a pfipojovat se k okolnim krysta-
lim ledu v ptidé, snéhu nebo namraze, za -
timco zmrzla voda ztistava vazana), a také
se snizuje rychlost metabolismu, a tim se
Setfi energetické zasoby (led brani difuzi
kysliku, zmrzld hemolymfa neumoziuje
transport latek, takze buitky se dostdvaji
do anoxického a ischemického stavu; na-
vic vazba molekul vody v buiikdch zpoma -
luje ¢i zastavuje biochemické reakce).

Kryokonzervace hmyzu

Ve zmrzlém stavu hmyz pfeziva pokles
teplot az na -30 °C. Minimalné u jednoho
druhu, a to u larev severské octomilky Chy-
momyza costata, jsme v8ak zjistili schop-
nost prezit daleko hlubsi zmraZeni, az na
teplotu kapalného dusiku, tj. -196 °C (Kos-
tal a kol. 2011, obr. 1). Za téchto teplot se
uz zastavuji i biofyzikalni procesy pfemén
krystali a teoreticky lze biologicky mate-
ridl skladovat neomezenou dobu (nés nej-
delsi zdznam kryokonzervace larev zatim
trval jen nékolik mésicd, ale bez jakékoli
ztraty zivotaschopnosti). Podatilo se ndm
prokézat, Ze po zmrznuti pfechazi nezmrz-
14 ¢ast tekutin do skelného stavu. Tento
proces je patrné stimulovan p¥{tomnosti
velkého mnozstvi volného prolinu —amino -
kyseliny, kterou si larvy syntetizuji v p¥i-
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2 a-d Zaznam mrznuti larvy tropické
octomilky Drosophila melanogaster
pomoci termokamery (FLIR P660, nahote)
a digitalni kamery (dole). Obr. a, ¢ jsou
pofizeny tésné pred inokulaci podchla-
zené larvy okolnimi ledovymi krystaly
(proniknuti krystalt z okoli do téla
larvy), pfi teploté téla -1,65 °C (zelena
barva) a teploté okoli asi -1,9 °C (svétle
modra barva). O 10 sekund pozdéji
(obr. b, d) byla zaznamenana inokulace
a rychlé promrznut{ télnich tekutin
doprovazené kratkodobym pfechodnym
ohfatim az na teplotu blizko 0 °C

po uvolnéni skupenského tepla mrznuti
(posun pfes zlutou az k ¢ervené barveé).
Snimky: T. Stétina a V. Kostal

pravé na zimu, pii pfechodu do diapauzy.
Severskd octomilka ztstava pozoruhodna
nejen jako biologicka ,,zvlastnost” (mozna
bude podobna schopnost nalezena také
u jinych druht bezobratlych). Zajima nas
ijako jediny popsany piiklad ispésné kryo-
konzervace komplexniho organismu v plné
hydratovaném stavu.

Neslo by poznatkt vyuzit i pro rozvoj
metod kryokonzervace jiného biologické-
ho materialu? Vzdyt zatim se tyto techniky
podafilo vyvinout pouze pro buiiky (sper-
mie, vajicka, mikroorganismy), pro ¢asna
embrya (v zdsadé shluky bunék) a vyji-
mecéné pro komplexni tkdné (napf. mysi
nebo lidské vajecniky). Severska octomilka
pfitom nabizi recept pro cely rozvinuty
mnohobunéény organismus. Prozatim se
nam podafilo u¢init maly kracek vpied
v tomto sméru. Znalosti ziskané u C. cos-
tata jsme pouzili k relativné jednoduché-
mu ovlivnéni vyvoje a biochemického slo-
zeni téla D. melanogaster a z tropického
druhu velmi citlivého na chlad se stal orga-
nismus, ktery pfeZije za teplot pod nulou
po zmrznuti t¥f étvrtin své télni vody (Kos-
tal a kol. 2012, obr. 2).

Zavérem lze shrnout, Ze chceme-li se
néco nového dozvédét o adaptacich mnoho-
buné¢nych organismu pro prezit! pod bo-
dem mrazu, dokonce aZ pi¥i teplotach blizi-
cich se k absolutni fyzikalni nule, musime
séhnout po vhodném druhu hmyzu.

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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