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1. Cel prowadzonych badan/hipoteza badawcza

Wigkszos¢ gatunkow owadow przejawia najwigkszg aktywno$¢ w umiarkowanej temperaturze, jednakze
niektore owady wykazuja pelng aktywno$¢ w temperaturze zblizonej do temperatury zamarzania, a inne z
kolei sa w stanie przetrwa¢ w ekstremalnie wysokich temperaturach. W drodze ewolucji owady narazone na
zimno wyksztalcity szereg adaptacji umozliwiajacych im przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach
termicznych. Przyktadem moze tu by¢ synteza krioprotektantow, takich jak poliole i trehaloza, synteza
biatek zaszczepiajacych 16d, tzw. nukleatoréw lodu czy biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu. Innymi
przystosowaniami mogg by¢ zmiany w aktywnosci poszczegdlnych szlakow metabolicznych oraz réznice w
poziome ekspresji biatek szoku cieplnego oraz akwaporyn. Na poziomie komérkowym mechanizmy te
chronig komorki przed naglymi zmianami warunkow $rodowiskowych. Obecnie stosunkowo duzo wiadomo
na temat mechanizméw krioprotekcyjnych u owadéw strefy umiarkowanej czy subpolarnej, natomiast w
niewielkim zakresie poznano mechanizmy przeciwdziatajace stresowi chtodu u owadéw zyjacych w strefach
tropikalnych.
Proponowany projekt ma na celu okreslenie wplywu niskiej temperatury na fizjologi¢ karaczana
G. coquereliana oraz poznanie mechanizméw Krioprotekcyjnych wystepujacych u tropikalnych
owaddow. W projekcie przyjeto nastepujace hipotezy:

1. Stres chiodu indukuje zmiany w poziomie ekspresji biatek, w tym biatek szoku cieplnego (HSP) i

akwaporyn (AQP).

2. Stres chiodu zmienia aktywnos¢ enzymow kluczowych szlakow metabolicznych oraz wplywa na tempo

oddychania i produkcje energii przez mitochondria

3. Stres chltodu generuje stres oksydacyjny.
2. Zastosowana metoda badawcza/metodyka

W ramach projektu planuje si¢ sprawdzenie wptywu niskiej temperatury (4°C) na przebieg procesow
fizjologicznych u tropikalnego gatunku karaczana G. coquereliana. Gatunek ten wystgpujacy na terenach
tropikalnych (Madagaskar) okresowo narazony jest na dziatanie niskiej temperatury (2-3°C do 2-3 h/dobg).
Badania zostang przeprowadzone na ciele thuszczowym (fizjologicznym odpowiedniku tkanki thuszczowej i
watroby ssakow), jelicie (zaangazowanym w regulacj¢ gospodarki wodno-elektrolitowej) oraz tkance
migsniowej dorostych samcow karaczana G. coquerelina. Oddziatywanie niskiej temperatury na aktywnos¢
metaboliczng zostanie oznaczone spektrofotometrycznie poprzez pomiar aktywnosci enzymow kluczowych
szlakow metabolicznych jak fosfofruktokinazy, syntazy cytrynianowej i dehydrogenazy beta hydroxyacylo-
CoA. Pozwoli to na stwierdzenie, ktore procesy metaboliczne sg najbardziej aktywne, a takze ktore substraty
energetyczne stanowig gltowne zrddlo energii dla owadéw w warunkach stresu termicznego. W celu
uzyskania odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob chtod wptywa na zarzadzanie zasobami energetycznymi w
ciele owada, planowane sg doSwiadczenia majgce na celu wyznaczenie wspotczynnika oddechowego (RQ)
oraz produkcji energii przez mitochondria izolowane z wybranych tkanek. Zbadany zostanie rowniez ogdlny
profil biatkowy badanych tkanek z wykorzystaniem -elektroforezy dwukierunkowej potaczonej ze
spektrometria mas. Umozliwi to identyfikacje ewentualnych biatkowych czynnikow krioprotekcyjnych.
Negatywne oddzialywanie czynnikéw $rodowiskowych na organizm powigzane jest zwykle ze stresem
oksydacyjnym, dlatego tez planuje si¢ zbadanie poziomu reaktywnych form tlenu oraz stopnia peroksydacji
lipidow w wybranych tkankach w odpowiedzi na stres chtodu. Jednoczes$nie przeprowadzona zostanie
analiza aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy. Biatkami w istotny
sposob zaangazowanymi w reakcje na stres termiczny sa akwaporyny i biatka HSP. W projekcie planujemy
okreslenie zmian w ekspresji poszczegolnych izoform tych bialek z wykorzystaniem techniki gPCR oraz
Western Blot.
3. Wplyw spodziewanych rezultatéw na rozwdj nauki, cywilizacji, spoleczenstwa

Realizacja proponowanego projektu pozwoli okresli¢, jakie zmiany biochemiczne i fizjologiczne
zachodzg u tropikalnego karaczana G. coquereliana w odpowiedzi na stres chtodu. Wyniki badan pozwola
na petniejsze zrozumienie mechanizméw krioprotekcyjnych wystepujacych u owadow. Wiedza ta moze w
przysztosci postuzy¢ do opracowywania metod przechowywania zywnosci czy leczenia skutkéw hipotermii.
Juz dzisiaj prowadzi si¢ badania nad wykorzystaniem substancji wytwarzanych przez organizmy odporne na
niskie temperatury w przechowalnictwie artykutow spozywczych, przechowywaniu i transporcie narzadow
do przeszczepdw oraz komorek rozrodczych czy macierzystych.



