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Freezing temperatures (Table 1) are characteristic of each 
species and their developmental stages, and by application of 
variational statistics they could be used as a taxonomic 
character. 

All three species are able to overwinter in cold climates, 
but their developmental stages differ in cold-hardiness. All sta
ges of D. melanogaster exhibit high supercooling potential and 
it seems that there is no particular over wintering stage, while 
only the prepupal stage is especially cold-hardy in A. parietina 
and M. rotundata. In these two species defecation occurs al 
the time of transformation of the larva into the prepupa, there
by removing nucleators from the gut, with a resqltant lowering 
of the freezing temperature by about zooc. This Is followed by 
the synthesis of glycerol, whic.h allows even further superco· 
oling, depending on the amount present. 

UVOD 

Poznat je fenomen smrzavanja vode, a i da se voda pod normalnim 
uslovima smrzava na 0°C. 

Pothladivanje je stanje pri kome se sprecava smrzavanje. Svi insekti 
poseduju izvesnu sposobnost pothladivanja. 

Insekti se smrzavaju na dva nacina: inokulativnim smrzavanjem, prJ 
cemu led u telo insekta dospeva preko otvora (usni, analni, stigme itd.) i 
nukleativnim smrzavanjem, pri cemu se stvaranje prvog kristala leda 
javlja u telu samog insekta, pod dejstvom niskih temperatura i prisutnih 
nukleatora. 

Formiranje prvog kristala leda kod nukleativnog smrzavanja naziva 
se nukleacija, posle cega nastaje trenutno smrzavanje celog insekta. Nuk 
leacija u kapi vode zavisi od ve'licine kapi i broja i vrste prisutnih nukle
atora (Mason, 1956; V a I i, 1968). Identitet i kvalitet nukleatora jos uvek 
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nisu poznati, ali njihova delovanje je i kod insekata eksperimentalno doka· 
zano (Sa 1 t, 1953, 1968; K a k u i Sa 1 t, 1968; K runic, 1971). Iako su 
izvedeni brojni eksperimenti pomocu kojih se pokusalo odrediti mesto 
formiranja prvog kristala leda u intaktnih insekata do zakljucka, da se 
nukleacija ddava u crevnom traktu, do~Ho se indirektnim putem (Sa 1 t, 
19b9; K runic, 1971). 

Posta je otkriveno da glicerol stiti celije od ostecenja koje smrzava
nje izaziva (Po I g e, 1949), nekoliko autora su se bavili ispitivanjima koliCi
ne glicerola u telu insekata i njegovom ulogom u zastiti insekata od niskih 
temperatura i smrzavanja (Sa 1 t, 1957, 1959; Take h a r a i As a hi n a, 
1960; Tan no, 1963; S 0 m me, 1964; K runic i Sa 1 t, 1971). Utvrderio je da 
je koliCina glicerola u nekih insekata u korelaciji sa stepenom njihove 
otpornosti na niske temperature i smrzavanje (Sa 1 t, 1969). 

Sarno mali broj insekatskih vrsta maze da prezivi smrzavanje dok 
svi ostali uginu ili trpe znatna ostecenja pri inokulativnom ili nulcleativnom 
smrzavanju. Svi insekti koji su rasprostranjeni u hladnijim regionima, 
posebno oni za koje je smrzavanje letalno, moraju da bi prezimili, da po
seduju neku vrstu adaptacije protiv niskih temperatura. 

lJ ovom radu izlozicemo znacaj pothladivanja, glicerola kao i nukle
atora u rezistentnosti insekata na niske temperature i smrzavanje. 

MATERIJAL I METODE 

Temperature pothladivanja (smrzavanja) insekata hladenih pri stopi 
od 2-3"C/min. registrovane su sa aparatom za automatsko registrovanje 
temperatura. 

REZULTATI I DISKUSIJA 

Po t h 1 ad ivan j e. - Sposobnost insekata da se mogu pothladivati 
je znacajna adaptacija koja im omogucava da prezive nepovoljne niske tem
perature. Na tabeli 1 prikazane su tacke pothladivanja razvojnih stupnjeva 
Drosophila melarwgaster, Anthophora parietina i Megachile rotundata. Svi 
razvojni stupnjevi (i oni koji se hrane i oni koji se ne hrane) D. melanogas
cer poseduju izrazltu sposobnost pothladivanja. Medutim, kod A. parietina 
i M. rotundata stupnjevi koji se hrane (larve i aktivni adulti) smrzavaju se 
na relativno visokim temperaturama, dok prepupe i pupe - stupnjevi koji 
se ne hrane (dijapauzirajuCi i prezimljujuCi stupnjevi) duboko se pothladuju. 
Iz ovih rezultata bi se moglo zakljuciti da kod D. melanogaster nije doslo 
do difcrenciranja posebnog perzimljujuceg stupnja, mozda i zbog toga sto 
su svi njeni stupnjevi u poredenju sa mnogim drugim vrstama insekata 
veoma otporni na smrzavanje. Ako tome jos dodamo da D. melanogaster 
zivi na skrovitim i zaklonjenim mestima, onda se lako moze objasniti 
njeno uspesno prezimljavanje u svim stupnjevima i Cinjenica da su sa prvim 
toplim danima veoma ceste i brojne. 

Meclutlm, A. parietina i M. rotundata, kao i mnoge druge vrste koje 
imaju dijapauzirajuce i prezimljujuce stupnjeve, poseduju izrazitu sposob
nost pothladivanja samo u tim stupnjevima. 



Tab. 1. - Temperature smrzavanja* razvojnih stupnjeva Drosophila melanogaster, Anthophora parietina i Megachile 
rotundata. 

Stupanj 
Stage 

Jaje 
Egg 

Larva I 
Larva I 

Larva II 
Larva II 

Pre pupa 
Prepupa 

Pupa 
Pupa 

Adult 
Adult 

Freezing Temperatures of Different Stages of Drosophila melanogast"r, Anthophora parietina and Megachile rotundata. 

D. melanogaster ,\. 

Temperature 

Broj jedinki smrzavanja 
freezing 

No of specimes temperatures 

Broj jedinki 
No of specimes 

x ± Se (oC) 

25 -28,0 ± 0,17 9 

30 -22,9 ± 0,16 12 

30 -16,0 ± 0,46 

20 

30 -20,5 ± 0,37 10 

35 -20,4 ± 0,27 24 

oarietina 

Temperature 
smrzavanja 

freez'ng 
temperatures 

x + Se (oC) 

-26,0 ± 0,33 

-7,0 ± 0,31 

-25,0 ± 0,73 

-23,6 ± 0,48 

- 6,2 ± 0,19 

M. rotundata 

Broj jedinki 
No of spec.mes 

20 

21 

16 

so 

Temperatw e 
smrzavanja 

Freezing 
temperatures 

x + Se (oC) 

8,9 ± 0,17 

-33,1 ± 0,53 

-19,1 ± 0,97 

- 5,0 ± 1,10 

• Temperatura smrzavanja je definisana kao temperatura pri kojoj u toku pothladivanja konstatujemo temperaturni skok koji oznacava poeetak 
kristalizacije leda. 
The freezing temperature is that temperature at which in supercooli ng a temperature jump occurs indicating the initiation of ice crystallization. 
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Pothladivanje i temperature smrzavanja su karakteristicne za inse
katsku vrstu tj. za svaki njen razvojni stupanj i koriScenjem variacione 
statistike i dovoljnog broja primeraka u probi mogu korisno da sluze i kao 
taksonomski karakteri. 

G l i c e r o I. - Brojni eksperimenti su pokazali da glicerol deluje kao 
zastitna supstanca protiv stetnog ili letalnog dejstva niskih temperatura. 
Glicerol kod insekata deluje na dva nacina: 1. sa vecom koncentracijom gli
cerola povecava se mogucnost pothladivanja i time jedinke izbegavaju 
smrzavanje, i 2. ukoliko se dogodi smrzavanje neke vrste koje poseduju 
~elike koliCine glicerola mogu da preZive. Poznato je da su koliCine glice
rola karakteristicne za pojedine vrste insekata, kao i to da kod nekih vrs
ta kad se ujesen obr~je kod d1japauzirajucih stlupnjeva koncentracija 
glicerola se odriava sve dok se dijapauza ne prekine (So m me, 1964). 
Medutim, postoje i vrste (M. rotundata i M. relativa kod kojih koncentra
cija glicerola postepeno opada u toku dijapa!lliZe, ali se njihova rezistent
nost na niske temperature znacajnije menja samo kod M. relativa (K r u
n i c i Salt, 1971). 

Tab. 2. - Temperature smrzavanja razvojnih stupnjeva laboratoriskih 
linija Drosophila melanogaster. 

Freezing Temperature of Different Developmental Stages of Laboratory Flies of Drosophila 
melanogaster. 

Vrsta 
Species 

D. melanogaster 
Supstrat: kvasac 
Medium: yeast 

D. melanogaster 
Supstrat: kvasac 
kontaminiran sa 
nukleatorima* 

Medium: yeast 
contaminated by 
nucleators 

Stupanj 
Stage 

Jaje 
Egg 
Larva I 
Larva I 

Larva II 
Larva II 

Pupa 
Pupa 

Adult 
Adult 

Jaje 
Egg 

Larva I 
Larva I 

Larva II 
Larva II 

Pupa 
Pupa 

Adult 
Adult 

Broj Temperature 
smrzavanja jedinki Freezing 

No of 
temperatures 

specimes 
.X± Seec) 

60 -28,2 ± 0,26 

27 -25,6 ± 0,09 

60 -15,4 ± 0,56 

60 -20,3 ± 0,22 

93 -19,4 ± 0,53 

33 -28,4 ± 0,13 

25 -23,2 ± 0,44 

42 -14,3 ± 0,29 

26 -20,4 ± 0,56 

33 -10,5 ± 0,35 

* Kontaminacija je izvrsena dodaivanjem supstratu prasine u koliCini od 111'/o njegove 
ukupne tetine. Prasina sadrzi brojne nukleatore mineralnog i organskog porekla. 

Contamination was accomplished by adding about 100/o by weight of roadside dust. 
The dust contained numerous mineral and organic nucleators. 
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Merenjem temperatura smrzavanja pri ID.a'ksimalnim i minimalnim 

kolicinama glicerola mo.glo bi se zakljueioti da 'glicerol znaeajnije deluje 

na snizavanje temperatura smfilavanja samo ako je njegova koncentracija 

5, 10 pa i vise procenata od sve:le tezine teJa, dok u koncentraciji do 5% 
uloga glicerola u poth1adivanju je neznatna. 

Neke insekatske vrste bez gliceroJa mogu da prezive smrzavanje 

njihovi krioprotektori su nepoznati. Medutim, neke insekatske vrste i sa 

vehkim koncentracijama glicerola ne mogu da pre:li.ve smrz,avanje. Veoma 

je verovatno da pored glicerol,a insekti poseduju i druge jos nepoznate 
krioprotektivne supstance. 

Tab. 3. - Temperature smrzavanja razvojnih stupnjeva koji se hrane (lar
ve) i stupnjeva koji se ne hrane (prepupe) karl Megachile rotundata 

i Anthophora parietina 
Freezing Temperatures of Feeding (Larval) and Non-feeding (Prepupal) Stages of Megachile 

rotunda/a and Antlwphora parieti1!a 

M. rotundata A. parietina 

Broj Temperature Broj Temperature 
Stupanj jedlnki smrzavanja jedinki smrzavanja 
Stage No of 

!reezing 
No of 

Freezing 

specimes 
Lemperatures 

specimc~ 
temperatures 

X± Se ("C) X± Se ("C) 

Larva 20 -8,9 ± 0,17 12 -7,0 ± 0,31 
Larva 

Prepupa 21 -33,1 ± 0,53 20 -25,0 ± 0,73 
Pre pupa 

N u k lea tori. - Kao sto je u uvodu napomenuto ildehtitet nukle

atora jos uvek nije pomat. Medutim, njihova uloga u otpornosti insekata 

na niske temperature de ekspenimentalno .dokazana. Poznato je .da se do

davanjem nukleatora nekirn stupnjevima koji se hmne moze veoma zna

cajno uticati na njihove temperature smrzavanja. Na tabeli 2 vidi se da 
se adulti D. melanogaster hranjeni _kvasceVIim supstratom smrzavaju na 

oko -19°C, dok se ·adulti hranjeni na krvascevom supstmtu koji j~ konta
miniran nukleatorima srnrzavaju na oko -10°C. Na tabeli 3 prikazane su 

razlike iZJmedu 1tacaka srnrzavanja ,Larava (stupanj 'koji se hrani) i prepu

pa (stupanj koj1i 1se ne hrani) kod M. rotundata i A. parietina. Pr.ilikom 

prelaska iz stupnja larve u suupanj prepupe kod ovih ·vrsta dolaz,i do 

praznjenja creva. Ta ad~tacija praznjenja creva pracena je povecanjem 

otpornosti za oko 200C posle cega dola:ii do obrazovanja ,glicerola i daljeg 

snizavanja temperatJura smrzavanja. Ovu pojavu velikqg povecanja moguC

nosti poth1adivanja koju donos.i praznjenje creva, moguce je objasniti 

samo odstranjivanjem nukJeatora iz creva. 
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ZAIKUUCAK 

Na osnovu iznetlih rez'll!latata moglo bi se rza.kljuciti da je mogucnost 

pothlad1vanja jedna od 'ZJilacajnili. insekatskih adaptacija zahvaljujuCi kojoj 
oni ~begavaju Metno i letalno dej.-;tvo smrzavanja. Prisustvo .glicerola kao 

krioprotektivne supstance povecava sposobnost pothladivanja. NaSIUprot 

krioprotektivnim supstancama nUJk:leatoni (verovattno sitne cestice mineral

nog i organskog porekla) smanjuju ~>po.-;obnost pothladivanja. 

(Primljeno, JO. XII 1973) 

LITERATURA 

Mason, B. J. (1956): The nncleat1on of SJupercooled water clouds. - Sd. 
Prog., 44: 479-499. 

K a k u, S., Sa 1 t, R. W. (1968): Relation between freezing temperature and 
length of conifer needles. - Can. J. Bot., 46: 1211-1213. 

K runic, M. D. (1971): Influence of food on the cold-hardiness of Me
gachile rotundata (F.). - Can. J. Zool., 49: 863-865. 

K runic, M. D., Sa 1 t, R. W. (1971): Seasonal changes in glycerol content 
and supercooling rpodnts of Megachile rotundata (F.) and M. relativa 
Cress.-Can. J. Zool., 49: 663-666. 

Polge, C., Smith, A., and A. S. Parkers (1949): Revival of spermato
zoa after vitrification and dehydration at law temperatures. - Na
ture (London), 164: 666. 

S a 1 t, R. W. (1953): The irufLuence of food on cold-hardiness of insects. -
Can. Entomol., 85: 261-269. 

Sa 1 t, R. W. (1957): Natural occurence of glycerol in insects and its rela
tion to -their •abiLity to survive freezing: - Can. Entomol., 89: 
491-494. 

Sa l•t, R. W. (1959): Role of .glycerol on cold-hardening of Bracon cephi 
(Gahan.). - Can. J. Zool., 37: 59-69. 

Sa 1 t, R. W. (1968): Location and quantitative aspects of ice nucleators in 
insects. - Can. J. Zool., 46: 329-333. 

Sa 1 t, R W. (1969): The survival of insects at low temperatures. - Syrup. 
Soc. exp. Bioi., 23: 331-350. 

S 0 m me, L. (1964): Effects of glycerol on cold-hardiness in insects. - Can. 
J. Zool., 42: 87-101. 

Takehara, I. and E. Asahina (1960): Frost-resistance and glycerol 
content in ovel'Wintering insects (in Japanese, English summary). -
Low Temp. Sci. B. rSer. Bioi. Sci., 18: 57-65. 

Tan no, K. (1963): Frost-resistence in overwintering pupae of butterfly 
Papilio xuthus (in Japanese, •EngHsh summary). - Low Temp. Sci. 
Ser. B. Bioi. Sci., 21: 41-53. 

V a 1 i, G. (1968): Ice nucleatinon relevant to formation of hail. - McGill 
University Stormy Weather Group, Sci. Rep. M. W. - 58. 



TEMPERATURE SMRZAVANJA RAZVOJNIH STUPNJEVA NEKIH INSEKATA 197 

FREEZING TEMPERATURES OF SOME DEVELOPMENTAL STAGES OF 
DROSOPHILA MELANOGASTER (DIPTERA), ANTHOPHORA PARIETINA 

AND MEGACHILE ROTUNDATA (HYMENOPTERA) 

M. D. KRUNic and I. RADOVIC 

Summary 

Supercooling capaoity ,is an important adaptation enabling certain 
insects to survive low tern,peratures. We have measured freezing tempera
tures of dif\f<!rent developmental ,stages of D. melanogaster, A. parietina 
and M. rotundata (Table 1) and .found that these teanperatures are charac
teristic of t:he species and the stage. Therefore, with variational 1statisticaJ 
analysis, freezing terJ.11Pera1Jure COUJ1d be used as a taxonomic character. 

D. melanogaster does not have one parHoular diapausin,g or over
wintering stage: all its developmental stages exhibit relatively high super
cooling potential. A. parietina and M. rotundata on the other hand, do 
have diapaus1ng stages, exhibiting a pronounced supercooling potential, 
which the active stages l.aak. 

Glycerol 'is found in the bodies of insects. However, ist role as a 
protective agent against freezing has been found to be significant if its 
level is relatively high, at least more than 5% of fresh body weight (K r u
n i c and S a 1 t, 1971). 

The role of nucleators in insect cold-hardiness has recently been discus
sed (Salt, 1968; Ka ku and S aJt, 1968; Kru111'i c, 1971). It has been 
~x,perimentally shown that in an intact insect after ce11tain time at a low 
temperature the first ice crystal forms lin rthe gut, in the presence of nuc
leators. Introduction of nucleator;s ~fine organic or mineral particles) with 
the food can greatly raise the free:z,ing tempe11ature (Table 2). 

From Table 3 it may be seen that with their transformation from 
the larval into the prepupal stage M. rotundata and A. parietina become 
about 20"C more cold-ha11dy. ThiiJS increase of cold-hardiness can only be 
explained by the fact t:hat this transition also involves defecation, whereby 
a large number of nruoleatoDS are removed from the gut. 


