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Úvod 
 

Denní motýli jsou, díky své velikosti a nápadnosti, mezi odbornou i laickou veřejností 

velmi populární skupinou hmyzu. K dispozici jsou velmi dobré znalosti jejich rozšíření, 

biotopových nároků i etologie. Zároveň jde o skupinu v současnosti silně ohroženou 

(Van Swaay et al., 2010). Ve střední a západní Evropě dochází ve 2. polovině 20. století 

k výraznému ochuzování lokálních společenstev motýlů, hlavně díky dalekosáhlým 

změnám v zemědělství a lesnictví, které rozbily tradiční biotopovou mozaiku v krajině. 

Stále více biotopově náročnějších motýlů tak bylo vytlačeno do malých izolovaných 

refugií, v horším případě lokálně vymřelo (Beneš et al., 2002; Thomas, 2005; Gaston a 

Fuller, 2007).  

Vzhledem k popularitě denních motýlů dokumentuje mnoho studií změny v areálech 

různých druhů v souvislosti s probíhajícími klimatickými změnami (Konvička et al., 

2003; Parmesan et al., 1999; Wilson et al., 2005). Ty mohou z ochranářského hlediska 

představovat další problém, zvláště pro specializované horské druhy, žijící často na 

nevelkých a vzájemně izolovaných stanovištích (Schmitt et al., 2005, Dirnböck et al., 

2011, Konvička et al. 2014). Poznání komplexních ekofyziologických adaptací, které 

tyto druhy omezují na klimaticky velmi specifické horské prostředí je proto velmi 

významné z hlediska budoucích ochranářských strategií. Vzhledem k jejich 

komplexnosti je jejich poznání stále neúplné. K jejich poznání přispívá tato práce, 

zaměřená na ekofyziologii vybraných druhů evropských horských a nížinných denních 

motýlů. Změny klimatických poměrů na stanovištích jistě postihují všechna vývojová 

stadia, v podmínkách střední Evropy je jednou z nejproblematičtějších fází vývoje 

přezimování housenek, na které je práce zaměřena. 

Nízké teploty jsou jedním z hlavních abiotických faktorů limitujících výskyt 

hmyzu i jiných organismů. Exotermní organismy mají značně limitované možnosti 

regulace tělesné teploty (Stevenson, 1985), jejich přežívání, zvláště v chladných 

severských nebo polárních oblastech limituje jednak získání dostatečného množství 

tepla pro dokončení vývoje v časově velmi omezené části sezóny (Roff, 1980), a 

především schopnost přežívání teplotních extrémů. Omezené možnosti regulace tělesné 

teploty u hmyzu závisí na velikosti těla a především na teplotě okolního prostředí 

(Stevenson, 1985). Ta často závisí i na stanovištní heterogenitě lokalit, která podmiňuje 

přítomnost různorodých úkrytů, osluněných a stinných míst a podobně. Aktivní 
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využívání mikroklimaticky vhodných mikroprostředí, odpovídající tvaru a velikosti těla 

daného druhu, představuje hlavní možnost regulace teploty těla (např. Bakken, 1976; 

Casey, 1992; Klečková et al. 2014). Etologické adaptace v diurnální i sezónní aktivitě 

tak spolu s vhodným výběrem mikrostanovišť mohou snížit pravděpodobnost vystavení 

extrémně nízkým teplotám (Somme, 1989; Huey, 1991). I přes to je však překonávání 

teplotních extrémů nutnou součástí přežití v chladných oblastech, což vyústilo ve vznik 

speciálních strategií a adaptací k jejich překonání.  

 

Ekofyziologie hmyzu při nízkých teplotách 

Citlivost na nízké teploty je u hmyzu a dalších exotermních organismů determinována 

hlavně bodem mrznutí vody. Z hlediska biologických funkcí vody má výskyt mrazivých 

teplot velký vliv na organizaci společenstev, na úrovni jedinců má často letální efekt při 

promrznutí tělesných tekutin (Franks et al., 1990). Z těchto důvodů byla přežívání 

hmyzu při teplotách pod bodem mrazu věnována velká pozornost a první studie v 2. 

polovině 20. století vedly k odhalení dvou základních strategií. Hmyz (i ostatní 

exotermní organismy) přežívá nízké teploty buď udržováním tělesných tekutin v 

kapalném stavu (druhy k mrazu citlivé) nebo naopak schopností přežít tvorbu ledových 

krystalů v těle (druhy mrazu odolné) (Salt, 1961; Zachariassen, 1985). Toto rozdělení 

tvořilo po dlouhou dobu hlavní rámec pro studium ekofyziologie hmyzu za nízkých 

teplot, kdy došlo k dobrému pochopení mechanismů chladové odolnosti (např. Storey, 

1997; Ramlov, 2000; Duman, 2001). 

Druhy k mrazu citlivé (freeze-avoiding species) udržují tělní tekutiny v kapalném 

stavu i při teplotách pod bodem jejich mrznutí. Tato teplota, nazývaná bod podchlazení 

(supercooling point), je tedy pro přežití jedince klíčová a je v jeho zájmu ji při 

nepříznivých podmínkách dostatečně snížit. Hlavními užívanými mechanismy jsou 

odstranění pevných částic (sloužících jako krystalizační jádra) z trávicí trubice, 

akumulace látek, které snižují bod mrznutí tělesných tekutin a tvorba proteinů, které 

omezují tvorbu a růst krystalů v těle. Vzhledem sezónnosti klimatu na velké části 

zemského povrchu podléhá i stupeň chladové odolnosti takových druhů během roku 

značným změnám. Nižší chladovou odolnost hmyzích jedinců přijímajících potravu 

uvádí již Salt (1966). Obsah potravních částic ve střevě během příznivého období roku 

má velký vliv na zvýšení bodu podchlazení, protože tyto partikule slouží jako 

krystalizační jádra, přičemž toto zvýšení může být velmi výrazné, až o 20°C 
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(Zachariassen, 1985). Vyprázdnění trávicí trubice je tak podstatným krokem k 

výraznému snížení bodu podchlazení, jeho další snižování potom zajištěno akumulací 

různých látek, které fungují jako kryoprotektanty. Jsou to především polyoly a cukry 

(glycerol, sorbitol, trehalóza, glukóza) (Somme, 1982; Ramlov, 2000). Pro omezení 

funkce potenciálních krystalizačních jader jsou syntetizovány také specializované 

proteiny (Duman, 2001). Těmito mechanismy může hmyz bod podchlazení velmi 

výrazně snížit, např. až k  –40°C u píďalky Epirrita autumnata (Borkhausen, 1794) 

(Tenow a Nilssen, 1990) nebo arktického chvostoskoka Gomphiocephalus hodgsoni 

Carpenter 1908 (Sinclair a Sjursen, 2001). 

Druhy mrazu odolné (freeze-tolerant species) vykazují obvykle vyšší teplotu 

mrznutí tělních tekutin (nejčastěji –5 až –10°C) a úspěšně přežívají tvorbu ledových 

krystalů v těle. Ledové krystaly jsou však omezeny na extracelulární prostory, 

osmotickou dehydratací buněk je zajištěno, že k mrznutí nedojde uvnitř buněk (Ramlov, 

2000). Napomáhají tomu i specializovaná nukleační tělíska (ice nucleating agents), 

která slouží jako krystalizační jádra a jsou syntetizována během podzimu 

v extracelulárních prostorech (Zachariassen, 1982). Jako kryoprotektanty jsou z velké 

části využívány obdobné chemické látky jako u druhů k mrazu citlivých, některé však 

hrají odlišnou roli – cukry jsou využívány k ochraně membrán, proteiny pak ke kontrole 

velikosti a rozložení ledových krystalů v těle (Zachariassen, 1985; Ramlov, 2000). 

Druhy hmyzu z této skupiny patří k teplotně nejodolnějším druhům na Zemi vůbec. Ve 

zmrzlém stavu jsou schopny přežívat extrémně nízké teploty (–40 až –80°C), tedy ve 

většině případů nižší než bod podchlazení u druhů k mrazu citlivých (Bale, 1996). 

Příkladem může být arktická můra Gynaephora groenlandica (Wocke, 1874) – její 

přezimující larvy mrznou zhruba při –8°C, mohou však přežít až teploty kolem –70°C 

(Kukal et al., 1988).  

Jako zvláštní kategorie chladové odolnosti je někdy uváděna kryoprotektivní 

dehydratace, objevená u arktického chvostoskoka Onychiurus arcticus (Tullberg, 1876). 

Stejně jako další ostatní druhy tohoto řádu, i tento patří mezi druhy k mrazu citlivé. Bod 

podchlazení nastává během letního období již při hodnotě –6,5°C, druh je však během 

zimy schopen přežít teploty klesající i pod –20°C (Coulson et al., 1995; Block et al., 

1994). Strategie spočívá ve velmi výrazné dehydrataci buněk (redukce vody na méně 

než 10% původního obsahu) spojené s produkcí trehalózy. Ta funguje jako 

anhydroprotektant s funkcí stabilizace buněčných membrán při ztrátě vody. Výsledkem 

je výrazné snížení bodu podchlazení až na hodnoty kolem –30°C. 
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S přibývajícími studiemi na poli chladové odolnosti hmyzu se stále více ukazuje, 

že toto základní rozdělení strategií je pouze rámcové a nemělo by být používáno jako 

jediné a hlavní měřítko chladové odolnosti. Například u některých druhů k mrazu 

citlivých lze skutečně pozorovat vysokou míru přežívání jedinců se snižující se teplotou 

až k bodu podchlazení, kde mortalita skokově vzroste. Příkladem mohou být 

přezimující vajíčka píďalky Epirrita autumnata (Tenow a Nilssen, 1990), z denních 

motýlů pak několik horských druhů studovaných v rámci této práce: žluťásek 

borůvkový (Colias palaeno (Linnaeus, 1761)) (Vrba et al., 2014), nebo horší okáči 

Erebia sudetica (Staudinger, 1861) a Erebia tyndarus (Esper, 1781) (Vrba et al., 2012). 

U takových druhů je skutečně hodnota bodu podchlazení hlavním a relevantním 

měřítkem chladové odolnosti. U jiných druhů ale nastává mortalita již při teplotách 

mnohem vyšších než bod podchlazení a tato tak nemůže být způsobena promrznutím 

tkání (Bale, 1987). 

 Mechanismy poškození nízkými teplotami nad bodem mrazu zůstávají relativně 

málo známé, největší vliv mají pravděpodobně změny konformace proteinů za nízkých 

teplot (Ramlov, 2000) a poškození lipidů v membránách (Turnock a Bodnaryk, 1991). 

Například u zavíječe Lobesia botrana (Denis & Schiffermüller, 1775) byl 

v laboratorních podmínkách zjištěn bod podchlazení –24°C, značná mortalita nastávala i 

při teplotách vysoko nad touto hodnotou (Andreadis et al., 2005). U anholocyklických 

mšic Myzus persicae (Sulzer, 1776) nebo Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758), které 

mají v zimním období bod podchlazení mezi –24 až –27°C nastává výrazná mortalita již 

při krátkodobých expozicích teplotám o 15 – 18°C vyšších (Bale, 1996). Negativní 

efekt takových teplot potom velmi závisí na době expozice, letální efekt má akumulace 

chladového poškození při určité době expozice nízkým teplotám. U takových druhů je 

pak samotná hodnota bodu podchlazení velmi nespolehlivým indikátorem chladové 

odolnosti, zimní mortalita některých druhů je na ní zcela nezávislá (Bale, 1987; 1996). 

Někteří autoři tak navrhují podrobnější modely klasifikace chladové odolnosti, které 

kromě potenciálně letálního efektu zmrznutí zahrnují i kumulativní chladová poškození, 

která výrazněji závisí na době expozice (Bale, 1996; Nedvěd, 1998).  

Reakce na nízké teploty je tedy většinou  komplexnějšího charakteru. Velmi 

důležitý se zdá být právě faktor času, po který je hmyz exponován různým teplotám a 

pro plné pochopení teplotních limitů různých druhů je třeba experimentálně testovat 

kombinace teplot a dob expozice, které jsou pro dané druhy a jejich biotopy ekologicky 

relevantní (Turnock a Fields, 2005). Mortalita není způsobena jen teplotami nižšími než 
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bod podchlazení (které způsobí přímé promrznutí tkání), ale i akumulací chladového 

poškození při teplotách vyšších. Navíc, adaptace na tyto dva typy chladového poškození 

se zdají být na sobě nezávislé (Turnock et al., 1998).  

Při posuzování těchto vlivů v ekologickém kontextu pak nesmíme zapomínat na 

konkrétní výběr mikrostanovišť pro přezimování. V souvislosti s výše zmíněnou 

regulací bodu podchlazení pomocí krystalizačních jader se zdá být velmi podstatný vliv 

vlhkosti na mikrostanovišti, protože voda nebo sníh při kontaktu s hmyzím tělem působí 

jako krystalizační jádra zvnějšku a mohou výrazně zvyšovat hodnotu bodu podchlazení. 

Výrazné zvýšení bodu podchlazení v přítomnosti vnější vlhkosti na exoskeletu bylo 

prokázáno u přezimujících monarchů (Danaus plexippus (Linnaeus, 1758)) (Larsen a 

Lee, 1994) a vlhkost na mikrostanovišti tak výrazně ovlivňuje jejich chladovou odolnost. 

Podobné výsledky jsme zjistili při pilotních experimentech s hibernujícími housenkami 

okáčů rodu Erebia (prozatím na malém počtu experimentálních jedinců – viz Apendix), 

kdy byly zjištěné body podchlazení při kontaktu těla larev s ledovou tříští výrazně vyšší 

než při předchozích experimentech a housenky byly navíc schopny toto zmrznutí při 

vyšší teplotě přežít. To ukazuje, že v přírodních podmínkách může být plasticita těchto 

strategií u jednotlivých druhů mnohem větší než se dříve předpokládalo (Turnock a 

Fields, 2005; Mercader a Scriber, 2008). 

S teplotou a vlhkostí na mikrostanovištích při přezimování souvisí další důležitý 

faktor – sněhová pokrývka. Kromě výše zmíněného zvyšování bodu podchlazení při 

kontaktu s tělem hmyzu ale její přítomnost podstatně zvyšuje teplotu půdy (Gerland et 

al., 2000) a chrání organismy přezimující při zemi před vystavením extrémně nízkým 

teplotám. Pozitivní efekt sněhové pokrývky na přežívání zimujících housenek byl 

prokázán u severského přástevníka Pyrrharctia isabella (Smith, 1797) (Marshall a 

Sinclair, 2012) nebo můry Mamestra configurata (Walker, 1856) (Turnock et al., 1983). 

V kontextu současných klimatických změn, redukce zimní sněhové pokrývky byla 

pozorována na mnoha lokalitách (Dye, 2002; Kreyling a Hugh, 2011). To může 

představovat značné riziko pro druhy adaptované na přezimování sněhem chráněných  

mikrostanovištích. Příkladem může být okáč Erebia tyndarus – ačkoliv se jedná o 

vysokohorského motýla, letální teplota pro přezimující housenky se pohybuje kolem     

–8°C (Vrba et al., 2012).  

Samotná identifikace bodu podchlazení tedy nemůže být jediným vodítkem pro 

popis dynamických procesů chladové odolnosti u hmyzu, kdy chladové poškození i při 

relativně vyšších teplotách může hrát stejně důležitou roli jako poškození mrazem (Bale, 
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1987). Navíc, i měření skutečných letálních teplot v laboratorních podmínkách může při 

vyloučení některých environmentálních faktorů působících v přírodě značně zkreslovat 

informaci o přežívání zimního období v přírodních podmínkách (Bale, 1996).  

 

Sezónní změny chladové odolnosti a aklimační mechanismy 

Na snižování negativního efektu nízkých teplot se velkou měrou podílí schopnost 

aklimatizace na nízké teploty, která nastává při méně extrémních teplotách 

předcházejících zimnímu období (Lee et al., 1987). Tyto adaptace byly popsány u druhů 

k mrazu odolných i citlivých a jsou velmi významné v oblastech Tato schopnost byla 

poprvé popsána u much Sarcophaga crassipalpis Macquart, 1839 a Sarcophaga bullata 

Parker, 1916. Za normálních podmínek přežilo dvouhodinovou expozici na –10°C 

pouze asi 10% jedinců, hodnota přežívání však stoupla až na 90% po předchozí 

dvouhodinové expozici při 0°C. Tato příprava na nepříznivé podmínky je často spojena 

přímo se snižováním hodnoty bodu podchlazení, který se před nástupem teplotně 

nepříznivé části roku výrazně snižuje. Příkladem může být strategie výše zmíněného 

chvostoskoka  Onychiurus arcticus, který díky dehydrataci buněk a jevům s ní 

spojeným dosahuje v zimním období bodu podchlazení kolem –30°C, avšak v létě 

mrzne již při teplotách kolem –6,5°C (Coulson et al., 1995; Block et al., 1994). Dalším 

příkladem, kde se autoři pokusili zobecnit vývoj chladové odolnosti a přežívání jedinců 

během sezóny, mohou být změny hodnot bodu podchlazení u horského kůrovce 

Dendroctonus ponderosae Hopkins, 1902 (Coleoptera: Curculionidae). U tohoto druhu 

dochází rovněž v závislosti na teplotě ke změnám v hodnotách bodu podchlazení 

v rozmezí zhruba od –10°C v letním období po asi –20°C v zimě. Během sezóny lze 

rozlišit tři stupně chladové odolnosti: (1) v letním období larvy přijímají potravu a 

vykazují nízkou chladovou odolnost, (2) v podzimním a jarním období larvy nepřijímají 

potravu a vyprazdňují trávicí trubici (eliminace krystalizačních jader), (3) v zimním 

období se nacházejí ve stavu hluboké chladové odolnosti – obsahují vysoké koncentrace 

glycerolu a ochranných proteinů. (Regniere a Bentz, 2007).  

Teplotní situace v přírodě ale může být dosti variabilní a živočichové musí často 

procházet mnoha cykly střídání vyšších a nižších teplot, opakujících se v krátké době. 

Mnohé studie ukazují, že při opakovaných krátkodobých přesunech hmyzích jedinců 

z nízkých teplot do vyšších se prodlužuje doba jejich přežívání. Například u potemníka 

Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) se doba přežívání při 5°C výrazně zvýšila při 
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každodenní dvouhodinové expozici teplotě 20°C (Renault et al., 2004). Pokud však byli 

brouci přeneseni na stejnou dobu do teplot 10 a 15 °C, rozdíl v době přežívání již byl 

mnohem méně výrazný. Rozdíl je zřejmě způsoben tím, že teplota 15°C představuje pro 

tento druh spodní práh vývoje. Při teplotách nad touto hodnotou tak může docházet 

k aktivní nápravě škod způsobených chladovým poškozením, například konformačních 

změn proteinů, které jsou často reverzibilními procesy (Franks, 1985). Právě 

ekofyziologické reakce hmyzu v tomto teplotním rozmezí (mezi nejvyšší teplotou již 

způsobující chladové poškození a spodním prahem pro normální metabolismus a vývoj) 

jsou i z ekologického hlediska velmi podstatné, doposud však známé jen pro minimum 

druhů (Turnock a Fields, 2005). 

Zcela opačný efekt ale může mít střídání teplot pro druhy adaptované na přežití 

dlouhých období extrémně nízkých teplot v zimním období. U mouchy Eurosta 

solidaginis (Fitch, 1855) tak bylo prokázáno, že zvyšování teplot během zimního 

období (které jedinci přečkávají ve stavu vysoké adaptace na chlad a metabolickém 

klidu) vede k předčasnému vyčerpání metabolických rezerv a následnému zvýšení 

mortality i plodnosti přeživších jedinců (Irwin a Lee, 2000). Podobně, vyšší mortalita 

imág babočky paví oko (Inachis io (Linnaeus, 1758)) a b. kopřivové (Aglais urticae 

(Linnaeus, 1758)) byla pozorována u motýlů zimujících ve vyšších teplotách (Pullin a 

Bale, 1989). Simulace různých teplotních režimů během zimy u přezimujících kukel 

otakárka Papilio canadensis (Rothschild & Jordan, 1906) ukázaly, že jak vyšší teploty 

tak kratší zimní období působí rovněž značné zvýšení mortality a je zřejmě hlavním 

limitujícím faktorem určujícím jižní hranici areálu druhu (Mercader a Scriber, 2008).  

Výskyt stálých nízkých teplot během zimního období je tak pravděpodobně nutným 

faktorem pro mnoho druhů adaptovaných na překonání dlouhých období při nízkých 

teplotách a bez možnosti příjmu potravy (Tauber et al., 1986). 

 

Vztah chladové odolnosti a diapauzy 
Další důležitou otázkou je souvislost mezi mechanismy zvyšování chladové odolnosti a 

diapauzou. Většina druhů hmyzu i ostatních členovců, obývajících chladnější biotopy 

překonává nepříznivé období roku ve stavu metabolického klidu – diapauzy (Danks, 

1987). Diapauza i mechanismy chladové odolnosti jsou důležitými ekofyziologickými 

přizpůsobeními pro přežití nepříznivých podmínek, vztah mezi nimi však zatím není 

zcela objasněn (Denlinger, 1991; Izumi et al., 2007). Řada členovců vykazuje schopnost 
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zvyšovat odolnost proti chladu nezávisle na stadiu podléhajícímu diapauze (Denlinger, 

1991). Příkladem může být pavouk Achearanea tepidariorum (Koch, 1841). Tento druh 

se vyskytuje v mírném i subtropickém pásu a ve všech oblastech výskytu prochází 

diapauzou, která je indukována zkracující se fotoperiodou (Tanaka, 1992). Schopnost 

významného snižování bodu podchlazení s příchodem nepříznivých podmínek však 

vykazují pouze populace obývající mírný pás. To ukazuje, že snižování bodu 

podchlazení při adaptaci na nepříznivé podmínky nemusí být nutně s diapauzou spojeno 

(Tanaka, 1997). Také u přezimujících kukel běláska zelného (Pieris brassicae 

(Linnaeus, 1758) nebyly zjištěny významné rozdíly v bodu podchlazení u 

diapauzujících a nediapauzujích jedinců; u obou skupin ale byl rozdíl v přežívání 

nízkých teplot nad bodem podchlazení (Pullin a Bale, 1989). U jiných studovaných 

druhů byly  naopak zjištěny výrazné rozdíly v hodnotě bodu podchlazení mezi stejnými 

vývojovými stadii, z nichž jedna skupina diapauzu podstoupila a druhá nikoliv. 

Příkladem může být obaleč Lobesia botrana (Denis & Schiffermüller 1775), u kterého 

byly zjištěny významně nižší hodnoty bodu podchlazení u diapauzujících larev ve 

srovnání s larvami, které diapauzu nepodstoupily (Andreadis et al., 2005); podobné 

výsledky ukázalo i studium dalšího druhu obaleče, Adoxophyes orana (Fischer von 

Röslerstamm 1834) (Milonas a Savopoulou-Soultani, 1999). Rovněž při studiu 

molekulárních mechanismů chladové odolnosti u zavíječe Chilo supressalis byla 

zjištěna syntéza většího množství ochranných proteinů u larev během diapauzy (Sonoda 

et al., 2006).  

I když tedy vztah diapauzy a mechanismů chladové odolnosti není dosud detailně 

znám, oba děje spolu pravděpodobně těsně souvisejí hlavně v chladných oblastech, kde 

je schopnost diapauzy důležitou součástí strategií k překonání teplotně nepříznivé části 

sezóny (Hodkinson, 2005). V tomto kontextu může být navíc z dalšího hlediska 

podstatné (již výše zmíněné) časté střídání teplot během zimního období.  Diapauza je 

dynamický proces s několika následnými fázemi a je iniciován ještě před započetím 

výrazně nepříznivých podmínek vnějšími stimuly, především fotoperiodou. Jakmile je 

nastartována, před proběhnutím všech nutných fází je ireverzibilní, tato fáze však končí 

ještě v průběhu zimy, relativně dlouho před návratem podmínek příznivých pro vývoj 

(Košťál, 2006). Například u hibernujících housenek okáče rosičkového (Erebia medusa), 

které byly vystaveny různým teplotním režimům během zimy, se housenky při relativně 

vyšších teplotách probouzely a pokračovaly ve vývoji již v únoru při teplotě 7°C. Ve 

srovnání s housenkami z chladnějších podmínek ale vykazovaly mnohem vyšší 
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mortalitu a následně menší hmotnost kukel a velikost imág (Stuhldreher et al., 2014). 

Ve studii zahrnuté v této práci (Vrba et al., 2012) ukazujeme, že na rozdíl od 

studovaných horských zástupců rodu Erebia jsou housenky tohoto druhu tolerantní ke 

zmrznutí, což by mohlo být z metabolického hlediska výhodnější v nižších polohách 

s větší variabilitou teplot a sněhové pokrývky během zimy (cf. Sinclair et al., 2003; 

Turnock a Fields, 2005). Tato částečně protichůdná zjištění ukazují opět na nutnost 

dalších a komplexnějších studií pro ekologicky relevantnější podmínky (Bale, 1996).  

 

Evoluce mechanismů chladové odolnosti 
I přes variabilitu různých mechanismů v rámci obou hlavních strategií chladové 

odolnosti, můžeme citlivost či odolnost k mrznutí považovat za základní alternativní 

strategie pro překonávání nízkých teplot (Convey, 2000). Ani přes narůstající spektrum 

druhů, u kterých byly mechanismy chladové odolnosti studovány, zůstává nejasné, jaké 

faktory mají vliv na distribuci obou alternativních strategií mezi taxony (Sinclair et al, 

2003). Většina druhů suchozemských členovců, u kterých byly tyto strategie studovány, 

náleží mezi druhy k mrazu citlivé (Block, 1991; Somme, 1999) a tato strategie se tedy 

zdá být fylogeneticky původní. Nasvědčuje tomu i takřka výlučný výskyt této strategie 

u bazálních skupin členovců (např. Somme, 1982). Mezi hmyzem je citlivost k mrznutí 

rovněž převládající strategií, nicméně s pokračujícími výzkumy byla mrazová odolnost 

potvrzena u mnoha řádů. U skupin Blattodea a Orthoptera byly dokonce nalezeny pouze 

druhy mrazu odolné; u zástupců řádů Coleoptera, Hymenoptera, Diptera a Lepidoptera 

byly zjištěny obě strategie (Sinclair et al., 2003). Vzhledem k distribuci obou strategií 

mezi taxony je tedy pravděpodobné, že citlivost k mrznutí je mezi členovci 

fylogeneticky bazální strategií a odolnost k mrazu se vyvinula několikrát a nezávisle na 

sobě u mnoha skupin. 
Sinclair et al. (2003) předkládají hypotézu o výhodnosti každé z obou strategií 

v oblastech s různými klimatickými podmínkami. Druhy mrazu odolné většinou 

převažují v oblastech v oblastech s velmi chladnými a předvídatelnými podmínkami 

během zimního období (jako jsou kontinentání a arktické oblasti), kde tato strategie 

zajišťuje jednak přežití dlouhého období velmi nízkých teplot a jednak větší toleranci 

k vyschnutí (Ring a Danks, 1994). Zajímavé je zjištění, že mezi studovanými hmyzími 

taxony převládá každá ze strategií v jiné zemské hemisféře – na severní polokouli patří 

do skupiny druhů k mrazu odolných pouze 29 % studovaných druhů, kdežto na jižní 
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polokouli celých 85 %. Výsledky by samozřejmě mohly být ovlivněny větším počtem 

studovaných taxonů na severní polokouli, podrobnější analýzy však ukázaly, že rozdíly 

v distribuci obou strategií jsou statisticky průkazné; rozšiřující se spektrum studovaných 

druhů na jižní polokouli tuto hypotézu dále potvrzuje (Sinclair a Chown, 2005). Možné 

vysvětlení spočívá v rozdílnosti převládajících klimatických podmínek na obou 

hemisférách. Na jižní polokouli – vzhledem k menší rozloze pevnin – převládá 

oceánské klima s relativně vysokými minimálními teplotami, avšak klima je v rámci 

roku více variabilní s menším rozsahem předvídatelných sezónních změn (např. Addo-

Bediako et al., 2000). Za těchto podmínek může hmyz dobře využít výhod mírnějšího 

klimatu k příjmu potravy po větší část roku, odolnost ke zmrznutí pak zaručuje přežití 

při náhlých a nepředvídatelných poklesech teplot. Přítomnost potravy ve střevě po 

většinu roku navíc zvyšuje hodnotu bodu podchlazení (potravní částice fungují jako 

krystalizační jádra při mrznutí), za této situace se tak dále zvyšuje výhodnost odolnosti 

ke zmrznutí (Sinclair et al., 2003). V převažujících  podmínkách severní polokoule 

(sezónní, předvídatelné klima s velmi nízkými zimními teplotami), se hmyz naopak 

může připravit na nadcházející nepříznivé podmínky pomocí postupné akumulace 

ochranných látek, vyprázdnění trávicího traktu apod. a tím snížit bod podchlazení na 

hodnoty zaručující přežití i extrémně nízkých teplot. Díky těmto hlubokým změnám pak 

takové druhy nejsou adaptovány na opakované přechody z klidového do aktivního stavu 

během zimního období a velké výkyvy teplot během zimního období tak mohou 

způsobit vyčerpání metabolických rezerv a následné zvýšení mortality (např. Irvin a Lee, 

2000). Z tohoto hlediska mohou mít recentní klimatické změny směřující např. k větším 

teplotním výkyvům během středoevropských zim negativní následky na horské nebo 

severské druhy, které jsou jinak dobře adaptovány k přežití extrémních (avšak 

předvídatelných) podmínek. 
 

Vliv teploty v klimatickém kontextu 
Recentní klimatické změny spojené se zvyšováním průměrných teplot mají významný 

vliv na živočišná společenstva (Walther et al., 2002). Poměrně rozsáhlá evidence 

existuje o šíření mnoha druhů do vyšších zeměpisných šířek  a do větších nadmořských 

výšek, mnoho studií se zabývá právě denními motýly (Parmesan, 1996; Hill et al., 2002; 

Konvička et al., 2003; Wilson et al., 2005; Braschler a Hill, 2007), naproti tomu 

překvapivě málo informací je k dispozici o ústupu chladnomilných druhů ze spodních 
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hranic jejich vertikálního rozšíření nebo jižních oblastí areálů (Franco et al., 2006; 

Parmesan et al., 1999). Tato disproporce může být způsobena např. tím, že v teplejších 

oblastech jsou druhy více limitovány biotickými interakcemi než přímo teplotními 

změnami (Davis et al., 1998).  

Za předpokladu, že i na spodních teplotních hranicích výskytu druhů má klima 

zásadní vliv, ústup druhů z těchto oblastí může být přehlížen horší detekovatelností 

úplného vymření ve srovnání s kolonizacemi nebo jen nedostatečným množstvím dat o 

rozšíření (Konvička et al., 2003; Parmesan et al., 1999). Mnoho chladnomilných druhů 

navíc obývá malé a izolované ostrůvky vhodných biotopů v nižších polohách nebo 

v jižnějších oblastech, což může zkreslovat informaci o změně areálu (Stefanescu et al., 

2004). Fragmentace výskytu takových druhů spolu se zmenšováním jejich populací tak 

může vést k jejich vymření v mnoha regionech (Wilson et al., 2005). Ohrožení takových 

druhů v nižších polohách může dále zvyšovat větší degradace biotopů (Warren et al., 

2001). Horské druhy přitom nemusí být v bezpečí ani ve vysokých polohách, což 

způsobuje právě jejich specializace na drsné podmínky. Výskytem jsou často omezeny 

na izolované horské masívy a díky nížinným bariérám se nemají v případě klimatické 

změny kam šířit (Hodkinson, 2005). To představuje potenciální ochranářský problém, 

protože horské oblasti hostí specifickou biodoverzitu s velkým podílem endemických či 

reliktních druhů (Vila et al., 2005; Schmitt et al., 2006); toto nebezpečí může být 

akutnější v rozlohou menších a nižších horských masivech jako jsou Hercynská pohoří 

nebo Karpaty. 

Negativní vliv teplejšího klimatu na společenstva motýlů ukazuje například 

Wilson et al. (2005). Ve španělském pohoří Sierra de Guadarrama se celé sledované 

společenstvo motýlů během 30 let posunulo o více než 200m do vyšších nadmořských 

výšek. Detailnější studie jednoho z druhů, běláska ovocného (Aporia crataegi (Linnaeus, 

1758)), ukázala, že jeho ústup ze spodní hranice výskytu byl zapříčiněn větší mortalitou 

larev v důsledku přehřívání v letním období (Merrill et al., 2008). Zaměříme-li se 

konkrétně na horské druhy, příkladem může být práce Franco et al. (2006), srovnávající 

současné a historické rozšířením třech chladnomilných motýlů na Britských ostrovech. 

Horský okáč Erebia epiphron zde v důsledku teplejšího klimatu ustoupil z nižších poloh 

výskytu, přestože stav jeho biotopů zde zůstal nezměněn. Právě tento příklad ale 

ukazuje na mnohdy obtížnou zobecnitelnost takových výsledků pro jiné regiony. Tento 

druh se vyskytuje i v České republice, kde obývá alpínské hole nad hranicí lesa 

v Hrubém Jeseníku. Ve 30. letech 20. století byl ale odtud introdukován do Krkonoš, 
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kde osídlil i níže položené, člověkem vytvořené louky, které se v Hrubém Jeseníku 

nevyskytují (Konvička et al., 2010). To naopak ukazuje, že ekofyziologické limity pro 

přežití motýla leží níže než původní rozšíření jeho biotopů a správně cílený 

management může velmi napomoci zvýšení populační početnosti. Podobně, Scalercio et 

al. (2014) sledovali změny v rozšíření vysokohorského okáče Erebia cassioides (Reiner 

& Hochenwarth, 1792) v izolovaném refugiu druhu v jihoitalském pohoří Pollino. 

Rozloha území obývaného motýlem se zde za posledních 30 let významně snížila a na 

rozdíl od minulosti dnes většina populace žije pouze nad hranicí lesa; zde však došlo 

výraznému a neočekávanému zvýšení populační početnosti.  To ukazuje, že v případě 

konkrétních druhů nemusí být očekávané dopady klimatické změny fatální. Je třeba brát 

v potaz i skutečnost, že řada horských druhů musela během holocénu přežít velmi 

podstatnou redukci vhodných stanovišť v izolovaných refugiích během období atlantiku, 

kdy bylo klima výrazně teplejší než dnes (Prentice et al., 2000). 

Uvedené příklady tak ukazují, že přibývající studie pokoušející se modelovat 

budoucí změny v rozšířený různých druhů jak z hlediska klimatu (Settele et al., 2008; 

Sinclair et al., 2011; Russell et al., 2012) tak potenciálních biotopových změn (De Groot 

et al., 2009) jsou pro konkrétní druhy nedostatečným nástrojem pro odhad skutečných 

dopadů klimatických změn právě kvůli absenci znalostí o konkrétních 

ekofyziologických adaptacích jednotlivých druhů z hlediska komplexních 

enviromnentálních vlivů v kombinaci s mikrostanovištními preferencemi (Turnock a 

Fields, 2005; Ellis, 2011).  

Doplnění těchto znalostí si klade za cíl tato práce, která se zabývá ekofyziologií 

vybraných zástupců denních motýlů, konkrétně hibernujících housenek. Denní jsou 

vhodnou modelovou skupinou, z hlediska všeobecné ochrany hmyzu je lze považovat 

za vhodnou „deštníkovou“ skupinu z mnoha hledisek – popularita a snadná 

determinovatelnost v terénu, značná druhová bohatost i citlivost k environmentálním 

změnám (New, 1997).  

 

Přehled studovaných druhů a získávání experimentálního materiálu 
Práce se zabývá zástupci dvou rodů denních motýlů s holarktickým rozšířením: Erebia 

Dalman, 1816 a Colias Fabricius, 1807. Obě skupiny dosahují značných druhových 

bohatostí v chladných a horských oblastech, ale lze zde najít i dostatek zástupců 

z nižších poloh pro porovnání jejich ekofyziologických adaptací. Studováno bylo 9 
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druhů splňujících předem stanovená kritéria vzhledem k požadavkům na větší množství 

experimentálního materiálu: (1) snadná dosažitelnost početných populací v rámci 

střední Evropy, (2) přezimování ve stadiu housenky a (3) vývoj na běžných a snadno 

kultivovatelných živných rostlinách.  

Pro získání housenek byly v terénu sbírány oplozené samice, které byly v zajetí 

vykladeny přímo na živné rostliny, předpěstované v květináčích. Ty byly umístěny 

v drátěných klecích (o velikosti 50 x 50 x 100cm) potažených monofilovým pletivem, 

dobře propouštějícím sluneční záření. Kladoucí samice byly přikrmovány slabým 

cukerným roztokem. Po vylíhnutí byly housenky ponechány vývoji na živných 

rostlinách bez dalších zásahů (vyjma zalévání živných rostlin) až do podzimu, kdy 

vstoupily do diapauzy (listopad), kdy byly květináče přemístěny do chladové místnosti 

s konstantní teplotou 5°C pro aklimatizaci před započetím experimentů, která trvala 

minimálně 2 týdny. Počty dostupného materiálu z chovů se mezidruhově značně lišily i 

přesto, že získání většího množství vajíček během sezóny nebylo problémem. Přežívání 

housenek během letního a zimního období a během aklimace se naopak mezidruhově 

značně lišilo, celkově nebyla efektivita příliš vysoká pravděpodobně díky obtížně 

ovlivnitelným faktorům při hromadných chovech, jako je šíření bakteriálních a 

plísňových infekcí. Studované druhy a efektivitu získávání experimentálního materiálu 

uvádí následující seznam: 

 

Erebia medusa (Denis & Schiffermüller, 1775) – jeden z mála zástupců převážně 

horské supiny okáčů, který se vyskytuje i v nižších polohách. Druh s eurosibiřským 

areálem, ve střední Evropě obývá vysokostébelné trávníky, lesostepi a otevřené lesy od 

nížin až po ca 1200 m n. m. Housenky se živí různými druhy trav, v chovech byla 

použita kostřava ovčí (Festuca ovina agg.) a sveřep vzpřímený (Bromus erectus Huds.). 

Přezimují ve třetím instaru v trsech trav při zemi. V rámci výzkumu bylo vykladeno 39 

samic nasbíraných v jižních Čechách (Český Krumlov), dochováno 116 housenek. 

Erebia sudetica (Staudinger, 1861) – představitel druhu obývajícího nižší horské 

polohy, rozšířen pouze v Evropě (v ČR původní pouze v Hrubém Jeseníku). Obývá 

otevřená místa v horských lesích a lavinové kary ve výškách 600 – 2000 m n. m. (v 

Hrubém Jeseníku 700 – 1450 m), nejhojnější je při horní hranici lesa. Housenka 

přezimuje ve 2. instaru a živí se travami, v chovech byla použita kostřava nízká 

(Festuca supina Schul) a metlička křivolaká (Avenella flexuosa (L.)). Během výzkumu 
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bylo vykladeno celkem 57 samic pocházejících z Hrubého Jeseníku a dochovat se 

podařilo 76 housenek. 

Erebia epiphron (Knoch, 1783) – evropský horský druh okáče, který obývá 

převážně alpínské hole nad hranicí lesa od 350 (Skotsko) po 2600 m n. m. V ČR je 

původní pouze v Hrubém Jeseníku (1300 – 1490 m n. m.). Částečně semivoltinní druh, 

poprvé housenky přezimují v prvním instaru. Živí se travami, v chovech byla použita 

kostřava nízká (Festuca supina) a metlička křivolaká (Avenella flexuosa). V rámci 

výzkumu bylo vykladeno celkem 49 samic z Hrubého Jeseníku, pro experimenty bylo 

dochováno 80 housenek. 

Erebia tyndarus (Esper, 1781) – vysokohorský okáč, výskytem omezený na 

centrální část evropských Alp. Obývá otevřená travnatá místa při hranici lesa a nad ní 

(1200 – 2700 m n. m.). Housenky se živí tenkolistými druhy trav a přezimují v prvním 

instaru. Jako živná rostlina v chovech sloužila kostřava nízká (Festuca supina). V rámci 

výzkumu bylo vykladeno celkem 52 samic pocházejících z Ötztálských Alp, do 

experimentální fáze se podařilo dochovat pouze 56 kusů. U tohoto i dvou předchozích 

druhů byla nespornou komplikací malá velikost přezimujících housenek a tím pádem i 

jejich těžší dohledatelnost v trsech trav; dále pravděpodobně i jejich větší citlivost 

k bakteriálním a houbovým nákazám v polopřirozených hromadných chovech. 

Colias palaeno (Linnaeus, 1761) – boreomontánní druh žluťáska, který obývá 

rašeliništní a horské biotopy s živnou rostlinou – vlochyní bahenní (Vaccinium 

uliginosum L.). Přezimuje housenka třetího instaru na listech živné rostliny. V rámci 

výzkumu bylo vykladeno celkem 68 samic pocházejících ze Šumavy, do fáze 

experimentů bylo dochováno 208 housenek, což umožnilo detailnější ekofyziologické 

experimenty než u ostatních druhů. 

Colias phicomone (Esper, 1780) – vysokohorský druh žluťáska, výskytem 

omezený na evropská pohoří, kde obývá alpínské hole nad hranicí lesa (900 – 2500 m n. 

m.). Housenky se živí mnoha druhy bobovitých rostlin (Fabaceae), v chovech byla 

použita tolice vojtěška (Medicago sativa L.). Přezimují ve třetím instaru na listech 

živných rostlin. Pro účely výzkumu bylo vykladeno celkem 75 samic (pocházejících 

z Ötztálských Alp) a získáno velké množství vajíček a mladých housenek, problémem 

však byla jejich velké mortalita během podzimu. Do fáze experimentů se dosud podařilo 

dochovat pouze 18 kusů. 

Colias hyale (Linnaeus, 1758) – široce rozšířený a hojný druh žluťáska, 

vyskytující se od střední Evropy po SV Čínu. Housenky se živí na širokém spektru 
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bobovitých rostlin (Fabaceae). Vyskytuje se na rozmanitých typech nelesních biotopů, 

ve střední Evropě od nížin po ca 1800 m n. m., preferuje kulturní krajinu s kulturami 

pícnin. Housenky přezimují ve třetím instaru na listech živných rostlin, pro účely 

výzkumu byly chovány na tolici vojtěšce (Medicago sativa). Celkem bylo vykladeno 22 

samic nasbíraných v jižních Čechách (České Budějovice), do stadia experimentů bylo 

dochováno pouze 26 kusů housenek rovněž díky vysoké podzimní mortalitě. 

Colias alfacariensis Ribbe, 1905 – stepní druh žluťáska rozšířený od JZ Evropy 

do střední Asie. Ve střední Evropě obývá pouze xerotermní stepní biotopy v teplých 

oblastech. Housenky se živí čičorkou pestrou (Coronilla varia L.) a podkovkou 

chocholatou (Hippocrepis comosa L.). Pro účely výzkumu byly housenky chovány na 

čičorce pestré, vykladeno bylo celkem 28 samic nasbíraných v jižních Čechách (Český 

Krumlov), pro experimenty bylo získáno 28 housenek, jejichž podzimní mortalita byla 

rovněž vysoká.  

Colias crocea (Fourcroy, 1785) – teplomilný migrant, který v Evropě trvale 

přežívá pouze v oblasti Středozemí. Pravidelně zalétá do střední Evropy, kde vytváří 

několik následných generací v letním období. Často se objevuje v kulturní krajině 

s kulturami pícnin, housenky se jinak živí na širokém spektru bobovitých rostlin 

(Fabaceae). Pro účely výzkumu byly chovány na tolici vojtěšce (Medicago sativa). 

Vykladeno bylo celkem 38 samic nasbíraných na střední Moravě (Holešov), do 

podzimu bylo dochováno 46 housenek, které však uhynuly během aklimatizace v 5°C; 

ani v této teplotě pravděpodobně nejsou schopny dlouhodobě přežívat, což limituje 

areál trvalého výskytu motýla pouze na nejteplejší oblasti Středozemí (viz kap. 3). 
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Cíle práce 
Práce se zabývá různými aspekty chladové odolnosti zimujících larev dvou skupin 

denních motýlů: Colias a Erebia. Vybrány byly druhy obývající různé nadmořské výšky 

i biotopy. U obou skupin bylo cílem popsat a porovnat různé úrovně chladové odolnosti: 

(1) Zjištění bodů podchlazení a tím i základních strategií pro přežívání nízkých teplot; 

(2) identifikace letálních teplot při krátkodobých expozicích v návaznosti na výsledky 

předchozích experimentů; (3) testování potenciálního chladového poškození larev při 

delších expozicích v různých sériích teplot nad zjištěnými letálními hodnotami. 

Společně s teplotními experimenty provést i (4) analýzy obsahu kryoprotektivních látek. 

V závislosti na dostupnosti materiálu od různých druhů analyzovat i rozdíly 

v geografické variabilitě chladové odolnosti u různých populací. Zjištěné výsledky dát 

do kontextu rozšíření a biotopových nároků jednotlivých druhů (a populací) a jejich 

potenciálního ohrožení v důsledku možných environmentálních nebo biotopových změn. 
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Souhrn: 

Recentní klimatické změny způsobují posuny areálů mnoha motýlích druhů do vyšších 

zeměpisných šířek i vyšších nadmořských výšek. Tyto změny představují vážnou 

hrozbu především pro chladnomilné horské druhy obývající rozlohou omezené ostrovy 

vhodných biotopů. Konkrétní ekofyziologické adaptace těchto druhů, které omezují 

jejich výskyt na horské oblasti, jsou však dosud z velké části neznámé. 

Studovali jsme chladovou odolnost přezimujících housenek čtyř druhů motýlů 

z druhově početného holarktického rodu Erebia, který se vyznačuje velkou druhovou 

bohatostí v horských oblastech. Zkoumány byly druhy s jádry výskytu v různých 

nadmořských výškách, měřeny byly body podchlazení a nejvyšší letální teploty. 

Výsledky ukazují, že i blízce příbuzné druhy využívají při přezimování různé 

strategie k překonávání nízkých teplot z hlediska tolerance nebo naopak citlivosti ke 

zmrznutí tělních tekutin. Jediný druh, jehož housenky přežívaly zmrznutí byl zástupce 

obývající nejnižší polohy – okáč rosičkový (Erebia medusa), u tohoto druhu byla 

zároveň zjištěna nejnižší letální teplota (–21°C). U horských zástupců E. epiphron a E. 

sudetica byly zjištěny vyšší hodnoty; letální teplota u okáče E.epiphron byla zhruba o 

5°C vyšší než bod podchlazení, což ukazuje na pravděpodobnou citlivost k chladovému 

poškození nezpůsobenému mrazem. Překvapivě, nejvyšší letální teplota byla zjištěna u 

vysokohorského okáče E. tyndarus (–8,1°C).  

Chladová odolnost zkoumaných druhů se tak zcela nepředpokládaně snižovala od 

druhů obývajících nižší polohy k motýlům vysokohorským. Tento jev vysvětlujeme 

výrazným ochranným vlivem sněhové pokrývky na stanovištích, která je silná a 

dlouhotrvající ve vysokých polohách a naopak slabá a nepředvídatelná v polohách 

nižších. Nepředvídatelnost a větší fluktuace teplot na níže položených stanovištích 

okáče E. medusa zde rovněž zvýhodňuje toleranci jeho housenek ke zmrznutí. 
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Abstract 

There is strong evidence for a shifting of range boundaries by many temperate butterfly 

species to higher altitudes and latitudes. Climate change represents a potential threat to 

mountain fauna. Nevertheless, information on ecophysiological limits of individual 

species is scarce. We studied the lower thermal limits of four species representing the 

prevailingly mountain Holarctic butterfly genus Erebia. We measured the cold tolerance 

of hibernating larvae, namely the supercooling point (SCP) and the lower lethal 

temperature (LLT). Three mountain species were freeze avoiding, with various levels of 

SCP (–8 to –22°C), and LLT close to SCP. The only exception was lowland E. medusa, 

whose caterpillars were freeze tolerant with LLT (–21°C) slightly below its SCP          

(–17°C). Surprisingly, LLT was highest in the alpine E. tyndarus and lowest in E. 

medusa inhabiting lower altitudes with higher mean winter temperatures. We explain 

the observed reversed altitudinal cline in cold hardiness by the buffering function of 

snow cover in the hibernacula of caterpillars that is strong at high mountains but 

irregular, unpredictable and thus unreliable in lowlands.  

 

Keywords: Alpine habitats, butterfly ecology, climate change, snow cover  

 

INTRODUCTION 

Current discussions on the potential effects of global climatic change, or global 

warming, on biodiversity (e.g 15, 38, 61) highlight the potential threats to cold-adapted 

species restricted in distribution to high altitude mountain habitats (10). In temperate 



 

 30 

regions of the northern hemisphere, habitats above the timberline represent extrazonal 

islands, inhabited by distinct biotic communities, consisting partly of species shared 

with more northerly areas (i.e.; glacial relics, shared with tundra biomes of the high 

Arctic), partly of high mountains endemics (42). Climatic warming, already causing 

shifts of vegetation belts to higher elevations (21, 9), shall in effect shrink the effective 

area of the high mountain biotopes, thus diminishing the habitats’ carrying capacity for 

individual populations, fragmentation of current distribution areas, and/or genetic 

breakdowns of the populations (44, 40, 12, 33). Given the high degree of endemism in 

isolated mountain habitats, this may result in highextinction rates, especially in 

relatively low-elevated mountain systems with only limited area of alpine biotopes (5, 

7).  

Insects are expected to show rapid responses to climate change, because they have 

short life cycles and their populations vary considerably over space and time (1). Given 

the potential threat to mountain-restricted fauna, it is rather surprising how little 

research has been conducted into the ecological requirements of high altitude 

invertebrates, including such a popular model group as butterflies (39, 19). Indeed, the 

ecology of mountain and arctic butterflies has been highlighted as the last unconquered 

frontier in European butterfly ecology (45). Although there is good evidence that some 

mountain species are already moving their distributions upslope (10, 7), it can only be 

guessed which mechanistic factors are responsible for these shifts. Models of 

distribution shifts, such as those based on habitat distribution (5) or climatic envelopes 

(46), offer only crude tools for predicting the fates of individual species. There are 

observations of alpine butterflies colonising newly established openings situated in 

lower-elevation woodlands (23), and hence behaving contrary to established 

predictions. Without understanding the mechanistic (e.g., ecophysiological) limits 

restricting mountain specialists to their current distribution, it is impossible to predict 

individual species’ and communities’ responses to climatic change.  

Recent studies of the cold hardiness of lepidopteran caterpillars are focused 

mainly on individual strongly cold-adapted species, especially of the family Arctiidae 

(31). Butterflies from the genus Erebia Dalman, 1816 (Lepidoptera: Nymphalidae, 

Satyrinae) represent a good model system for comparative studies of ecophysiological 

limits of high altitude species. This Holarctic genus includes over a hundred species, 

plus multiple locally endemic subspecific forms (56), most of them occurring in cold 

environments (e.g. 53, 14), although a few exceptions exist (43, 51). Europe is 
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particularly species-rich, with the Alps representing a bona fide speciation centre, 

hosting 45 species, most of them endemic (58). All Erebia species have a single 

generation per year, all develop on grasses (Poaceae), overwinter in larval stage and 

hibernate in grass tussocks near the soil level (53). Individual species differ in their 

preferred altitude within Central Europe, sometimes very strictly (27, 4).  

In this paper, we measured how four available Erebia species differing in altitude 

range and habitat use differ in cold hardiness of their overwintering larvae. For testing 

the hypothesis that species living at higher altitudes are more cold-hardy than species 

from lower elevations, we compared the supercooling point (temperature of 

crystallization), lower lethal temperature and lower lethal time of diapausing 

caterpillars.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Species studied  

Selected Erebia species cover an altitudinal cline from lowland to alpine habitats. 

E. medusa was sampled in lowland Czech Republic, E. sudetica and E. epihron in 

Hruby Jesenik Mts., Eastern Sudetans, Czech Republic, and E. tyndarus in the Austrian 

Alps (Table 1).  

Erebia medusa (Denis & Schiffermüller, 1775) represents a lowland species in our 

study. Its Eurosiberian distribution ranges from France to northern China. In Central 

Europe, it inhabits forest clearings and late-succession grasslands with scattered bushes 

(e.g. extensively used meadows, forest-steppes) from lowlands up to 1000 m altitude, in 

both dry and wet conditions (39). Third instar larvae overwinter in grass tussocks 

slightly above the soil level.  

Erebia sudetica (Staudinger, 1861) inhabits a disjunctive range in European 

mountains: Hruby Jesenik Mts (Czech Republic), Massif Central (France), the southern 

Carpathians (Romania) and a few spots in the Swiss Alps. The altitude range is between 

600 and 2000 m; in the Czech Republic it is between 700 and 1450 m (27). It inhabits 

clearings including avalanche fields in the mountain forests and is most common around 

the timberline. It overwinters as second instar larva.  

Erebia epiphron (Knoch, 1783), a subalpine species, occurs in most European 

mountains overtopping the timberline: Scotland and NW England, the Vosges Mts., 

Cantabrian Mts., Pyrenees, Alps, Carpathians, Dinarids and Hruby Jesenik Mts. The 

altitudinal range is from 350 m (Scotland) to 2600 m, the distribution is restricted to 
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grasslands above the timberline (1300 to 1500 m) in the Czech Republic. Development 

in these conditions takes one to two years (25, 51), larvae overwinter for the first time in 

the first instar.  

Erebia tyndarus (Esper, 1781), an alpine species, is restricted to the Central Alps, 

between 1200 and 2700 m. It inhabits mainly open grassy and flowery pastures and 

stony slopes above the timberline; grassy clearings in sparse woods near the timberline 

may be used at its lower altitude limits. It overwinters as first instar larva.  

 

Rearing and storage conditions  

Wild-captured fertilized females (E. tyndarus: 52 individuals, E. sudetica: 57 

individuals, E. epiphron: 49 individuals, E. medusa: 30 individuals) were transported in 

small boxes to an outdoor rearing facility in lowland semi-natural conditions in Ceske 

Budejovice (49°00’ N, 14°25’ E, 400 m a.s.l.). The facility, situated in a half-shaded 

garden corner, consisted of wired cages (50 x 50 x 100 cm) covered by mesh. Each of 

the cages contained a flower pot with grass tussocks brought from the original localities. 

We released the females (up to 15 per cage) to the cages, and fed them with a 5% sugar 

solution to maximize their life span and hence the number of eggs laid. The grass 

Festuca supina Schur was used as larval host plant for E. tyndarus (20), a mix of F. 

supina and Avenella flexuosa (L.) Drejer for E. sudetica and E. epiphron, and F. ovina 

L. agg. for E. medusa. After the larvae hatched, we let them develop without 

interruptions, except for occasional watering of the grass.  

In early November, after the larvae stopped feeding and entered winter diapause 

(they hid in grass tussocks at the soil level), we transferred them with their potted grass 

tussocks to an air-conditioned room at a constant +5°C. The grass was regularly sprayed 

with water.  

 

Cold hardiness measurements  

In January, we removed individual larvae from grass and measured their cold 

hardiness. The supercooling point (SCP) was measured individually in sixteen 

individuals per species using the thermocouple device (2). Liquid nitrogen was the 

cooling medium and the cooling rate was controlled at 1 degree per minute. After the 

exotherm appeared on the line recorder, the larva was kept in the cooling device until its 

body temperature decreased again to the value of the crystallization temperature. The 

chamber was then removed from the cooling device to +5°C, the body temperature was 
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left to increase (after body ice melted). The larva was then removed from the chamber 

and kept in a Petri dish at 5°C for 24 hours. Subsequently it was transferred into the 

laboratory and survival was checked as presence of spontaneous movement or reaction 

to mechanical stimulus.  

To measure lower lethal temperature (LLT), groups of ten larvae were put on dry 

filter paper in a Petri dish, and placed in a pre-cooled incubator. The dishes were 

situated in a box insulated by plastic foam and granular ice from its surroundings to 

provide slow cooling (compare to 35, 54) on a negative exponential basis to the set up 

temperature measured inside the dish by resistor thermometer. Series of 3–5 

temperatures close to and above SCP were used in those species where larvae did not 

survive freezing during SCP measurement, while temperatures below SCP were also 

used in one species whose larvae survived freezing. Larvae were removed after 24 

hours and treated as above to check their survival. LLT50 was calculated using logistic 

regression method (17) in Statistica 9 (55). 

We also measured lethal time (Lt) at selected temperatures using the same method 

as for LLT, with exposure times from one to seven days. The logistic equation was 

expressed in the form that enabled direct estimation of Lt50 together with its standard 

error: S=exp(a*(1–t/Lt))/(1+exp(a*(1–t/Lt))), where S is survival between 1 and 0, t is 

the exposure time at selected temperature, and a is a parameter describing the shape of 

the curve (how quickly the survival declines).  

 

RESULTS 

Supercooling points of all species had symmetric distribution, means and medians were 

similar (difference from 0 to 0.4°C). Mean SCP differed among species (ANOVA: 

F3,60 = 47.00, p<10–6). Erebia epiphron showed the lowest mean SCP, followed by E. 

medusa and E. sudetica, which attained similar values (Tukey HSD test: p=0.36, all 

other comparisons p<10–3), while E. tyndarus displayed the highest value (Tab. 1). 

Caterpillars of E. medusa survived these SCP measurements, suggesting that they were 

freeze-tolerant.  

Lower lethal temperature calculated for 24 hours exposure was close to mean SCP 

in two species, E. sudetica and E. tyndarus (Tab. 1). In E. epiphron, LLT was by 5 

degrees higher, which means that there was a substantial chilling injury not caused by 

freezing. On the other hand, LLT in E. medusa was lower by 4 degrees than SCP, which 

confirmed the freezing tolerance of this species. Lethal times at temperatures a few 
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degrees above LLT showed that the caterpillars were really able to survive prolonged 

harsh conditions with slowly accumulating chilling injury. 

 

Table 1. Origin of the populations of studied butterflies, their mean supercooling point 

(SCP ± standard deviation and letters indicating differences according to post hoc test 

following ANOVA), lower lethal temperature after 24 h exposure (LLT) and lethal time 

(Lt) at selected temperature ± standard error. 

 

species original locality latitude 
[°N] 

longitude 
[°E] 

altitude 
[m] 

SCP [°C] LLT [°C] Lt [days] 

Erebia 
medusa 

Cesky Krumlov, 
Czech Republic 

48.83 14.32 600 –17.0 
±2.3b 

–21.1 (–18°) 
6.81.3 

Erebia 
sudetica 

Praded Mt., Czech 
Republic 

50.08 17.23 1320 –15.1 
±4.4b 

–15.1 (–13°) 
5.20.7 

Erebia 
epiphron 

Praded Mt., Czech 
Republic 

50.06 17.23 1460 –22.0 
±3.2a 

–17.1 – 

Erebia 
tyndarus 

Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 –8.4 
±2.8c 

–8.1 – 

 

 

DISCUSSION 

Comparison among species  

Among four butterflies from the genus Erebia forming a cline from lowland to 

high alpine species, overwintering larvae of the high-alpine specialist E. tyndarus 

displayed the lowest tolerance to low temperatures during diapause, regarding both 

supercooling point and the lower lethal temperature. In the three other species, the 

situation differed for supercooling point and lowest lethal temperature. For the former, 

the lowland E. medusa and mountain E. sudetica exhibited intermediate and identical 

values, whereas the subalpine E. epiphron displayed the lowest value. For the latter, the 

subalpine E. epiphron and the mountain E. sudetica displayed identical intermediate 

values, while the lowland E. medusa survived the lowest temperatures. Both measures 

of cold hardiness thus reveal a non-intuitive trend of species occurring in the highest 

elevations being less tolerant to low temperatures than species from lower elevations.  

Perhaps the most surprising result is the poor ability of E. tyndarus to survive low 

temperatures. This butterfly inhabits the highest altitudes among the four species 

studied, with optimum in the alpine belt (30, 53). This counterintuitive finding suggests 

that although E. tyndarus has to cope with a harsh and unpredictable alpine climate 
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during the vegetation season (cf. 3, 18), its diapausing larvae do not experience many 

low subzero temperatures during overwintering. This must be facilitated by 

overwintering below continuous and thick snow cover, whose insulating properties 

ensure rather mild and stable conditions. Exceptional is also the relatively small 

difference between SCP and LLT in freeze tolerant E. medusa. The interspecific 

comparison was facilitated by using unified acclimation conditions (constant +5°C) for 

all species; real conditions in the field may differ among the localities of origin.  

 

Role of snow cover  

It has been convincingly demonstrated that thick snow cover significantly 

increases soil temperature (11, 22) and can significantly increase survival of hibernating 

moth larvae (60, 29, 31, 32) and gall-forming wasps (47). In connection with recent 

climate changes, decreasing duration of snow cover was observed at many localities (8, 

24). However, central European mountains are humid and snow accumulates during 

autumn before very low temperatures occur (62).  

Ambient temperatures in the overwintering habitats of E. sudetica and E. epiphron 

often drop below their supercooling points, suggesting that insulation by snow cover is 

important. In the Jesenik Mts., E. sudetica occurs mainly in wind-shielded valley 

headwalls with a high snow accumulation (28), but also at lower-elevated clearings, 

where the snow cover is less predictable. In the same mountains (27) and elsewhere in 

Europe (4, 10), E. epiphron survives at summit grasslands, where the snow may get 

quite low locally due to blowing winds (16). Among ladybirds (Coleoptera: 

Coccinellidae), differences in cold hardiness are known to be bound to differences in 

overwintering microhabitats on hill slopes and summits (34).  

 

Freeze avoidance and tolerance  

The three mountain/alpine species are freeze intolerant, i.e., not able to survive 

freezing of their body liquids (62), and avoid this by lowering their supercooling point. 

In contrast, the lowland representative Erebia medusa displayed a freeze tolerance 

strategy, surviving the freezing of body liquids. This was shown by both survival after 

cooling the body back to the supercooling temperature, when gradual freezing of body 

water was observed as the exotherm, and by the difference between mean SCP and LLT. 

Cumulative chill injury is probably present at least in E. sudetica (35), which thus 

belong to the cold hardiness class Snow White (in sense of 36).  
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Freeze avoidance appears as a more common and evolutionary ancestral situation 

in hexapods in cold environments (50), even in such extremes as in the Antarctic 

springtail Gomphiocephalus hodgsoni Carpenter (Collembola) (49). Freeze avoiding 

ectotherms are better adapted to climatically stable environments, where they invest into 

metabolically costly cryoprotective substances (48). In contrast, freeze tolerance is 

favoured in climatically unstable environments, such as the southern hemisphere 

oceanic regions with unpredictable frosts (50).  

Higher incidence of freeze tolerance evolved in colder arctic and boreal areas (59), 

e.g. in the moth Gynaephora groenlandica (Wocke), which repeatedly overwinters in 

the high Arctic (25). The incidence of freeze tolerance in the temperate zone was 

significantly higher in habitats more exposed to temperature changes (higher probability 

of freeze-thaw cycles, 48), which is in line with the adoption of freeze tolerance in E. 

medusa, a species of lower-altitudes with unpredictable snow cover. Relatively higher 

temperature under snow cover increases utilisation of nutrients. Important metabolic 

suppression by freezing was observed in the freeze-tolerant arctiid caterpillar 

Pyrrharctia isabella (JE Smith) (32). Freeze tolerance is energetically less costly, and 

the evolution of freeze tolerance also in E. medusa appears quite logical.  

In contrast with the other three species investigated, E. medusa overwinters as 

relative large, third-instar larva (53). Larger body size physically increases the 

supercooling point (13) and it, again, may prioritize the freeze tolerance strategy. It is 

intriguing in this context that the two largest European Erebia, E. euryale (Esper) and E. 

ligea (L.), that inhabit mountain woodlands, overwinter as eggs, and display partial 

biennial development (63).  

Conclusion  

To summarise, the low temperature limits found for the four Erebia 

representatives covered by this study form an altitudinal cline opposite to superficial 

suggestions as stated in the aims of this study. The patterns found illustrate a great 

diversity of ecophysiological adaptations to sustain winter frosts, even within a single 

genus. They show that in predicting responses of cold-adapted species to warming 

climate we must consider the complexity of both intrinsic (ecophysiology) and extrinsic 

(climatic and microclimatic patterns) factors, defining the distribution limits of 

individual species. In addition to larval diapause, requirements of both immature and 

adult stages during vegetation seasons may have a decisive role. We are still at the 

beginning of understanding the species-specific factors, considering the distribution 
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changes of habitats, which by definition encompass all the combined needs (6). Last, 

but not least, the diversity of winter-surviving strategies in the cold-adapted Erebia 

butterflies represents a fascinating challenge for the use of the phylogenetic comparative 

method (52).  
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Souhrn: 

Žluťásek borůvkový (Colias palaeno (Linnaeus, 1761)) je motýl s boreomontánním 

rozšířením, centrum jeho evropského rozšíření je v severní části kontinentu. Ve střední 

Evropě se vyskytuje lokálně na ostrůvcích vhodných biotopů v horách a na rašeliništích 

a v mnoha regionech patří k ustupujícím druhům.  

Studovali jsme ekofyziologii přezimujících housenek (chladová odolnost, složení 

kryoprotektantů, přežívání po ukončení diapauzy) z dvou rozdílných populací (horská 

rašeliništní populace ze Šumavy a vysokohorská populace z italských Alp).  

Přezimující housenky motýla jsou citlivé k zmrznutí, jejich letální teplota se 

pohybovala těsně nad (velmi nízkým) bodem podchlazení (–25 až –27°C). Při delších 

expozicích housenek z české populace teplotě –26°C stoupala s delší dobou expozice, 

polovina experimentálních jedinců zahynula při době expozice 9,4 dne. 

Obě populace se značně lišily v obsahu kryoprotektantů v těle. Housenky z české 

populace obsahovaly celkově více kryoprotektivních látek, především glycerolu (5% 

hmotnosti) a cukrů (trehalóza 0,8%, glukóza 0,2%) než populace alpská (glycerol 0,3%, 

trehalóza 0,6%, glukóza 0,3%). Tyto významné rozdíly však neměly vliv na chladovou 

odolnost housenek, která byla u obou skupin srovnatelná, konkrétní role jednotlivých 

kryoprotektivních složek v procesu chladové odolnosti tak zasluhuje další výzkum. 

Glycerol pravděpodobně zajišťuje vysokou odolnost hosenek k vyschnutí. Ve stadiu 

přezimujících housenek je tak motýl velmi odolný k nízkým teplotám i vyschnutí při 

srovnání s dalšími zkoumanými středoevropskými druhy hmyzu. 

Srovnání jarního vývoje housenek, umístěných přes zimu v rozdílných teplotních 

podmínkách (konstantní teplota 5°C vs. přírodní podmínky) neukázalo žádný rozdíl 

v přežívání a schopnosti vývoje k imágu. Rozdíl byl pouze v nižší hmotnosti po 

přezimování u larev umístěných ve vyšší teplotě, tento rozdíl byl však později 

kompenzován při příjmu potravy.  

Celkově tedy žluťásek borůvkový patří k velmi odolným druhům z hlediska 

tolerance k nízkým teplotám a vlhkosti, což přispívá k jeho schopnosti přežívat na celé 

škále drsných klimatických podmínek v celém velkém areálu. 
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Abstract 

 

Colias palaeno (Linnaeus, 1761) (Lepidoptera: Pieridae) is a butterfly with boreal 

distribution with declining populations in peat bogs and subalpine habitats in Central 

Europe. We investigated the cold tolerance of overwintering caterpillars from one 

mountain population from Czech Republic (960m a.s.l.) and one alpine population from 

Italy (2000m a.s.l.). The caterpillars were freeze-avoiding, with lower lethal temperature 

close to their very low supercooling point (–25 to –27°C). The Czech mountain 

population accumulated high concentrations of glycerol (5% fresh mass) and sugars 

(trehalose 0.8%, glucose 0.2%), while the Italian alpine population only moderate 

amounts of glycerol (0.3%) and sugars (trehalose 0.6%, glucose 0.3%) without effect on 

their cold hardiness. We hypothesize that the high concentration of glycerol contributes 

to the high desiccation tolerance. Larvae that overwintered at 5°C had a lower body 

mass than those overwintering in natural conditions, indicating a metabolic weight loss, 

but both groups survived equally well. 
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INTRODUCTION 

 

Low temperatures affect insect survival, particularly in extremely cold environments, 

e.g. polar regions and mountains. In such regions, insects have to complete their 

development in a very limited part of the season (39) and have to deal with temperature 

extremes during overwintering (15, 31). On the other hand, some characteristics of these 

unique habitats may contribute to the survival of overwintering insects. Predictable 

snow cover insulates grounddwelling organisms against low ambient temperatures, 

improving their survival if compared with organisms living in areas with unpredictable 

snow cover (10, 33, 52). Similarly, humid Sphagnum tussocks in boggy habitats buffer 

against microclimatic fluctuations (49). Survival of extreme winter conditions on these 

sites depends on complex adaptations, including various cold hardiness strategies 

combined with selection of an appropriate microhabitat (27, 54). From a conservation 

point of view, recent changes of temperature and (or) precipitation regimes should be 

risky for species inhabiting limited extrazonal habitats, e. g. cold peat bogs or high 

mountains (40, 14). 

 

Physiology of overwintering 

Each of the two main strategies of coping with subzero temperatures, freeze 

tolerance (ability to survive freezing of body liquids) and freeze avoidance (mechanisms 

preventing freezing of body liquids) (e.g. 42), is advantageous in certain climatic 

contexts (50). Supercooling capacity and protection against chill injury are both 

enhanced by the synthesis and accumulation of cryoprotective substances, including 

glycerol, glucose, sorbitol and trehalose (45, 38). Glycerol functions as an antifreeze, 

decreasing the freezing temperature, and as a cryoprotectant binding free water (32) and 

preventing protein denaturation (7). However, the mere accumulation of glycerol does 

not provide freeze tolerance (45), it seems to provide cryoprotection only in 

combination with other physiological changes (9). Decrease of water content is not 

necessary for decreasing supercooling point (SCP) or enhancing survival of insects (30). 

 

 



 

 45 

Model species distribution and activity 

Colias palaeno (Linnaeus, 1761) (Pieridae), a member of the species-rich and 

cosmopolitan genus Colias Fabricius, 1807, is a Boreal zone butterfly, inhabiting a vast 

circumpolar range in northern Eurasia, from approximately the 50° parallel northwards. 

In addition, it forms multiple relic populations situated more southerly, in higher-

elevated and cooler areas of the temperate zone (51). In North America it is replaced by 

the vicarious Colias chippewa Edwards, 1872, inhabiting similar habitats with 

Vaccinium host plants (26, 51). 

Within its huge range, C. palaeno occurs in a wide range of habitats, provided that 

its host plant, Vaccinium uliginosum L., is present. In temperate Central Europe, C. 

palaeno occurs as a glacial relic at two main habitat types: cold peat-bogs, i.e. azonal 

oligotrophic wetlands in submountain and mountain elevations, from approximately 

400m altitude onwards, and open, sometimes drier, heathlands at and above the 

timberline in high-elevations of the Alps (5, 6, 47). Adults usually occur from late May 

to early August, depending on elevation and weather conditions, males patrolling the 

habitat, females ovipositing singly on host plant leaves. Larvae are commonly reported 

to overwinter on dry leaves attached to the stems by silk fibre or falling with the leaf to 

the ground, mainly in the lower parts of the host plant (19, 28); recent observations from 

southern Bavaria, however, show that most caterpillars leave the host plant already in 

August and overwinter at Sphagnum covered ground (Dolek et al., unpublished). 

Many of the relic populations at southern outposts of the range of C. palaeno are 

declining at present (8, 37). This particularly applies for the populations inhabiting 

Sphagnum-bogs within submontane and mountain elevational zones. The species is thus 

extinct in Belgium (the Ardennes) as well as in northern and some central states of 

Germany.  

 A stronghold of Central European importance is the prealpine hill and bog area in 

southern Bavaria, containing hundreds of localities. Since the 1990s, a loss of about 

50% of localities occurred in this area (6). Concurrently in the Czech Republic, the 

species lost about 40% of its mid-20th century distribution. Local extinctions are also 

known from the lower mountains of Austria and Switzerland. In the Alps, C. palaeno 

exploits both drier and wet habitats above the timberline, from approximately 1800 m 

onwards. Although precise quantitative data on past and current distribution are not 

available, the species does not seem to be threatened in the Alps (11). 
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Central European populations and high altitude alpine populations are considered 

as different subspecies, C. p. europome (Esper, 1778) and C. p. europomene 

(Ochsenheimer, 1808), respectively. Direct exchanges of individuals between the 

prealpine bog and hill area and the Alps are unlikely. 

Several reasons have been implicated to explain the losses of lower-elevation 

populations, including habitat degradation (drainage, successional changes) (8), and 

climatic warming (cf. 41). Any such conjectures are premature, however, as there is 

practically no information regarding the ecophysiological limits of the species’ 

persistence. Obtaining such information may shed some light on persistence patterns of 

northern species in more southerly latitudes, and thus on their future prospects. 

In this paper, we investigated the lower thermal survival limits of C. palaeno 

diapausing larvae. We compared larvae from two contrasting southerly-situated 

populations, one from mountain-zone peat bogs in the Šumava Mts., Czech Republic, 

and one from the timberline in the Alps, Italy. We measured how these two 

geographically and altitudinally distinct populations differed in their cold hardiness, 

expressed as supercooling point, lower lethal temperature and postdiapause survival. 

We also studied their physiological adaptations to cold winter conditions through 

analysis of body content of cryoprotectants. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Rearing experimental individuals 

We used hibernating caterpillars of C. palaeno, originating from two distinct 

localities in the Czech Republic and Italy. The Czech mountain population (Šumava 

Mts., 49°02'N, 13°40'E, 960 m a.s.l.) inhabits a mosaic of Sphagnum-bog, wet 

grasslands and waterlogged Picea abies – Betula pubsecens woodlands. Here, fertilized 

females (n = 45) were captured in July 2010, and transported to an outdoor rearing 

facility. The Italian alpine population (Alpi Lepontine, 46°10'N, 8°10'E, 2000 m a.s.l.) 

inhabits dwarf shrubland habitats at the timberline containing the host plant Vaccinium 

uliginosum. Here, we directly collected 30 third-instar larvae from V. uliginosum leaves 

in September 2011, and transported them to the same rearing facility. 

The rearing facility, located in lowland semi-natural conditions (a half-shaded 

garden corner) in Ceske Budejovice, Czech Republic (49°00'N, 14°25'E, 400 m a.s.l.) 
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consisted of wired cages (50 x 50 x 100cm) covered by nylon mesh. Each of the cages 

contained a flower pot with a V. uliginosum plant. 

From the mountain population, we released up to five females into each cage and 

fed them with a 5% sucrose solution to increase their life span and hence the number of 

eggs laid. After the larvae hatched, we let them develop without disturbance, except for 

watering the host plants. In the first decade of November, after the larvae stopped 

feeding and entered winter diapause, being rolled in dry leaves of V. uliginosum 

attached to stems, we transferred the pots to an air-conditioned room with constant 5°C 

temperature and about 40% humidity. The plants were regularly sprayed with water to 

avoid desiccation. 

Larvae from the alpine population were already showing signs of entering 

diapause when released to the cages. After a few days in the rearing facility, they were 

treated identically as the mountain ones. 

 

Cold hardiness measurements 

In January, we removed individual larvae from the host plant and measured their 

cold hardiness. The supercooling point (SCP) was measured individually in sixteen 

individuals per population using a line recorder with hand-made thermocouples (18), 

which were attached to the body of the experimental caterpillars (12). Larvae were 

gradually cooled above liquid nitrogen and cooling rate was controlled at 1 degree per 

minute. After the exotherm appeared on the line recorder, the larva was kept in the 

cooling device until its body temperature decreased again to the value of crystallization 

temperature. The chamber was then removed from the cooling device to an ambient 5°C, 

the body temperature was left to increase (after body ice melted). The larva was then 

removed from the chamber and kept in a Petri dish at 5°C for 24 hours. Survival was 

subsequently checked at 20°C as presence of spontaneous movement or reaction to 

mechanical stimuli. 

To measure lower lethal temperature (LLT), groups of ten larvae were put on dry 

filter paper in a Petri dish, and placed in a pre-cooled incubator. The dishes were 

situated in a box insulated by plastic foam and granular ice from its surroundings to 

provide slow cooling on a negative exponential basis to the set up temperature measured 

inside the dish by resistor thermometer. Series of temperatures close to and above SCP 

were used. Larvae were removed after 24 hours and treated as above to check their 
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survival. LLT50 was calculated using the logistic regression method in Statistica 10 (46) 

software package. 

We also measured lethal time (Lt) at selected temperature above SCP using the 

same method as for LLT, with exposure times from one to seven days. Again, Lt50 was 

calculated using logistic regression. 

 

Analysis of cryoprotectants 

Eighteen individuals from the mountain population and seven individuals from the 

alpine population were analyzed individually. Diapausing larvae were frozen at –80°C, 

then melted, homogenized in 70% ethanol, samples centrifuged, supernatant derivatized 

with O-methylhydroxylamine (oximation) and trimethylsilylimidazol (silylation). After 

derivatization, the concentrations of low-molecular mass sugars and polyols (putative 

cryoprotectants) were determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry 

(23, 25). Chemicals used during analysis were purchased from Sigma-Aldrich Co. 

Concentrations were expressed as μg/mg fresh body mass. Differences between the two 

populations were analyzed using t-test with independent samples (Statistica 10). 

Standard probability value of 0.05 for decision of significance was lowered in this series 

of several parallel tests (Table 1) using the Sidak correction (1). 

In addition to t-tests, we also used the redundancy analysis (RDA), a constrained 

ordination method that compares the entire composition of samples with respect to 

external predictors; in this case, entire polyol profiles with respect to the origin of the 

individuals. We used the CANOCO programme, statistically testing for the difference 

between populations using the Monte-Carlo permutation test with 999 repetitions (29). 

 

Postdiapause growth 

Ten caterpillars from the mountain population that overwintered outdoors and ten 

that overwintered at constant 5°C were transferred in April to laboratory rearing 

conditions: 14L:10D photoperiod and 20°C. They were placed individually into Petri 

dishes (15 cm diameter) and fed with V. uliginosum twigs with young leaves. Their 

body mass was measured after the transfer and then after one and two weeks. Pupation 

and adult eclosion were recorded, sex of the adults was determined. Differences 

between the two treatments were analyzed by t-test with independent samples (Statistica 

10). 
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RESULTS 
 

Cold hardiness 

Overwintering larvae of Colias palaeno did not survive SCP measurements with 

freezing of their body fluids, and thus exhibited the freeze-avoiding strategy. Mean SCP 

(±SD) were –24.8±3.9°C (mountain population) and –26.8±2.7°C (alpine population); 

the difference was not significant (t-test: t30 = 1.72, P = 0.10). The lower lethal 

temperature, estimated for the mountain population only (–26°C), was very close to the 

SCP. Survival of overwintering larvae of the mountain population at –26°C decreased 

with exposure duration according to logistic regression S= e1.56−0 .167. ED

1+e1 .56−0 .167 . ED , Lt50 was 

9.4 days. It follows that hibernating larvae of C. palaeno are highly cold-resistant, able 

to survive extreme winter conditions. 

Polyols 

The Czech mountain population larvae exhibited much higher total concentrations 

of polyols and sugars, mainly glycerol and trehalose, than the alpine Italian population. 

On the other hand, the alpine population larvae had a higher concentration of glucose 

(Tab. 1). Glycerol formed by far most of the osmotically active body substances in the 

mountain population, whereas trehalose, followed by glucose and glycerol in 

comparable concentrations, were most prominent in the alpine population. Another 

sugar that had concentration about 1 µg/mg was saccharose, in both populations, 

whereas the other compounds were present in concentrations too low to substantially 

contribute to cold hardiness and they did not differ between the two populations. RDA 

analysis (Fig. 1) also pointed to a highly significant difference between the two 

populations in the composition of cryoprotective polyols.  
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Table 1: Contents of cryoprotectants in overwintering caterpillars of Colias palaeno 
expressed in µg per mg fresh mass. Differences between the Czech mountain and 
Italian alpine populations significant on the adjusted probability level are expressed in 
bold. 
 
 Czech mountain Italian alpine   
 Mean SD Mean SD t P 
Glycerol 47.72 21.53 2.901 2.155 5.43 0.000016 
Arabinitol 0.167 0.032 0.191 0.073 1.17 0.25 
Ribitol 0.031 0.013 0.031 0.019 0.01 0.99 
Fructose 0.360 0.068 0.442 0.129 2.09 0.048 
Glucose 1.994 0.417 2.971 0.958 3.62 0.0014 
Mannitol 0.159 0.027 0.210 0.071 2.61 0.016 
Sorbitol 0.248 0.041 0.304 0.109 1.91 0.068 
Myo-inositol 0 0 0.036 0.094 1.66 0.11 
Saccharose 1.163 0.391 0.841 0.271 1.99 0.059 
Trehalose 8.397 1.860 5.237 2.509 3.46 0.0021 
Threitol 0.041 0.028 0.055 0.018 1.26 0.22 
Erythritol 0.078 0.067 0.127 0.044 1.78 0.088 
Ribose 0.099 0.058 0.150 0.046 2.05 0.052 
Σ 60.46 21.54 13.50 3.947 5.66 0.000009 
 

 

 

 

-1.0 1.0

-0
.4

0.
6

Cz It

Glycerol

Arabinitol

Ribitol

Fructose

Glucose Mannitol

Sorbitol

Myo-inositol

Saccharose

Trehalose Threitol

Erythritol

Ribose

 

Fig. 1. Profiles of polyols in the Czech mountain (Cz; n=18) and Italian alpine (It; n=7) 
overwintering larvae of the butterfly Colias palaeno. RDA ordination diagram (1st and 
2nd ordination axes). The origin of samples (Cz vs. It) explained 68% of variation in the 
polyol profiles; the proportional variation attributable to individual ordination axes was 
0.678 (1st), 0.270 (2nd), 0.040 (3rd) and 0.006 (4th). Monte-Carlo test: F = 48.5,          
P < 0.001. 
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Postdiapause growth 

The initial body mass of caterpillars after overwintering in natural conditions was 

slightly higher (10.8±2.1mg) than after overwintering at constant 5°C (8.6±2.2mg; t16 = 

2.18, P = 0.044). The difference after one week (54±14mg vs. 37±20mg; t14 = 1.86, P = 

0.083) was not significant due to a high variability in the 5°C treatment. The smaller 

individuals that overwintered at constant 5°C grew more slowly than the larger ones, 

however, so that the individual differences in body mass increased. After two weeks, 

differences in body mass between the two treatments were not significant (238±79 vs. 

212±115 mg; t12 = 0.49, P = 0.640), although the individual differences within 5°C 

treatment were still apparent. Pupation was delayed in the smaller individuals; the post-

diapause larval development lasted 19 days in the fastest individual and 31 days in the 

slowest one. However, the differences in body mass and duration of development might 

be influenced by the bias in sex of individuals, because there were more females 

(6F:1M) in the outdoor treatment and more males (2F:5M) in the 5°C treatment. 

However, the mass after two weeks did not differ between the two sexes (females: 

247±90, males: 261±32 mg; t10 = 0.27, P = 0.691). Postdiapause survival was 7 out of 

8 and 7 out of 10 individuals in the two treatments. 

 

 

DISCUSSION 

 

Cryoprotectants 

Interestingly, the two populations differed substantially in the content and composition 

of cryoprotectants. Although the samples differed in their previous history and year of 

sampling, the long acclimation procedure was equal for them. It seems that the high 

content of glycerol, found in the mountain but not in the alpine population, is not 

necessary for efficient cold hardiness. There are examples of other Lepidoptera with 

both positive and no relationship between glycerol content and cold hardiness. Changes 

in glycerol content from November through December to March correlated with SCP in 

the Asiatic rice borer Chilo suppressalis (Lepidoptera: Pyralidae): 34, 41, 22% of 

haemolymph; –11, –13, –5°C; while trehalose content did not (21). For field-collected 

larvae of the European corn borer Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae), SCP 

remained low in November and December (–24 and –24.5°C) and increased in February 

(–23°C), while the glycerol concentration increased during this period (probably 0.6, 2.8, 
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10.5% – there is a mismatch in magnitudes in the article) and trehalose content 

remained about 0.1% (3). In the forest tent caterpillar Malacosoma disstria (Lepidoptera: 

Lasiocampidae), glycerol content was about 16% dry weight in November and January 

while only about 3% in August and April. However, SCP remained between –30°C and 

–35°C all year round (48). In larvae of Sesamia nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae), 

mean SCP values decreased from –6 to –9°C from November to December together 

with an increase of trehalose concentration from 0.7 to 5.2% fresh weight, while 

glycerol content remained at about 5%. However, SCP was lowest in February (–9.2°C) 

while both trehalose and glycerol contents dropped (0.3; 0.5%) (4). 

The higher concentration of glucose in the alpine population can be explained as 

retaining the initial intrinsic higher content of the source for synthesis of other 

cryoprotectants, while in the mountain population, the source was mostly utilized for 

this purpose. Such inverse pattern was found in the forest tent caterpillar, Malacosoma 

disstria (Lepidoptera: Lasiocampidae) (48). 

The high glycerol concentration in C. palaeno may rather function as a protection 

against desiccation since glycerol is hygroscopic. The caterpillars survived several 

months of exposure at constant 5°C and low relative air humidity with no apparent 

changes in body structure. Unfortunately, we did not measure their water content. Under 

snow, in the Alps, humidity is 100% from November until April. Snow cover may be 

temporarily low in the Bavarian and Czech mountains, and twigs with caterpillars 

exposed. Low temperatures in field (Fig. 2) interact with low humidity on twigs. The 

relationship between drought and glycerol content during winter was studied in larvae 

of the rice stem borer Chilo suppressalis: glycerol concentration was significantly 

higher (48% of haemolymph) and SCP lower (–10°C) at low soil moisture (25%) than 

at higher moisture (35%, –7°C). Trehalose concentration displayed an opposite trend 

(20). 

 

Survival 

Overwintering caterpillars of the butterfly Colias palaeno were freeze-avoiding, 

with lower lethal temperature close to the supercooling point. The measures of cold 

hardiness in two widely separated populations were extremely low in comparison to 

numerous insect species occurring in temperate Central Europe (e.g., SCP in ladybirds 

Coccinella septempunctata: –15°C, Ceratomegilla undecimnotata: –19°C (36); bugs 

Pyrrhocoris apterus: –15°C (22); Graphosoma lineatum: –17°C to –18°C (44); five 
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gerrid semi-aquatic bugs: SCP: –10.5 to –20.5°C, LLT: –8 to –16°C (16). The 

supercooling point was similar in magnitude to the mountain bark beetle Ips 

typographus: –20 to –22°C (24), and the alpine butterfly Erebia epiphron (–22°C), 

which inhabits similar habitats as the C. palaeno mountain and alpine populations, 

respectively. E. epiphron nevertheless displayed higher values of LLT (–17°C), while 

two of its congeners of alpine habitats, E. tyndarus and E. sudetica, displayed still 

higher values: –8 to –15°C (52). In three other species of Colias butterflies, both 

lowland and alpine, SCP was much higher (–18 to –14°C) (53). 

In any case, the values found for C. palaeno document a safe survival of low 

temperatures by its overwintering larvae. Furthermore, the two C. palaeno populations 

did not differ in cold hardiness, although the Czech mountain population likely 

experiences occasional snow-melts, while the Italian alpine population is likely 

insulated by snow for most of the winter. This is well illustrated using temperature 

measurements from the Italian alpine population, and from a population in Bavaria, 

inhabiting conditions similar to the Czech mountain population studied here (Breitmoos 

peat bog, 47°45'N, 12°46'E, altitude 400 m) (Fig 2). Evidently, low subzero 

temperatures are never experienced by the larvae overwintering in the moss layer and 

insulated by snow. They can be, however, experienced by larvae spending winters at 

host plant twigs. It would be worth to quantify the fraction of individual populations 

overwintering in these frost-exposed situations, contrary to those overwintering in the 

moss layer, because only the former larvae might be threatened by deep frosts. Even at 

the twigs, however, temperatures below -20°C occurred for only brief periods of time, 

while several days of continuous exposure to such frosts would be necessary for 

substantial mortality. The role of snow cover for survival of lepidopteran larvae was 

recently stressed (34, 52). 
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Fig. 2. Comparison of minimum and maximum daily temperatures likely experienced by 
overwintering larvae of the butterfly Colias palaeno. a) A mountain population 
(Breitmoos peat bog, southern Bavaria), measurements taken next to twigs of the 
Vaccinium uliginosum host plant (plant) and on the ground (moss layer). b) An alpine 
population (Alpi Lepontine, Italy), measurements taken at 1.5 m and near the ground 
(10 cm, where larvae start overwintering diapause). Note that the two measurements 
cover different periods of time. 

 
The C. palaeno larval overwintering at constant temperature, which was relatively 

higher than the temperatures experienced outdoors, was probably accompanied with a 

higher metabolic rate, and resulted in higher mass loss. Depletion of energetic reserves 

even at moderately low winter temperatures was reported in caterpillars of the oak 

processionary moth Thaumetopoea processionea (Lepidoptera: Notodontidae) (35) and 

the parasitic wasp Aphidius colemani (Hymenoptera: Aphidiinae) (13). Our caterpillars 
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survived the unnatural conditions of constant 5°C well, compensating for their mass loss 

after the onset of feeding and successfully developing into adults. 

In any case, the unusually high cold hardiness and desiccation tolerance arguably 

contribute to C. palaeno’s wide distribution. Its larvae experience a wide diversity of 

conditions, from northern tundra and boreal woodlands to high altitudes, and may even 

experience deep frosts if overwintering at host plant twigs in more continental parts of 

their ranges. 

The reasons of the C. palaeno low latitude populations’ recent decline remain 

unexplained, the overwintering abilities of the larval stage safely rule out overwintering 

larval mortality as the responsible factor. Neither relatively higher average winter 

temperatures that appear as a consequence of climate warming nor very low 

temperatures and low humidity that may occur in the overwintering microhabitat due to 

decreased snow cover would cause a substantial larval mortality. Causes of the declines 

should be sought for in other factors, such as (possibly climate-driven) changes in host 

plant quality (cf. 2), possible phonological mismatches between larval spring emergence 

and host plant leaves flushing (cf. 43), or perhaps increased infestation by pathogens or 

parasitoids (cf. 17) or microclimatic conditions during summer development. In any 

case, results of this study highlight the efficiency of low temperature adaptations of 

cold-adapted insects, and point to a possibly high diversity of physiological mechanisms 

to achieve their impressive cold hardiness. 
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Souhrn: 

Studie se zabývá body podchlazení u přezimujících housenek čtyř středoevropských 

motýlů z celosvětově rozšířeného rodu Colias. Vybrané druhy reprezentují různé typy 

biotopů v různých klimatických podmínkách, od suchých stepních trávníků po chladné 

alpínské hole a rašeliniště. 

Zjištěné hodnoty dobře reflektují velkou diverzitu adaptací k různým 

enviromnentálním podmínkám. Nejnižší hodnota (–24,8°C) byla zjištěna u 

rašeliništního a horského žluťáska borůvkového (Colias palaeno), vyšší hodnoty byly 

zjištěny u stepního specialisty C. alfacariensis (–18,6°C), nížinného generalisty C. 

hyale (–14,5°C) a specialisty alpínských trávníků C. phicomone (–13,8°C). Housenky 

všech studovaných druhů byly citlivé ke zmrznutí. Housenky teplomilného 

středomořského migranta C. crocea vesměs nepřežily dvoutýdenní aklimaci při teplotě 

5°C, což ukazuje, že trvalý výskyt motýla je pravděpodobně limitován na nejteplejší 

středomořské pobřeží a ostrovy.  

Srovnání bodů podchlazení těchto druhů je pouze prvním krokem k pochopení 

jejich komplexních ekofyziologických adaptací, mohou však již reflektovat diverzitu 

podmínek v obývaných oblastech a biotopech. Obdobně jako u dříve studovaných 

okáčů rodu Erebia, nesledují zjištěné hodnoty klimatický gradient od teplejších oblastí 

k chladnějším, ale reflektují spíše mikroklimatické podmínky na místech, kde housenky 

přezimují s pravděpodobně významným vlivem přítomnosti sněhové pokrývky. 
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Abstract      We report different values of supercooling points (SCP) of overwintering larvae of 

4 European species belonging to the globally-distributed butterfly genus Colias. The selected 

species represent diverse habitat and altitude preferences, from dry and warm steppe grasslands 

to alpine meadows and peat bogs. The Mediterranean migrant C. crocea Geoffroy did not 

survive the acclimation temperature of 5°C. All 4 remaining species were freeze-susceptible. 

Colias palaeno (L.), a peat bogs species, showed a high degree of cold hardiness (mean SCP:    

–24.8°C). It was followed by the steppe grassland specialist C. alfacariensis Ribbe (–18.6°C). 

Alpine C. phicomone (Esper) (–13.8°C) and lowland generalist C. hyale (L.) (–14.5°C) 

exhibited similar high values. We argue that besides ambient temperature, the specific 

microclimate at overwintering sites, and continentality influencing snow cover influence the 

diversity of cold hardiness in Colias butterflies. 

 

Key words      butterfly ecology, diapause, frost survival, mountain habitats, grasslands, 

Palaerctic region, Pieridae 

 

 

Temperature is one of the most important environmental factors influencing insect 

survival. This is particularly prominent in cold mountain or polar regions, where insect 

activity is restricted to only short periods of the year and complex strategies of winter 

period survival have evolved (Roff 1980, Boggs and Inouye 2012). The bulk of 

Lepidoptera cold hardiness studies target pest species (e.g., Andreadis et al. 2008, Hou 

et al. 2009), with only few studies focusing on species native to arctic or alpine (Dillon 
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et al. 2006, Vrba et al. 2012) environments. These species, however, may be particularly 

sensitive to temperature-mediated habitat loss caused by recent climatic warming 

(Boggs and Murphy 1997, Dirnböck et al. 2011, Konvička et al. 2003). The 

ecophysiological adaptations and constraints restricting cold-adapted specialists to cold 

environments remain largely unknown. 

Each of the 2 insect cold hardiness strategies (freeze tolerance and freeze 

avoidance) seems to be advantageous in certain climatic contexts (Turnock and Fields 

2005). The role of  microclimate at overwintering sites is also important, mainly the 

buffering role of snow cover or moss hummocks (Marshall and Sinclair 2011b, Vrba et 

al. 2012). Winter survival, thus, depends on combinations of physiological mechanisms 

and microhabitat use (Layne et al. 1999, Wagner et al. 2012). Because freezing is lethal 

for freeze avoidant species, their SCP is slightly lower than, or equal to, their lower 

lethal temperature, and SCP gives a rough estimation of their cold hardiness. 

The species-rich globally-distributed butterfly genus Colias (F.) (Lepidoptera: 

Pieridae) is remarkable for its diversification in a wide range of nonforested habitats, 

from tropical savannas and temperate grasslands to arctic and alpine tundras (Verhulst 

2000 - 2001). Out of about 80 species described to date, 9 species occur in Central 

Europe, but even here, they display remarkable diversity of altitude ranges (lowland to 

alpine), habitats (wetlands to dry steppes), and life histories (sedentary, partial and 

obligatory migrants) (Tolman and Lewington 2008). All species overwinter as larvae, 

which facilitates comparison of larval cold hardiness. 

We report here how overwintering larvae of 5 ecologically divergent European 

Colias species differ in their cold hardiness, mainly supercooling points, and related 

cold-survival strategies. We initially hypothesised that species inhabiting cooler 

mountain environments should exhibit lower SCP values than lowland species. 

Alternatively (cf. Vrba et al. 2012), species occurring in regions and habitats with 

reliable insulation by snow cover may abandon the investment to antifreeze adaptations, 

which may result in higher SCP values than in species overwintering in habitats with 

little snow. 

 

Materials and Methods 

 

The 5 studied species form an altitudinal cline from alpine cold habitats to warm 

lowlands (Verhulst 2000 - 2001, Tolman and Lewington 2008). Colias phicomone 
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(Esper) is an alpine species, restricted to Europe and distributed in the Cantabrian Mts., 

Pyrenees, Alps and Eastern Carpathians. Its altitudinal range is 900 - 2500 m, its 

habitats include alpine grasslands and pastures, its larvae feed on various Fabaceae (e.g., 

Astragalus, Medicago, Trifolium). The development is univoltine, with one generation 

per year. 

Colias palaeno (L.) is a widely-distributed species of the Eurasian Boreal zone, 

with more southerly outposts in mountainous regions between France and Japan. Its 

habitats include open taiga woodlands, peat-bogs and alpine heathlands, provided that 

its single host plant, Vaccinium uliginosum L., is present. The altitude range in Central 

Europe is 400 - 2200 m. A single generation occurs per year. 

Colias hyale (L.) is distributed from Central Europe to NE China. In Central 

Europe, it occurs from sea level up to approx.. 1800 m on a wide-range of nonforested 

habitats, preferring farmlands with Fabaceae fodder crops used as larval host plants (e.g., 

Medicago sativa, Trifolium spp.). The species is polyvoltine, regularly forming three 

generations per year in lowland Central Europe, and behaves as a highly mobile partial 

migrant in northern part of its range. 

Colias alfacariensis Ribbe, 1905 

This steppe grasslands specialist is distributed from southwestern Europe to 

Central Asia. In Central Europe, it displays a distinct association with dry and warm 

seminatural grasslands in lower-elevated regions. Its larval hosts include Coronilla 

varia and Hippocrepis comosa. Polyvoltine species with three generations per year in 

Central Europe.  

Colias crocea (Fourcroy, 1785) 

 an obligatory migrant, permanently surviving in the Mediterranean region and 

regularly advancing toward Central and Northern Europe with progression of season. It 

can reach Central Europe already in early summer, but the highest numbers are 

encountered from late August to October, corresponding to the third or fourth annual 

generation. Often encountered on Fabaceae field crops. 

Wild-captured fertilized females of each studied species were left to oviposit in an 

outdoor rearing facility in lowland seminatural conditions in Ceske Budejovice, Czech 

Republic (49°00’N, 14°25’E, 400 m a.s.l.). Colias crocea, C. hyale and C. alfacariensis 

were captured as the autumn generation in lowlands of the Czech Republic. The two 

univoltine species, C. palaeno and C. phicomone, originated from mountain peat-bogs 
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in Sumava Mts., SW Czech Republic (49°00’N, 13°34’E, altitude 400 m) and Otztaler 

Alps, Austria (46°58’N, 11°05’E, altitude 2000 m), respectively. 

The rearing facility, situated in a half-shaded garden corner, consisted of wired 

cages (50 × 50 × 100 cm) covered by nylon mesh. Each cage contained 2 flower pots 

with the respective host plants. We released up to 5 females into each cage, fed them by 

5% sugar solution to maximize their life span and hence the number of eggs laid. After 

the larvae hatched, we left them to develop without disturbance, except for watering the 

host plants. 

During November, we transferred the dormant larvae from outdoor cages to a 

constant laboratory temperature of 5°C for standardized acclimation. They remained 

stored at this temperature until early January. 

Sixteen larvae per species were used to estimate the supercooling point (SCP), 

using a thermocouple device (Brunnhofer et al. 1991). The cooling rate was controlled 

at 1 degree per minute. After the exotherm appeared, the larva was kept in the cooling 

device until its body temperature decreased again to the value of the crystallization 

temperature. The chamber was then removed from the cooling device, the body ice left 

to melt and the body temperature was left to increase to 5°C. The larva was then 

removed from the chamber and kept in a Petri dish at 5°C for 24 h. Subsequently, it was 

transferred into the laboratory, and survival was checked as presence of spontaneous 

movement or reaction to mechanical stimuli. 

 

Results 

 

Of the 46 C. crocea larvae tested, none survived the acclimation temperature 

(5°C). They were gradually dying in the cold room, and no surviving larvae were found 

after 2 weeks. 

The remaining 4 species exhibited the freeze-avoidant strategy, not surviving 

freezing of their body fl uids. The mean SCP differed among species (F = 11.73, df = 3, 

P < 0.0001). The strongest degree of cold hardiness, with the extremely low value of 

SCP = –24.8 ± 3.9°C, was found in the mountain butterfl y C. palaeno, whose SCP was 

significantly lower than in all 3 remaining species (Tukey HSD: P < 0.05). The steppe 

grasslands specialist C. alfacariensis displayed the second lowest value (–18.6 ± 8.1°C); 

it differed from C. palaeno, but not from the remaining 2 species (Tukey HSD:             
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P < 0.05). Still higher and similar values were found in the alpine species C. phicomone 

(–13.8 ± 3.5°C) and the common farmland species C. hyale (–14.5 ± 4.0°C) (Fig. 1). 

 

Discussion 

 

Identification of supercooling point and cold hardiness strategy represents just the 

necessary first step toward understanding of how insects survive cold parts of the year. 

The differences among 5 Colias butterflies inhabiting Central Europe, however, nicely 

reflect the diversity of conditions within their distribution ranges. 

Colias palaeno, the most cold-hardy species, inhabits a huge northern geographic 

range, within which it occupies a variety of habitats including humid bogs of European 

low mountains, heathlands above the timberline, boreal forest openings, and treeless 

tundra (Verhulst 2000 - 2001). Whereas, snow cover insulates the diapausing larvae 

from deep frosts in oceanic parts of the range, the frosts become deeper and snow cover 

less reliable in more continental regions of Eurasia. We show elsewhere (Vrba et al., 

unpubl data) that C. palaeno’s lowest lethal temperature (–26°C) is very close to the 

SCP in this species and that, at this temperature, 50% of individuals survive for almost 

10 days. Colias palaeno larvae, thus, appear adapted for surviving extremely cold 

temperatures, even without insulation by snow, which makes it one of the most cold-

hardy butterfly species assessed so far. 

The distribution of C. alfacariensis, with the second-lowest SCP value, includes 

steppic grasslands of continental Eurasia. In these continental areas, its larvae likely 

encounter deep continental frosts with little snow cover (cf. Li and Zachariassen 2006), 

requiring good cold hardiness adaptations. The SCP value found for this species, 

however, is within the range commonly reported for temperate Lepidoptera (e.g., 

Dennis 1993). 

A counterintuitive situation applies to C. phicomone, a species of alpine 

grasslands with low ambient winter temperatures. We have shown elsewhere, using the 

predominately mountain butterfly genus Erebia Dalman, that species of the high alpine 

habitats can display higher SCP (E. tyndarus Esper: –8.4 ± 2.8°C) than related species 

of the mountain belt (E. sudetica Staudinger: –15.1 ± 4.4°C) or lowland species (E. 

medusa Denis & Schiffermüller:  –17.0 ± 2.3°C) (Vrba et al. 2012). The most obvious 

explanation is again insulation by snow cover (Marshall and Sinclair 2011a,b), which is 

durable and hence reliable at high altitudes in European mountains, probably allowing C.  
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Fig. 1. ANOVA comparison of supercooling points among four European species of 

Colias butterflies. Means and SD of values measured in sixteen diapausing 
3rd instar larvae per species. 

 
 
phicomone and other high alpine butterflies to abandon their freeze protection, in 

contrast to congeneric butterflies of continental steppes. A corresponding difference was 

found in 2 syntopic ladybird beetles; whereas Ceratomegilla undecimnotata (Schneider) 

overwintering exposed to air had a mean SCP of –19°C, Coccinella septempunctata (L.) 

overwintering at ground level insulated in plant material had a SCP of –15°C (Nedvěd 

1993). 

Due to unpredictable snow cover, C. hyale frequently encounters snowless 

episodes in lowlands of temperate Europe. Its SCP value, however, was similar to that 

of alpine C. phicomone, seemingly contradicting the snow cover explanation for the 

alpine species. On the other hand, C. hyale is a highly mobile species, considered as 

“partial migrant” by some authors and not able to overwinter in more northerly 

countries (Asher et al. 2001). Its high SCP value provides indirect evidence that its 
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occurrence in more northerly locations depends on immigration from regions with 

milder winters.  

The Mediterranean migrant C. crocea did not survive the acclimation temperature 

of 5°C. At such a temperature, the majority of lepidopteran larvae would stop feeding, 

entering a quiescence, if not already being in diapause. Ability to increase cold 

hardiness during cold acclimation is generally dependent on previously entering the 

diapause state (Košťál et al. 2011). This result confirms that no proper diapause exists in 

C. crocea (cf. Tolman and Lewington 2008), but also suggests that C. crocea winter 

larvae cannot survive in those parts of the Mediterranean basin where temperatures drop 

below 5°C for continuous periods of several weeks, precluding them to heat up and feed 

for at least parts of days. This effectively restricts C. crocea winter distribution to such 

thermally favorable parts of the Meditarranean as islands and coastal lowlands. 

Given the diveristy of Colias SCP values, it is tempting to speculate on 

phylogenetic apsects of the pattern. Unfortunately, no comprehensive Colias phylogeny 

has been published, and the existing studies focus on either North American (Pollock et 

al. 1998, Wheat and Watt 2008, Schoville et al. 2011) or European (Brunton 1998) 

representatives, with minimum overlaps in taxa sampling. The phylogeny by Brunton 

(1998) suggests that northern and presumably cold-hardy species (represented by C. 

palaeno in this study) should be ancestral, with subsequent radiation into a clade 

containing temperate species with moderate SCP values (including C. hyale, C. 

alfacariensis and C. phicomone), and a clade containing Mediterranean and/or migrant 

species (including C. crocea). From this hypothesis, efficient cold hardiness in ancestral 

Colias spp., weakened as their descendants dispersed toward warmer areas, is 

expectable. This is contradicted by Pollock et al. (1998) or Wheat and Watt (2008), who 

proposed the Palaearctic migrants C.crocea and C. erate (Esper) as ancestral. Until a 

more comprehensive phylogeny encompassing both Eurasian and American 

representatives is available, speculations onto the evolution of cold hardiness variation 

within Colias remain premature. 

In conclusion, the values of the supercooling point in the freeze avoiding larvae of 

European Colias butterflies do not follow a simple temperature-related gradient, and 

both very low and moderate SCP values exist in both mountain and lowland species. 

Besides ambient temperature, individual species thermal niches are influenced by the 

reliability of snow cover (continentality gradient), and the migration ability allowing 

some species to regularly recolonise thermally suboptimal habitats. 
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Summary 
 

Our research on hibernating larvae of four Erebia butterflies showed that even closely 

related (congeneric) species may employ contrasting strategies of cold hardiness: freeze 

tolerance (ability to survive freezing of body tissues) and freeze avoidance (decreasing 

freezing temperature using cryprotectants). The only species exhibited freeze-tolerant 

strategy was the predominantly lowland representative, Erebia medusa; this species also 

showed the lowest lethal temperature (–21°C). Mountain representatives E. epiphron 

and E. sudetica displayed intermediate values; in E. epiphron the lethal temperature was 

about 5°C higher than supercooling point, which points to sensitivity to accumulating 

chill injury, not connected to freezing. The highest lethal temperature (–8.1°C) was 

found in the alpine species E. tyndarus. Related Erebia butterflies thus form a 

counterintuitive altitudinal cline of cold hardiness, with lowland species displaying 

strong cold tolerance, whereas alpine species cannot withstand extremely low 

temperatures; this is likely due to insulation of their mountain habitats by snow, 

contrasting with lowland habitats exposed to fluctuating temperatures.  

Overwintering larvae of Colias palaeno, boreo-montane species inhabiting cold 

peat bogs, exhibit extremely strong cold and desiccation tolerance. Using freeze-

avoiding strategy, lethal temperatures by short-term expositions was about –26°C. By 

comparing two geographically distinct populations, substantial differences in contents 

of cryoprotective substances was found; surprisingly with no effect on their cold 

hardiness, which was comparable. Comparing postdiapause survival of larvae 

overwintering in different temperature treatments (constant 5°C vs natural conditions) 

showed no differences in survival and development into adults. Hovewer, initial spring 

body mass of larvae overwintering in warmer treatment was lower, but compensated by 

spring feeding. Thus, this species is apparently able to survive in wide variety of harsh 

conditions in cold northern and boggy habitats. 

Identifications of supercooling points of four related Colias butterflies hibernating 

larvae confirmed a wide diversity of adaptations on environmental conditions. The 

mentioned species C. palaeno exhibited the lowest value (–24.8°C), followed by steppe 

grassland specialist C. alfacariensis (–18.6°C), lowland generalist C. hyale (–14.5°C) 

and alpine grassland specialist C. phicomone (–13.8°C). Additionally, our attempts of 

ascertain these values for the mediterranean migrant C. crocea failed due to death of all 

experimental larvae in acclimation temperature (5°C) during two weeks, which 
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probably limits its permanent occurence to the warmest mediterranean coast and islands. 

Although this comparison represents only the first step in understanding in their overall 

cold hardiness, it convincingly reflects the diversity of conditions within distribution 

ranges and habitats. All studied species were freeze-avoiding, distribution of values of 

their supercooling points (counterintuitivelly, analogically to the Erebia group) did not 

follow temperature-related gradient of their habitats.  

 

Future perspectives 
 

Our results of winter cold hardiness and survival of temperate butterflies allowed us 

insight to the diversity of strategies used for winter survival, however, in confrontation 

with existing literature and our experiences with captive rearing, brought more 

questions than answers. We are still on the beginning of understanding, how individual 

species cope with very complex environmental and microhabitat conditions.  

Focusing on temperature, more complex and ecologically relevant experiments are 

needed, especially longer-term survival of different temperature regimes in various 

stages of diapause, including invetigations of temperature fluctuations. This will 

posssess a more realistic tool for predicting insect winter survival, taking into account 

potential reparatory mechanisms of non-freezing cold injury or longer-term influence on 

metabolim of an overwintering insect. In association with this, the potential effect of 

environmental humidity must be taken into account, because it can influence the cold 

tolerance fundamentally, as we show in Chapter I. 

In association with cold tolerance, more detailed investigations of the role of 

cryoprotective substance in various stages of the season (diapause) is needed, because 

their role in specific stages of winter cold hardiness is not sufficiently known (Chapter 

II.). And finally, the phylogenetic aspect of cold tolerance diversity should be 

investigated, namely in the genus Colias, where no comprehensive phylogeny has been 

published so far (Chapter III.). 
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Appendix 
 

Supercooling points (SCP) of hibernating larvae of Erebia butterflies when body was in 

contact with ice 

species original locality latitude 
[°N] 

longitude 
[°E] 

altitude 
[m] 

SCP 
[°C] 

Survival 
after 24h 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -3,35 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -4,59 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -5,56 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -2,1 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -7,31 No 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -0,26 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -1,06 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -2,33 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -3,44 Yes 

Erebia medusa Cesky Krumlov, 
Czech republic 

48.83 14.32 600 -0,18 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -4,77 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -2,58 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -2,17 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -1,03 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -2,67 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -3,66 Yes 

Erebia tyndarus Sölden, Windachtal, 
Austria 

46.96 11.08 1950 -2,06 No 

Erebia sudetica Praded Mt., Czech 
Republic 

50.08 17.23 1320 -5,36 
 

Yes 
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