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Bezobratli v neuroetologii

A) Bezobratli jako model neuroetologickych
experimentu

B) Podminovani jako kli¢ k funkcim NS a smyslu
c) Magnetorecepce hmyzu



Neuroetologie (behavioralni neurobiologie):

e Syntéza etologie a neurobiologie (60.1)
e Neuralni podstata chovani
e Nastroj reSeni otazek neurofyziologie



A) Bezobratli v neuroetologii:

¢ Jednoduchy, snadno pfistupny nervovy system
e Larva 10 tis neuronu ";

e ,Robustni” behavioralni proj

e Laboratorni podminky

e Snadny, levny a rychly chov %=

e Mutantni linie




Bezobratli v neuroetologii:

¢ Jednoduchy, snadno pfistupny nervovy system
,Robustni* behavioralni pr
Laboratorni podminky
Snadny, levny a rychly chov \
Mutantni linie

e Mimoradny vyznam -



Bezobratli v neuroetologii:
e Sensomotorické reflexy

Caenorhabditis elegans (hadatko)

Forward movement

Posterior




Bezobratli v neuroetologii:
e Sensomotoricke reflexy

Caenorhabditis elegans (hadatko)




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy
 Motorické sekvence

Deprcssor muscle CI I one I I m aCI na (VaIOVka pleVité)
,oea angel”

Levator muscle

Wing-hinge proprioceptor

Depression proprioceptors




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy
« Motorické sekvence
 Orientace

Training conditions

Testing conditions

Pine cones

moved N. Tinbergen
Nobelova cena 1973

. nest in
Pine <. /./ sand
cones .

Philanthus triangulum




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotoricke reflexy
* Motorické sekvence

* Orientace

« Komunikace




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy

* Motorické sekvence

Orientace —
« Komunikace il
« UcCeni a pamet’

Powersupply’

Position signal

Temperature signal
Heat/cool

Thermo sensor é
/ Position scanner

other transcription
factors

" Peltierelements




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorickée reflexy
 Motorické sekvence T
Orientace

« Komunikace

« UcCeni a pamet’
 Circadianni rymy
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Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy

Motorické sekvence
Orientace
Komunikace

UcCeni a pamet
Circadianni rymy
Smyslove schopnosti




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy
Motorické sekvence
Orientace

Komunikace

UcCeni a pamet
Circadianni rymy
Smyslove schopnosti
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Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy

Motorické sekvence
Orientace
Komunikace

UcCeni a pamet
Circadianni rymy
Smyslové schopnosti a drahy K&
Starnuti




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy
 Motorické sekvence

* QOrientace

« Komunikace

* UcCeni a pamet
 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti

o Starnuti

e Sexualni orientace




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotoricke reflexy
* Motoricke sekvence
* Orientace

« Komunikace

« UcCeni a pameét
 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti
o Starnuti

« Sexualni orientace

» Agresivita




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy

* Motorické sekvence

* Orientace

« Komunikace

« UcCeni a pamet’

 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti a drahy

o Starnuti

« Sexualni orientace

* Agresivita G
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Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotoricke reflexy
* Motorické sekvence
* Orientace
 Komunikace

* UcCeni a pamet
 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti
o Starnuti

« Sexualni orientace

« Agresivita

« Pusobeni drog a farmak

* Ochota riskovat, emoce atd...




Souhrn soucasnych témat resenych
behavioralnimi pristupy

Pamét a Alzeimerova choroba .
Parkinsonismus a jeho léCba .
Pamét a starnuti .
LéCba depresi .
Uginky drog, zavislost/lécba .
Autimus a jeho léCba .
Strach a jeho podstata/lécba .
Vyzkum agresivity .
Uginky alkoholu a lé&ba zavislosti na ném
Podstata uCeni — bezobratli .
Podstata uCeni - obratlovci .

Orientace v prostoru .
Cichové schopnosti — bezobratli .
Cichové schopnosti — obratlovci .
Vyzkum citlivost na dotek .
Vnimani magnetického pole .

Vnimani polarizovaného svétla
Vnimani teploty

Zrakove schopnosti

Pohybové poruchy

LécCba bolesti

Denni rytmy a jejich poruchy
Socialni vztahy a jejich poruchy
Testovani sedativ a analgetik
Hyperkineticka porucha a jeji |éCba
Vyzkum funkci mozku a jeho oddilu
Repelenty a boj proti pfenaseCim nemoci
Boj proti hospodarskym Skidcum
Vyzkum pozornosti a jejich poruch
Welfare hospodarskych zvirat
Vyzkum komunikace zvirat
Vyzkum sexualni orientace
Vyzkum ochoty riskovat

Zvirata jako biosensory



B) Podminiovani jako kli¢ k funkci NS a smyslu

Vytvoreni podminéného spojeni je dukazem
plasticity NS a zakladem pameti a uceni.

Pavlov




Podminiovani jako kli€ k funkci NS a smyslu

Vytvoreni podminéného spojeni je dukazem
plasticity NS a zakladem pameti a uceni.




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
cilem vyzkumu pameti a uceni

Tritonia diomedea

| mekkysi se uci



../../KONFERENCE A SEMINÁŘE/Kurz pro učitele 2005/Tritonia.mpeg

Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
cilem vyzkumu pameti a uceni

Eric Kandel
Nobelova cena 2000

Aplysia — zej
,MOrsky zajic”

Aplysia


../../KONFERENCE A SEMINÁŘE/Pražská biologie seminář 07/Aplysia.rm
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Eric_Richard_Kandel.jpg

Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
cilem vyzkumu pameti a uCeni

Dotek na sifon...

...a zabra se stahnou ‘

Habituace u Aplysia
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10.8 Experimental preparations for cellular
analysis
The cellular basis of gill and siphon withdrawal can
be studied at several levels of analysis. (A) In the
most intact preparation the abdominal ganglion is
externalized, and recordings from neural elements
are made during reflex actions, (B) In what is known
as the semi-intact preparation, the entire central nerv-
ous system (CNBS) is removed, In some cases periph-
eral organs (such as the gill, siphon, and tail) are left
attached to the CNS by their peripheral neryes. (C) In
a third preparation, single ganglia (or pairs of gan-
glia) are removed. Recordings are made from identi
fied neurons in the neural circuit for siphon and gill




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
cilem vyzkumu pameti a uCeni

Trénink a test

(a)

Power supply’

Position signal

Position scanner

" Peltierelements

Heat/cool

(b)

other transcription
factors

Current Opinion in Neurobiology




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti

Odmeéna nebo trest pfi tréninku

Video


Training Flies in a T-Maze - YouTube3.flv

Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti

Richard Axel
Nobelova cena 2004 za objevy podstaty Cichu




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti

Richard Axel

Nobelova cena 2004 za objevy podstaty Cichu




Podminovani jako kliC k funkci NS a smysilu
Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:

e cilem vyzkumu pameti a uceni




Podminovani jako kliC k funkci NS a smysilu
Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:

e nebo nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti




C) Magnetorecepce — vyzva smyslove
fyziologii




Kompas:

Vsudypritomneé
voditko




Severo-jizni orientace pasoucich se krav

Begall S, Cerveny J, Neef J, Vojtiech O, B



Severo-jizni orientace pasoucich se krav




Mapa — ,GPS"




Orientace

Migrujici hmyz:

monarcha stéhovavy
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Nezname:

e Mechanismus recepce
e Lokalizaci receptoru
e Adaptivni vyznam




Magnetit?

lontoveé kanaly

L

shluky nanokrystalu magnetitu




Dukazy pro magnetitovy kompas :

Nezavisly na svétle

Rozeznava polaritu pole (S od J)
Citlivy na silny magneticky pulz
Necitlivy na slabé RF oscilace



Modifikace zraku?




Photochemicky model: GMF

vektor moduluje schopnost

receptory

vnimat svetlo a pole

se tak stava viditelne

R




Fotochemicky model:

Zakladni teze: Biochemicka reakce muze byt
ovlivnéna GMF.

Neparoveé elektrony maji svuj magneticky
moment, ktery interaguje s okolnim polem

Neparové elektrony najdeme v radikalovych
parech. Ty vznikaji napr. po dopadu fotonu
(chlorofyl, fotolyazy)



Fotochemicky model:

Fotosensitivni molekulou s kyzenymi
vlastnostmi je nejspise Kryptochrom

Nalezené v rostlinach € s \/\\

o : - - ¥
Pribuzne fotolyazam § A £\
Ridici vnitini hodiny O==
Tvorici radikalove pary

Schulten, K., & Windemuth, A. (1986). Model for a Physiological Magnetic Compass. In G. Maret, J. Kiepenhauer & N. Boccara (Eds.), Biophysical Effects of
Steady Magnetic Fields (pp. 99-105). Berlin, Heidelberg, New York, London, Paris, Tokyo: Springer-Verlag.



Fotochemicky model:

Citlivost Cry k GMP lezi ve ,hre” s elektrony
mezi proteinem a kofaktorem FAD.

Po excitaci svetlem je
Trp donorem e
a FAD akceptorem




Osud radikaloveho paru zavisi na vzajemne
konfiguraci elektronu
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hv ANA | fotoexcitace
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Metody vyzkumu
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http://fishlarvae.com/e/fishlarvae_gallery.asp?s=427447235687GIH&page=16.52&CNTID=881&type=2




Neuroetologické metody
smyslove fyziologie

Podminovani a spontanni reakce




Neuroetologické metody
smysloveé fyziologie

Podminovani: Trénink a test



Neuroetologické metody
smysloveé fyziologie

Podminovani: Trénink a test

Trénink: Odmeéna nebo trest



Trénink Drosophila

Svetlo jako atraktivni
stimul













Test
Drosophila




Test
Drosophila




Cirkularni diagramy orientace




Tenebrio molitor

Tribolium castaneum

Peggy Greb - USDA, ARS



Trénink




Trenink




Test




Pohled kamery




Problemy:

e Je magnetorecepce zavisla na svetle?
e Dokaze kompas rozlisit polaritu pole?



Otazky: muZzou zvifata magnetické pole vidét? A co presné vidi?

NW
|




Ve tme kompas potemnika nefunguje

Tma Sveétlo
0% RH 0% RH

ooooooooooooo




Rozliseni inklinacni a polaritni

reakce ukazuje na typ
recepce
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J. Inklinaéni kompas ptaka. Normalni orientace (a).
Otocime-li experimentalné vertikalni slozku geomag-
netického pole (b), ma to stejny ucinek jako otoceni
slozky horizontalni (¢). Ptaci (ale také colci a zelvy)
odvozuji tedy polaritu pole ze znaménka sklonu po-
le (inklinace). (Podle: Wiltschko W., Wiltschko R.:
J. Comp. Physiol. A 191, 675-693, 2005)




Obraceni inklinace otoCi orientaci
potemnika — kompas neni polaritni




Zmeéna barvy svétla zpusobi posun
orientace

UV/Green

n=174 n=155
MVB=1 MVB=84
r=0.16 r=0.17

P=0.0143 P=0.0106



Zména barvy sveétla zpusobi posun
orientace —=

//-"




Kompas potemnika Tenebrio ma znaky na
svetle zavislého mechanismu.



Nepodminéna reakce?

e Pozicéni chovani

Periplaneta americana
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5min

Time schedule of the assay: [ \ss

5s
GMF 60°CW rotation
Pulses 5min/5min

4pm  6pm Oam 6am 10am 1pm 6pm
11.30am 2.30pm

\ J
Y

1 picture/min =
270 samples

Dish loading



Laboratory rig for cockroach magnetosensitivity
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Alignment behavior
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Alignment behavior

Natural field Field rotated 60° CW

Magnetic
North

.

w
w7 All positions of all animals i
\ pooled together ///f —
- 'l 00} .- 150 1?: 00 150 200— 250

/

A

N=2030 samples N=2224 samples
24 animals 26 animals

Inside / Outside = 2.7 Inside / Outside = 1.6




B) Body turns in rotating field
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2005-06-01 13:02:33
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2005-06-01 13:06:30




2005-06-01 13:07:29




2005-06-01 13:08:28




2005-06-01 13:09:27




2005-06-01 13:10:26




2005-06-01 13:11:25




2005-06-01 13:12:24




2005-06-01 13:13:23







2005-06-01 13:15:21




2005-06-01 13:16:20




e | aboratorni testy chovani

e Aktivity

Predvolby Pomoc

Obrazek

PN12 12 17 1 NS:7A

Pocet skupin Méreni Ghld

6 Pocet intervall

| Zobrazit | | UloZit

Orientace dat

Na vySku (@ Na Sirku

| = o= H—X—l
Misky
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O 00~ O b OB

Export do Excelu

Nazev listu

Cilova burika

A1

/| Oteviit soubor po uloZeni
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PovaZovano za pohyb
Rozdil Ghlg 1555

Rozdil pozic
Tloustka okraje
Citiivost dotykd

/| Nezapocitavat dotyky

| Zobrazit | | UloZit




Results:

Otest group

E control group

Body turns per animal

EEE

2

Time and experimental periods

(n=62/66)



Results:

I i

E control group

Body turns per animal

Ih%ﬁﬂl

Time and experimental periods

(N=62/66)



A 60°CW field shifts in Test B I' O Test
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Amputace tykadel
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Body turns per animal

Magnetically induced freezing (MIF)

Aversively conditioned temporary immobility.

14

12 ~

10 ~

Body turns per animal
N

Steady Rotating

Kindly see poster P21: Magnetically induced freezing in cockroach. Effect of
interstimulus interval.



Amputace tykadel:

e /trata sensitivni reakce — receptor je v
tykadlech nebo nespecificky vliv stresu

e Zachovani reakce — receptor neni v
tykadlech



Rotace pole zvysi neklid Periplaneta
americana | bez tykadel

g
c : : .
'’ 60°CW field shifts In
e TEELELL] s
(D) 0
(@
2
-
) )
2
@)
OZII II II I II
m
.
90.0%\10.4%11.3(3:12.1%)13.0%13.45:14.30 0 Test

A)

B)

Control



Projekt kryptochrom

e Metody reverzni genetiky — IRNA
e Imunochistochemie

Central brain Optic lobe




Cryptochromes signaling roles.

«  Timekeeping

Typel+ 1l

Chaves |, Pokorny R, Byrdin M, Hoang N, Ritz T, Brettel K, Essen L-O, Horst GTJvd, Batschauer A, Ahmad M. 2011. The Cryptochromes: Blue Light
Photoreceptors in Plants and Animals. Annu Rev Plant Biol 62:335—-364.



Cryptochromes signaling roles.

«  Timekeeping
 Rapid changes in membrane potential

hk -/-(wt rescue)
ss———

Fogle KJ, Baik LS, Houl JH, Tran TT, Roberts L, Dahm NA, Cao Y, Zhou M, Holmes TC. 2015. CRYPTOCHROME-mediated phototransduction by
modulation of the potassium ion channel $-subunit redox sensor.



Cryptochromes signaling roles.

«  Timekeeping
 Rapid changes in membrane potential
Cell cycle control

Eisele, Lewin, et al. "Combined PER2 and CRY1 expression predicts outcome in chronic lymphocytic leukemia." European journal of haematology 83.4
(2009): 320-327.



Cryptochromes signaling roles.

«  Timekeeping

 Rapid changes in membrane potential
Cell cycle control

«  Magnetoreception

http://bioforces.blogspot.cz/2011/06/human-cryptochrome-exhibits-light.html



Behavioural and genetic evidences of
link: Cryptochrome —magnetoreception

2008, 2010 Gegear et al. Drosophila assay

Gegear, R. J., A. Casselman, S. Waddell;, and S. M. Reppert. 2008.
Cryptochrome mediates light-dependent magnetosensitivity in drosophila.
Nature 454: 1014-1018.



= Cry-deficient fruit
flies lost ability to
recognize the
presence of
magnetic field.

= Rescued by
mammalian cry 2

Rouyer, F. 2008. Mutant flies lack magnetic sense. Nature Vol 454: 949-951.

Gegear, R. J., A. Casselman, S. Waddell;, and S. M. Reppert. 2008.
Cryptochrome mediates light-dependent magnetosensitivity in drosophila.
Nature 454: 1014-1018.



Magnetic field impacts clock.

2014 Fedele et al. Drosophila assay
A Canton-S

-k “..-ls-.l
.-ln.l Fh ll

e R

Fedele, G., Edwards, M. D., Bhutani, S., Hares, J. M., Murbach, M., Greenl, E. W., et al. (2014). Genetic Analysis of Circadian Responses to Low frequency

Electromagnetic Fields in Drosophila melanogaster. PLOS Genetics, 10(12), €1004804.
Yoshii T, Ahmad M, Helfrich-Foerster C. 2009. Cryptochrome Mediates Light-Dependent Magnetosensitivity of Drosophila’s Circadian Clock. PLoS BIOLOGY

7(4)'0212-0210



Magnetic field impacts geotaxis of fruit

Negative geotaxis in flies
IS dISI‘Upted by a MF - Cl‘yl IR ' Aluminium
dependent holder  camera P ~  box

b

Swinger
mechanism

-

camera

% Climbers

T

CS cryP? CS
635 nm 450 nm 450 nm

Fedele G, Green EW, Rosato E, Kyriacou CP. 2014. An electromagnetic field disrupts negative
geotaxis in Drosophila via a CRY-dependent pathway. Nature Communication DOI: Sham Exposed
10.1038/ncomms5391. . P



Metody:

= Spontanni pohybova reakce Periplaneta
americana na rotaci pole

= Nepodminéena reakce
= Reverzni genetika — RNA interference

Vacha, M. 2006. Laboratory behavioural assay of insect
magnetoreception: Magnetosensitivity of Periplaneta americana.
J. Exp. Biol. 209: 3882-3886.




Magnetically
induced
restlessness

(MIR)

Merritt coil

Methods:

Magnetically Induced
Restlessness (MIR)

\*/ A

60° oscillations
Period 5 min

North 60°
rotated!

5min
5min / \oS

Magnetic pulse

Control — no MGF rotation — no MIR reaction

270 m|n
Test — rotating MGF — MIR reaction % %

N

PJ:

-

o

Body Rotations
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_ . 9
:‘,_g,

270 min

o

sf rf

Wilcoxon
palr test,

. Wllcoxon

pairtest
N=116,
P=0.00017




Is light indispensible for MIR?

actogram

rhythmic 90% (n=20)




In MIR safe from

| P=0.014
n=157

4 sf rf

body
turns
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P=0.001
n=216

dsf rf

non-sense dsRNA?
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Is MIR is functional even if clock is
impaired?

actogram

E L
§ I/I
7!
Q9
=N q) _
% = P=0.0005
; = n=113
——
72,
©

rhythmic 17.8% (n=28)



Cry2 silenced - no MIR
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Cry1 silenced and double-treatment
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Are eyes involved in MIR?
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B A8
Where Cry2 is located? Il 2 DAPI
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Hemisperical layer of Cry » R Td

rich cells underneath the
retina




What is spectral dependence of MIR?
Quest to colour spectrum.

LED spectra
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MIR is colour dependent.
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Absorption curves of Cry.
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400 450
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Zhong, D. (2015). Electron Transfer Mechanisms of DNA Repair by Photolyase. Annu. Rev. Phys. Chem. 2015. 66:691-715.



MIR is colour dependent.
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Pokorny R, Dolezel D, Vacha M. 2016. Cryptochrome 2 mediates directional magnetoreception in cockroaches. PNAS 113(6):1660-1665.




Absorption curves of Cry.
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Wavelength (nm)

Zhong, D. (2015). Electron Transfer Mechanisms of DNA Repair by Photolyase. Annu. Rev. Phys. Chem. 2015. 66:691-715.



Absorption curves of Cry.
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Zhong, D. (2015). Electron Transfer Mechanisms of DNA Repair by Photolyase. Annu. Rev. Phys. Chem. 2015. 66:691-715.



Possible antagonism and FADH"* as a
signaling state in Blattella ?
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Summary of results on Periplaneta and
Blatella:

e Directional Earth-strength
magnetoreception is dependent on
functional Cry2

e Spectral curve MIR reflects FADox and
FAD redox forms of flavin

e Magnetoreception is linked to eye

e Cry2 is likely a true compass receptor
signaling thru the photoreduction of FAD
and located in the insect eyes



Zaveér a budoucnost hmyziho vyzkumu?

e Role uvazovanych mechanismu se
behem doby vymeénily a hypotéza
fotochemického vnimani
geomagnetickeho pole nabyva na sile

e Zivodichové dost mozna pozoruji
magnetické okoli zrakem



Nejen orientace. Magnetické pole
ovliviiuje cirkadialni a mozna i anualni
rytmy — sezénni diapauzu

Natonal Geomagnelic Service, BGS, Edinburgh

GODAS 1 Fluxgate Data Martiand lat: SOOOSN lon: 385 510F
; |

Declinaton in degrees east




Zaveér a budoucnost hmyziho vyzkumu
magnetorecepce zivocéichu?

e Hmyz diky molekularnim technikam
odpovida na zasadni otazky o
mechanismu

e Odpoved na otazku po vyznamu
recepce (octomilka, rus) teprve
hledame.



Zaver a budoucnost hmyziho vyzkumu?

e Ireba ale prave to upozornuje na to, ze
smer magnetického pole je pro zive




Nejen laborator...

Arthropoda,
Malacostraca
Amphipoda

Blesivci
Antarktidy
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Plaz na Lachmanove mysu
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Tomanova K, Vacha M. 2016. Magnetic orientation of Antarctic amphipod Gondogeneia antarctica is cancelled by very weak radiofrequency
fields. J Exp Biol.




Dosavadni granty:

e Overeni magnetorecepce potemnika
moucéného. GACR 2001-2003

e Analyza magnetorecepcniho chovani
laboratornich druhti hmyzu. GACR 2005-
2008

e Neuralni podstata magnetorecepce
hmyzu. GACR 2007-2010

e Fyziologicka a funkCne geneticka analyza
magnetorecepce na hmyzim modelu
GACR 2013-2015.

e Spoluprace



Heslo ,magnetoreception® na WOS
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ZAVER:
e Bezobratli jsou vdecnym
neuroetologickym modelem.

e Podminovani je uziteCnym nastrojem
smyslove fyziologie a neurofyziologie.

e Bezobratli skoro jiste ukazou podstatu
magnetorecepcniho smyslu



Dekuji za pozornost.




