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Bezobratli v neuroetologii

A) Bezobratli jako model neuroetologickych
experimentu

B) Podminovani jako kli¢ k funkcim NS a smyslu
c) Citlivost zvirat na magneticka pole



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

Camera

g et
S3sassssi eesaataaiiiniiuins
T
33 /g8RRaaeal: oassztas:
= ‘_’-7 /
Heated ring 20

LED display
Temperature (°C)




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
 Plsobeni drog a farmak s of ——




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...




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

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

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




C) Magnetorecepce — vyzva smyslove
fyziologii




Kompas:

Vsudypritomneé
voditko
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Schopnost je vnimat je dnes jiz dobre dolozeny
fenomén. |
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Zajem badatelu neklesa.
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K ¢éemu dobra recepce? Uzitecné
orientacni voditko.

horizontal component

Inclination

vertical component




K ¢emu dobra?




K ¢cemu dobra?
2. Lokalizovat pozici - Viapovy smys! -
navigace

"GPS system" zvirat — zavisi na souradné siti
dvou gradientu

Image NASA

o @, =

Pointer lat 32.084895° lon -3.048734>  Streaming ||||/1/I|| 100% Eye alt 11001.00 km




Z inklinace se da zjistit geograficka Sirka...

horizontal component

inclination

vertical component




vertical component

...a lokalizovat severo-jizni pozici.
Potrebujete ale specialni kompas.

horizontal component
[ nclination
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Z intenzity se da zjistit geograficka délka

horizontal component

/inclinalion

N
Qo
N
W\

vertical component




3. Lokalni anomalie mohou slouzit jako mistni
voditka.

Pigeon Magnetic Field Navigation
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http://geomag.org/models/EMAG2/Looking_NW_at_Spain.jpg



Kompas nebo mapa?

Karety maji
mapu

Pouzivaji
magneticke
parametry jako
NETELA S
orientaci.

Lohmann, K. J., Cain, S. D., Dodge, S. A. and Lohmann, C. M. F. (2001). Regional magnetic fields as navigational markers for sea turtles. Science 294,
364-366.



Mlade karety v systému civek simulujicim
lokalni pole.

Horizontal coil
power supply

Vertical coil
power supply

Cable from
digital encoder

Lohmann, K. J., Cain, S. D., Dodge, S. A. and Lohmann, C. M. F. (2001). Regional magnetic fields as navigational markers for sea turtles. Science 294,
364-366.



Simulated northern location:

Langusta 47900nT,55.3 Incination
karibska |
mapu pouziva
take

Capture site:
45.300nT, 55.8° inclination

Simulated southern location:
42.800nT, 51.4° inclination

s

[ R\
[ \

Ernst, D. A. and Lohmann, K. J. (2016). Effect of Magnetic Pulses on Caribbean Spiny Lobsters: Implications for Magnetoreception. J Exp Biol
doi:10.1242/jeb.136036.



4. Z dennich variaci je mozne zjistit cas

National Geomagnetic Service, BGS, Edinburgh
GDAS 1 Fluxgate Data

Declination in degrees cast

Hartland lal: SO.995N lon: 355 516E

1/10th of

00 12
Hour (UT)

24

Date: 22.086-2004 Dav number: 174

N N

http://www.geophysik.uni-muenchen.de/observatory/geomagnetism/daily-magnetograms




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



Fotochemicka reakce?

D+A

model ,radikalovych” pari |
hv ANA | fotoexcitace

D* + A

prenos elektronu

(D*+.AD g > (+D* + AT

prechod mezi singletovym
a tripletovym stavem

~singletové” (%) 1 1 ~tripletové”

produkty 70
651

601

produkty

55;, T

tripletovy vytézek

0° 90° 180° 270° 360°

Uhel k magnetickému vektoru




GMF vektor muze modulovat procesy
transdukce svetla...




... a tvorit viditelné obrazce (?)

Solov’yov, I. A., H. Mouritsen, and K. Schulten. 2010. Acuity of a
cryptochrome and vision-based magnetoreception system in
birds. Biophysical Journal 99: 40-49.



Fotochemicky model:

Zakladni teze: Biochemicka
reakce muze byt ovlivhéna

GMF : ////

Acceptor

Neparoveé elektrony maji svu;
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.




Osud radikaloveho paru zavisi na vzajemné
konfiguraci elektronu

OB (& \-
singlet triplet

/ ~ y <

OB OA/
. /. .
OA/ singlet triplet \OB

/ products products

V

Shaw J, Boyd A, House M, Woodward R, Mathes F, Cowin G, Saunders M, Baer B. 2015. Magnetic particle-mediated magnetoreception. J R Soc Interface
12: 20150499 http://dxdoiorg/101098/rsif20150499.



Mechanicka analogie. | nepatrna energie
magnetického pole muze ovlivnit to, kterym
smérem se systém mimo rovnovahu preklopi.

Energy

Reactants Radical pair Products

Hore, P. J. and Mouritsen, H. (2016). The Radical-Pair Mechanism of Magnetoreception. Annu. Rev. Biophys. doi: 10.1146/annurev-biophys-032116-094545.




Metody vyzkumu
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Blacksburg VA

Lund


http://fishlarvae.com/e/fishlarvae_gallery.asp?s=427447235687GIH&page=16.52&CNTID=881&type=2




Severo-jizni orientace pasoucich se krav

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



Severo-jizni orientace pasoucich se krav




Laboratorni experiment zustava nejjistéjSim
standardem.

Vertical coil
power supply

Horizontal coil
power supply

Computer

®e

Cable from
digital encoder
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Joe Kirschvink, sporting an EEG
‘Sersor cap, was thefirst subject 4 SUE 629¢
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Nejen laborator...

Arthropoda,
Malacostraca
Amphipoda

Blesivci
Antarktidy

FABIENNE NYSSEN




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.




Laboratory rig for cockroach magnetosensitivity
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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




Cirkularni diagramy orientace




Trenink




Test




Pohled kamery










e S\W analyza obrazu
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Otazky: muZzou zvifata magnetické pole vidét? A co presné vidi?

NW
|




Dukazy pro fotochemicky model.

aQ  Zavisly na svetle

O Nedokaze primo rozeznat polaritu pole —
,Vidi® pouze smer osy




Dukazy pro fotochemicky model.

Q Zavisly na svétle

0 Nedokaze primo rozeznat polaritu pole — ,vidi”
pouze smer osy

a Necitlivy k silnému pulzu
a Citlivy na radiové frekvence (100kHz-MHz)




Od 2000 hypoteza RP u hmyzu nabyva na
sile

= Kompas hmyzu nepracuje

ve tmeé




Ve tme kompas potemnika nefunguje

Tma Sveétlo
0% RH 0% RH

ooooooooooooo




Od 2000 hypoteza RP u hmyzu nabyva na
sile

= Citlivy na barvu svétla

Vacha, M., T. Puzova, et al. (2008). "Effect of light wavelength spectrum on magnetic compass orientation in Tenebrio molitor." J
Comp Physiol A 194: 853-859.




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



Od 2000 hypotéza RP u hmyzu nabyva na
sile

= Hmyzi kompas
nerozeznava polaritu

Guerra, P. A., Gegear, R. J. and Reppert, S. M. (2014). A magnetic compass aids monarch butterfly migration. Nature
Communications 5, 4164, DOI: 10.1038/ncomms5164



Od 2000 hypotéza RP u hmyzu nabyva na
sile

= Hmyzi kompas
nerozeznava polaritu




Obraceni inklinace otoCi orientaci
potemnika — kompas neni polaritni




Od 2000 hypoteza RP u hmyzu nabyva na
sile

= Citlivy k ruseni
radiovymi frekvencemi




= Mimoradnée citlivi k radiofrekvencnimu
ruseni. Pouze 2 nT - 0,01% pozadi GMF !

= Problem antropogenniho znecisteni prostredi
RF poli

| Summation to magnetic
North, no RF

u=61°n=221,r=0.237 b =139° n=189,r=0.049
p < 0.001 p = 0.632



|

! University of Oldenburg
\ Campus Wechloy




Pro vyzkum magnetorecepce je nutne odstinené
prostredi.




Methods: Merritt coil

Magnetically Induced
Restlessness (MIR)

;;\) N otated
Magnetically S\

induced  [ireEETaRS
agnetlc pu se
restlessness

( M I R) Control — no MGF rotation — no MIR reaction

4 Wilcoxon

2 — )
F—=——1 pair test,
T = M
——
— + P=n.s.

[y

o

270 min

sf rf
Test — rotating MGF — MIR reaction %  Wilcoxon

/ pair test,
|”|”| == [y
|

=

270 min
sf rf

Body Rotations

—

o




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.



Jsou to ale skutecne Kryptochromy nutne
pro magnetorecepci? Cekalo se na
molekularni dukaz.

2008, 2010 Gegear et al. Drosophila assay

Train Light source

Black box

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



Metody:

= Spontanni pohybova reakce Periplaneta
americana a Blatella germanica na rotaci
pole

= 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

Methods: Merritt coil

Magnetically Induced

Restlessness (MIR)
North 60°
rotated

60° oscillations 5min

Period 5 min smin/ oS
Magnetic pulse

Control — no MGF rotation — no MIR reaction

) .4 Wilcoxon

=, pair test,
X I I I | | | g N=119
=" '
0 s Pzn.S.
270 min
2 Test —rotating MGF — MIR reaction Wilcoxon

~" 4 pair test,
| 1] &5 v
—
6 —— P=0.00017

pa—

270 min

Body Rotations




Darkness

Circadian rhythms y LacZ RNAI
@Q Magnetoreception
OlEs —

Qo Tim silencing

-

<\ CRY silencing

Constant light




Existuje polokruhovita struktura s Cry?
Imunocytochemie: vrstva bunek zespodu

kopirujicich sitnici

o
....

black clear
painted painted

15- ns %

Bazalova O, Kvicalova M, Damulewicz M, Valkova T, Slaby P, Bar

Dolezel D, Vacha M. 2016. Cryptochrome 2 mediates directional



LED spectra
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MIR je zavisly na barvé

ON OFF ON

o © MIR
® No
& & ® Yes
1.5x10% |
® o 8 ®
E
)
@ s e @
S
S 2.3x10" | & \
= 1 @ &
2 i
‘®
= \
) } @
= »
3.4x10 |
I I I I I I I T 1 1 I I
350 365 388 408 448 466 505 528 550 596 635 663
wavelength |(nm)

Bazalova O, K\VICEHOVE amulewicz M, Valkova T, Slaby P, B P, N 8 , Sauman |, Pokorny R,

Dolezel D, Vac . 0. Cryptochrome 2 mediates directional magnetoreceptio K . Www.prias.org/egirdon 10.1073/pnas. 1518622113.




Absorpéni kfivky Cry.
ON OFF ON

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



Shrnuti novych vysledku na
Periplaneta a Bletella:

e Magnetorecepce je vazana na ocCi

e Spektralni krivka smerove recepce
odpovida absorpci Cry

e Smerova magnetorecepce je zavisla na
funkcnim Cry

e Cry je pritomen v polokruhovité vrstve
pod sitnici

e Fotochemicky kompas je solidni
hypotéza a Cry soucasti smerove

Bazalova O, Kvicalova M, Damulewicz M, Valkova laby B, tos P, Netusil R, Tomanova K, Provaznik J, Braeunig P, Jing-Lee H, Sauman |, Pokorny R,
Dolezel D, Vacha M. ZFe@terﬂﬁeia ir agnetoreception in cockroaches. PNAS www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1518622113.



Nejen orientace a smér. Magnetickeé pole

ovliviiuje prostrednictvim Cry cirkadianni

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), e1004804.

Fedele, G., Green, E. W., Rosato, E., & Kyriacou, C. P. (2014). An electromagnetic field disrupts negative geotaxis in Drosophila via a CRY-dependent pathway.
Nature Communication, DOI: 10.1038/ncomms5391.



Ale treba i geotaxi.

Splhani musek
vzhuru je MG R
polem vypnuto. &S

mechanism LEDs

IR \ Aluminium
holder camera _g— box

-

IR

Ale jen u tech, N [ came
ktere maji Cry a
na modrem
svetle.

% 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



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

e ""-\.['\_

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.



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Hodiny
e /Zména membranoveho
potencialu

hk -/-(wt rescue)

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.



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Hodiny
« Zmena membranoveho potencialu
« Kontrola bunécného cyklu

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



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Hodiny
« Zmena membranoveho potencialu
« Kontrola bunecného cyklu

 Magnetorecepce

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



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

 Mozna vsechny drahy, kde je pritomen
Cry, jsou citlivé na svetlo a magneticka
pole !

 Pokud ano, pak i na

radiove frekvence.

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



Co Fici zavérem o vyzkumu ulohy Cry na
hmyzim modelu:

Diky molekularnim technikam hmyz (bezobratli)
pravdépodobné umozni popsat mechanismus
magneticke citlivosti

smer magnetickeho pole je pro zive systemy

dulezitéjSi nez kompas v ruce pro ¢lovéka.
Vyzkum posouva hranice mezi biologii, ,kvantovou
biologii* a fotochemii.

Prakticke aplikace v oblasti ochrany zdravi, kvality
spanku, interakci s technickymi zarizenimi atd.



Dosavadni granty:

e Ovéfeni magnetorecepce potemnika mouéného. GACR 2001-
2003

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

e Neuralni podstata magnetorecepce hmyzu. GACR 2007-2010

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

e Spoluprace s Molekularni chronobiologickou lab. CB,
Marburg, Oxford, Lund,






pozvanky

Objev: Védci zjistili, jak se zvirata orientuji podle
magnetického pole Zemé EEEY iednista 0 botancks

oxkurzl v Corné Hori a Albanii
wida & vizhoum TR EEREEERY
BRI Prednadka: Z déjin ruské
N ie estetiky
& N
m Pfednaska Kdy dojdou
&.‘ _—— . | svétové zdsoby ropy?
Kd
4
m Odborme kolokvium Veda

v praxl rozvoje Brna?

m Reprezentacni pravnicky ples

‘inujicl schopnost nékterveh Zivodichil rengovat na geomagneticke pole byla ji

Zmifiovany el . : :
Zmifiovany protein dokazana radou vyz 1t Dosud viak védei nevédeéli, jak tento smysl funguje a ¢im je

magnetickému pola planety vniman, Pritlomovy ebjev udinil kolektiv védei

@i @ ) ¢ B O




Dekuji za pozornost.




