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Abstrakt

Cirkadianni rytmy jsou pfitomné u vSech organisma od prokaryot pres rostliny az po
zZivocichy. Jsou znacné plastické, schopné se adaptovat na okolni klimatické podminky a na
aktualni dostupnost potravy, takové rozdily v podminkach vedly i ke vzniku vnitrodruhovych
polymorfism( cirkadiannich rytm(. Tato prace shrnuje znama data o plasticité cirkadidannich
rytm(, mechanismech, kterymi jsou cirkadidnni rytmy fizené, a jejich vzajemnou zavislost.
Cirkadianni rytmy byly u ektoparazita ¢lovéka Sténice domadci (Cimex lectularius) studovany
pouze sporadicky, obraceni rytmu je mozné docilit pouhou zménou osvitu. Se znalostmi o
plasticité cirkadiannich rytma bude mozné presné zjistit, jaké zmény v mechanismech fizeni

cirkadiannich rytmu se u Sténice déji.

Klicova slova: cirkadianni rytmy, Sténice domaci, plasticita cirkadidnnich rytmq,

polymorfismus cirkadiannich rytm



Abstract

Circadian rhythms can be found in all organisms from prokaryotes through plants to
animals. They are very plastic, able to adapt to the climatic conditions of the environment
and the current availability of food, such differences in conditions led to origin of
intraspecific polymorphisms of circadian rhythms. This bachelor thesis summarizes the
known data on the circadian rhythm plasticity, managing mechanisms of circadian rhythms
and their interdependence. Circadian rhythms were studied only sporadically in the human
ectoparasite a bed bug (Cimex lectularius), rhythm reversal can be achieved just by changing
the illumination. With knowledge about plasticity of circadian rhythms it shall be possible to

identify the changes in the managing mechanisms of circadian rhythms in the bed bug.

Key words: circadian rhythms, bed bug, plasticity of circadian rhythm, polymorphism of

circadian rhythms
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1 Uvod

Zijeme ve vcelku stabilnim prostiedi. Nase Zemé se otaéi kolem své osy a tim se ndm
stfidd den a noc. To je prileZitost pro organismy provadét rizné ukony ve spravny ¢as. Tedy
napfiklad spravné si rozvrhnout, ve kterou dobu ziskavat potravu, aby se vyhnuly
neptiznivym podminkam. Pfedpoklada se tedy, Ze je vyhodné, aby vznikly mechanismy, které
budou ovliviiovat chovani organismui v rlznych dennich dobach. Témto mechanismim se

fika cirkadianni hodiny (Abhilash and Sharma 2016).

Ne vSude na Zemi panuji stejné podminky, z ¢ehozZ lze soudit, Ze organismy jsou
schopné se adaptovat na okolni prostfedi a Ze cirkadidanni rytmy tedy nejsou uniformni, ale
existuji polymorfismy zdavislé na vnéjsich podminkach. Napfiklad $ténice Ziji na lidech i na

netopyrech a ptacich, byly tedy schopné se adaptovat na rizné hostitele.

Tato prace predstavuje problematiku cirkadiannich rytmd, jejich vyznam, spoustéce a
zjistit, zda existuji vnitrodruhové polymorfismy cirkadiannich rytm( a demonstrovat jejich
proménlivost. Dalsimi cili je zjistit mechanismy fizeni rytmd, zaméfit se na Urovné fizeni,
popsat cirkadianni rytmy Sténice domaci a zjistit jejich determinanty. Tato prace bude slouzit
jako podklad pro diplomovou préci, jejimz tématem bude vliv denniho rytmu hostitele na
cirkadianni rytmy parazita a vyhodnoceni, zda se u Sténice domaci jedna o genetickou

adaptaci, nebo fenotypovou plasticitu.



2 Cirkadianni rytmy

2.1 Historie vyzkumu

Nasledujici text shrnuje hlavni milniky v objeveni a popsani cirkadiannich rytma. Prvni
organismy, u kterych byly cirkadidanni rytmy popsany, byly rostliny. Hill zmifduje vyzkum
francouzského védce M. de Mairana publikovanou v roce 1729, ve které popisoval pokus
s rostlinou citlivkou (Mimosa). VSiml si, Ze rostlina v urcitou denni dobu otevira listy a poté je
zase zavird. Chtél zjistit, zda toto chovani bude pokracovat i ve stalé tmé, nebo jestli rostlina
potfebuje svételny podnét. Zjistil, Ze rostlina i ve stdlé tmé pokracuje v otevirani a zavirani
list(. Vysledky pokusu tedy nasvédcovaly tomu, Ze rostlina musi mit néjaké vnitini biologické

hodiny, které fidi cirkadidnni rytmy (Hill et al. 2018).

O dalsi prvenstvi se postarali Darwin a Darwin. Jako prvni se zacal zajimat o adaptivni
vyznam cirkadidannich rytmd. Ve své knize The Power of Movement in Plants napsal o
adaptivni roli 24 hodinového rezimu pohybu listl. Sledoval pohyby u mnoha druh( rostlin a

navrhl, Ze nékteré pohyby jsou adaptaci na vnéjsi podminky (Darwin and Darwin 1989).

Za zminku jisté stoji objeveni prvniho hodinového genu u octomilky (Drosophila
melanogaster). Objev ucinili dva americti védci, a to Ronald Konopka a Seymour Benzer. Gen
se jim podafilo nalézt diky odliSnym délkam cirkadiannich rytm, které octomilky vykazovaly.
Pti genetickém mapovani octomilek nalezli rizné mutace tohoto genu, ktery pojmenovali

period (Per) (Konopka and Benzer 1971).

Milnikem, ktery se jisté vepsal do historie je udéleni Nobelovy ceny za fyziologii a
lékafstvi vroce 2017 a to za vyzkum v oblasti chronobiologie. Vyzkum se zaméfil na
octomilky. Védci izolovali gen, ktery tidi cirkadianni rytmy, pomoci tohoto genu vytvorili
bilkovinu, kterd se v noci hromadi v burikdch a pres den se rozkldda. Posléze tento pokus
aplikovali i u ras a ¢lovéka a tim potvrdili, Ze princip fizeni cirkadiannich hodin je u vSech
stejny a objasiuje, na jaké molekularni drovni funguji nase biologické hodiny. Ocenéni si

zaslouzili tfi americti védci a to Jeffrey Hall, Michael Young, Michael Rosbash (Huang 2018).



2.2 Definice

Cirkadianni rytmy jsou vSudypfitomné. Vyznacuji se tim, Ze funkce daného organismu
dosahuje maxima, minima, nebo rovnovahy vidy ve stejny €as vramci dne. Rytmy
nalezneme ve vSech organismech od sinic, rostlin az po Zivocichy (Rosbash 2009). Jsou
charakteristické svou pfiblizné 24 hodinovou délkou. Napftiklad u ¢lovéka je délka 24,5-25,9h,
u mouchy domaéci (Musca domestica) je to kolem 24h a u octomilek (Drosophila spp.)
priblizné 23,9h. (Vaneckova et al. 2016). Cyklus tedy nemusi mit prfesné 24h a je nutné ho
sefizovat, jinak by nebyl synchronni s okolnim stfidanim dne a noci. K sefizovani slouzi
periodické zmény prostiedi (Langmeier 2009). Cirkadianni rytmy maji dvé slozky, které je
ovliviiuji a to exogenni a endogenni. Exogenni neboli zevni zavisi na rota¢nim pohybu Zemé,
tedy na stfidani svétla a tmy (L-D cyklus). Endogenni neboli vnitfni do jisté miry nejsou
zavislé na stfidani dne a noci. Jsou schopny béZet volné dal i presto, Ze uz na organismus
nepusobi zména svétla (Trojan 2003). Existenci endogenni slozky cirkadiannich rytmu
dokazuje vyzkum na octomilce obecné (Drosophila melanogaster). Velké populace octomilek
byly drzeny po dobu vice nez 600 generaci v konstantnich podminkach (ve tmé, teplota 25°C,
vlhkost 90%, potravu mély neustdle). | pfes takto dlouhou dobu se u nich cirkadidanni rytmy

nemizely (Sheeba et al. 1999).

Stav, kdy prestanou environmentdalni podnéty puasobit a rytmus dale pokracuje,
nazyvame free-running rytmus. Perioda neni presné 24 hodin dlouh3d, ale aktivita organismu
se pravidelné stfidd (obrazek 1) (Hill et al. 2018). Free-running rytmus je jen vyjimecné
dlouhy presné 24 hodin, vétSinou se jeho délka pohybuje mezi 23-26 hodinami. Nékteré
studie se zabyvaly porovnanim free-running cyklu u stejnych nebo pfibuznych druh,
napriklad u vosicky (Nasonia girault) je cyklus dlouhy od 22,5 hodin do 23,7 hodin a u vosicky
(Nasonia vitripennis) je dlouhy od 24,5 hodin do 26,4 hodin, nebo u komdra pisklavého
(Culex pipiens) se délka rytmu pohybuje od 21 hodin u komar( z irdnu po 24,4 hodin u
komarla pochazejicich z Japonska. Dalsi experiment byl proveden na rumeénici pospolné
(Pyrrhocoris apterus), u které bylo pfi porovnani 5187 jedincu z 56 lokalit zjiSténo, Ze i u nich
je free-running cyklus zdavisly na zemépisné Sifce pavodu. U ruménic méli jednici ze
severnéjSich poloh delsi cykly neZ zjiznéjSich. DUvody existence téchto rozdili ve free-
running cyklu nejsou zatim zndmé (Shinkawa et al. 1994, Bertossa et al. 2013, Vaneckova et

al. 2016).



Obrazek 1: Free-running rytmus: v prvni ¢asti oznacené A je vidét, jak bézi cyklus pfi normalnim L-D
rezimu. Prvni graf zobrazuje spotfebu kysliku, druhy pohybovou aktivitu. V ¢3asti B je vidét pokracujici cyklicky se

ménici aktivita za konstantniho svétla (Hill et al. 2018)

Endogenni, vnitini rytmy maji svlj vlastni vnitini synchronizator neboli pacemaker
(Rokyta 2000). Cirkadidanni pacemakery jsou velice dulezité pro synchronizaci chovani
organism0 pfi L-D cyklu. Endogenni cykly pokracuji i bez sttidani dne a noci, ale délka jejich
fazi je ovlivnéna svételnou intenzitou, environmentalnimi podnéty a teplotou (Dubruille et

al. 2009).

Pokud je organismus umistén ve stalé tmé, tak jeho periodické chovani pretrva, ale
chybi mu podnét, ktery by sefizoval rytmus na piesnych 24h. Cim vice cyklG probéhne bez
sefizeni, tim se cyklus prodluZuje. Tomuto jevu se fikd entrainment (unaseni). Entrainment

muUzZeme vidét na obrazku 2. (Hill et al. 2018).
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Obrazek 2: Entrainment: Grafy znazornuji pohyb zakefnic (Triatoma infestans). Na vodorovné ose jsou dny (0-
47), na svislé ose jsou hodiny (0-24). Graf zobrazuje aktivitu pfi zhasnutém (Seda pole) a rozsviceném svétle.
Prvnich 9 dn( se pravidelné ve stejny ¢as ménil svit, od 9. dne jsou zvitata ve stalé tmé. Ve stalé tmé sledujeme
entrainment cyklu. U vSech zvifat se cyklus prodluZuje. Po opétovném cyklickém stfidani svétla a tmy se cyklus

ihned vraci zpatky na 24 hodinovy rezim (Valentinuzzi et al. 2014).



3 Mechanismy fizeni

Cirkadidnni rytmy jsou vétSinou fizené svétlem, ale to je pouze synchronizuje na
presny 24 hodinovy rezim. Osvit je pfimo nefidi, ale jen ovliviiuje. Tato kapitola se zaméruje

na mechanismy, které rytmy fidi uvnitf téla. Tedy na endogenni systémy.

3.1 Hormonalni

Hlavni hormony fidici cirkadianni rytmy u savcl jsou melatonin a serotonin. Oba
hormony se vytvareji v epifyze. Serotonin vznikd z prekurzoru aminokyseliny tryptofanu,
melatonin, oznacovany také jako hormon tmy, se tvoti v noci ze serotoninu. Fotoreceptory
zaznamenaji svételny podnét a informaci vedou do suprachiasmatickych jader. Ve tmé
mnozstvi vzruchl v suprachiasmatickych jadrech stoupd a uvolfiuje se noradrenalin, tim se
zvysi aktivita enzymu N-acetyltransferdzy, ktery je potfeba ksyntéze melatoninu ze
serotoninu. Svétlo sniZzuje mnozstvi vzruchd, tim se snizi uvoliovani noradrenalinu a zastavi

se tvorba melatoninu. Celd fidici draha je ukazana na obrazku 3 (Rokyta 2000).
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Obréazek 3: Ridici draha melatoninu za¢ind dopadem svétla na sitnici oka. Signal pokracuje do
suprachiasmatickych jader v mozku, které jsou soucasti epifyzy, kde se z tryptofanu tvofi melatonin

(Rokyta 2000).



Hladina melatoninu stoupa po zhasnuti, nejvyssi je mezi 2-3 rano a poté postupné zacne

klesat. Pfes den je hladina melatoninu velmi nizka (obrazek 4) (Rokyta 2000).
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Obrazek 4: Hladina melatoninu v zavislosti na denni dobé. Na vodorovné ose jsou hodiny, na svislé ose je
koncentrace melatoninu v krvi. Od 9:00 do 21:00 je den a hladina melatoninu je pomérné nizka. Po zhasnuti se

hladina melatoninu rychle zvysuje. (Rokyta 2000)

Melatonin se podobné chova i u hmyzu. Nejvétsi sekreci zaznamenavame ve tmé. Je
potvrzeno, Ze hladina melatoninu vede ke zméné pohybové aktivity u hmyzu. U savcu je
tvorba melatoninu fizend suprachiazmatickymi jadry v epifyze, u hmyzu signdly k fizeni

tvorby melatoninu pochazi také z oblasti hlavy (Schwarzenberger and Wacker 2015).



3.2 Genetické

Cirkadianni hodiny maji geneticky zdklad, byly nalezené celé sady gen( ovliviujici
mechanismy regulujici cirkadianni hodiny rlznych organism( od sinic, rostlin, octomilky k
savclm (Sharma 2003). Dlouho se véfilo, Ze cirkadianni hodiny existuji pouze u
eukaryotickych organism(. Prvni dlikazy o dennich cyklech u Escherichia coli a Klebsiella byly
opomijeny, protoZe se predpokladalo, Ze neni vyhodné udrZovat 24h rezim u organism,
které se déli rychleji nez jednou za 24h. Prvni nalezené geny fidici cirkadianni rytmus u sinic
byly KaiA, KaiB, KaiC. Tim se tedy potvrdilo, Ze cirkadianni rytmy jsou fizeny geneticky i u
prokaryotickych organisml (Johnson and Golden 1999). Cirkadianni rytmy jsou velice
dilezité pro fotosyntetickd prokaryota, diky nim se nejspiSe staly pred 2,5 miliardami let
dominantnimi organismy na Zemi. Ve fotosynteticky aktivnich organismech jsou bunécné
procesy, které jsou citlivé na UV zdareni, pfesunuté na noc, aby se zamezilo poskozeni

fotosyntetického aparatu (Dvornyk et al. 2003).

Blize ke studovanym S$ténicim maji druhy octomilek (Drosophila spp.), které jsou
skvélym modelovym organismem v mnoha disciplinach. Prvni geny, které u nich byly
nalezeny, jsou period (Per) a timeless (Tim). Tyto geny poprvé popsali Konopka a Benzer
(1971) na zakladé vyzkuml na octomilkdch domacich (Drosophila melanogaster). Studovali
mutanty, ktefi méli odliSnou délku cirkadidannich hodin. Nalezli 3 varianty mutace genu Per.
Jsou to Per’, per’, Per. Per” je nefunkéni mutantni varianta genu a mutantni musky jsou
arytmické, lihnou se ndhodné béhem dne. Per’ neboli short, maji krat$i periodu neZ divoky
typ (19h, zatimco divoky typ ma periodu 24h). Posledni mutant Per, neboli long, ma periodu

delsi nez divoky typ. Perioda tohoto mutanta je 28h (Konopka and Benzer 1971).



3.2.1 Model molekularnich hodin octomilky obecné (Drosophila
melanogaster)

Cirkadianni cyklus je na molekularni drovni fizen pomoci transkripénich a translacnich
smycek, které jsou autonomni a nachazeji se v mnoha bunécnych typech. Dvé hlavni smycky
jsou kédovany transkripénimi faktory clock (Clk) a cycle (Cyc). V prvni smycce se proteiny
zvané period (Per) a timeless (Tim) zacnou hromadit v cytoplasmé. Protein Per je samostatné
nestabilni, proto se musi vyskytovat s proteinem Tim, ktery ho stabilizuje. Po spojeni se
dimer dostane do jadra a uzavie se pomoci sekvence Clk/Cyc. Bez aktivace, kterou vyvola
Clk/Cyc se mnoistvi Tim a Per zacne snizovat. Ve druhé smycce je transkripce Clk regulovana
pomoci Vrille (Vri) a PAR-domain protein 1 (Pdp1). Zatimco Vri potlacuje transkripci Clk, Pdp1
ji aktivuje. K synchronizaci hodin je tfeba svétlo, které aktivuje senzor Cryptochrome (Cry). Po
aktivaci se navazie na Tim. Na Tim se navaze ubiqutin a protein je degradovan. Per je

samostatné nestabilni, tak také zanika (obrazek 5) (Sosniyenko et al. 2010, Meireles-Filho

and Kyriacou 2013).

Obrazek 5: Model molekularnich hodin octomilky obecné zobrazuje dvé transkripéni/translaéni zpétnovazebné

smycky. (Meireles-Filho and Kyriacou 2013)



3.3 Nervové

Nervové fizeni cirkadianniho chovani je nejlépe popsané u savcl. Biologické hodiny,
které fidi cirkadianni rytmy, nalezneme v suprachiasmatickych jadrech. Jsou to shluky
mozkovych bunék, které jsou uloZené v stfednim hypotalamu a vykazuji silné cirkadianni
rytmy v metabolické aktivité, v expresi genll a ve fotosenzitivité (lllnerova and Sumova

2008).

Co presné ovliviiuje aktivitu u dennich a co u nocnich savci? Vyzkum, ktery
porovnaval no¢ni a denni hlodavce zjistil, Ze vétsina zékladnich prvkl cirkadidnniho systému
je stejnd, vcetné mechanismu, ktery sefizuje rytmus pomoci svétla a molekularnich
oscilatori (Smale et al. 2008). Podle vyzkumu je hlavnim rozdilem pacemaker
v suprachiasmatickém jadre v hypotalamu (Vosko et al. 2009). Vyzkum dennich hlodavcu
zjistil, Ze jejich rytmy mohou byt znacné plastické. Tedy, Ze za urcitych podminek se mohou
stdt nocnimi tvory. Tato zména je umoinéna nejspiSe zménou oscilatord
v suprachiamatickém jadre. Zména aktivity miZe pomoci zvifatim prizplsobit se zménam

okolnich podminek (Kronfeld-Schor, Bloch, et al. 2013).

Existuji vyzkumy o nervovém tizeni rytm0 u hemimetabolniho hmyzu, ale zatim neni
znamo konkrétni misto v rdmci nervové soustavy, které by fidilo cirkadianni rytmy, tak jako u
savcl. Bylo nalezeno vice mist, které ovliviuji rytmy. Jednim z nich je sloZzené oko. Centrum
cirkadiannich hodin uvnitf optického laloku je u kazdého druhu trochu jiné. Nejprve se
predpokladalo, Ze u Svabl je to lobula, nyni se priklani vétSina autor( k tomu, Ze misto
odkud jsou rytmy fizeny je medulla. U cvrékl je to distdlni ¢ast optického laloku vcéetné
vnéjsich oblasti medully. U holometabolniho hmyzu byla objevena accessory medulla (AMe),
je to pozlstatek larvalniho optického neuropilu. Po vylihnuti larvy ztraci neuropil svij
vyznam a stava se znéj centrum cirkadidnnich rytm0, ale AMe nalezneme i u
hemimetabolniho hmyzu, kde pIni nejspiSe funkci cirkadidnnich hodin. AMe u
hemimetabolniho hmyzu je znazornéna na obrazku 6. Pro presnou identifikaci centra
cirkadiannich hodin jsou potieba dalsi vyzkumy. Nyni se vi, Ze jsou rytmy v mozku
ovliviovany pomoci nervovych drah, ve kterych jsou hlavnimi chemickymi posly serotonin a

pigment-dispersing factor (PDF) (Homberg et al. 1991, Tomioka and Abdelsalam 2004).
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Obrazek 6: Schématické znazornéni oblasti mozku. Na obrazku miZeme vidét schématické znazornéni oblasti
mozku, které fidi cirkadidnni rytmy u A) $vaba, B) cvréka. Sedé jsou zvyraznéna mista, u kterych se predpoklada,
Ze Fidi cirkadianni rytmy. Vysvétleni zkratek: AMe: accessory medulla, CB: central body, La: lamina, Lo: lobula,

MB: mushroom body, Me: medulla, ON: optic nerve (Tomioka and Abdelsalam 2004).
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4 Plasticita cirkadiannich rytmu

Stfidani dne a noci je vcelku stabilni podnét, podle kterého se organismy
synchronizuji. Ale ne vSechny organismy Ziji v podminkach, kde se osvit stfida. V hloubkach
v oceanech, nebo v jeskynnich se osvit neméni a cykly nemohou byt synchronizovany podle

stfidani dne a noci. Je tedy mozné, Ze se rytmy zvldadnou adaptovat na okolni podminky?

ees

Byly nalezeny druhy ryb a ¢lenovci, které Ziji v konstantnich podminkach a nemaiji
zadné cirkadianni rytmy, nebo vykazuji jen obcasné rytmy. Tyto rytmy jsou dlouhé jako
cirkadianni, ale chybi jim periodicita. To znamend, Ze v konstantnich podminkdch neni
vyhodné udrzovat dlouhodobé cirkadidnni rytmy (Sharma 2003). Ale byly nalezeny jeskynni
druhy ryb, u kterych i ptes konstantni podminky jsou cirkadianni rytmy zachovany. Trajano a
Menna-Barreto (1996) provedli experiment na rybach z celedi Trichomycteridae, které Ziji
v jeskynich v Brazilii. V téchto jeskynich je velmi stabilni klima, to znamena, Ze cirkadianni
rytmy téchto ryb nemohou byt fizeny zménou teplot. Hluboko v jeskyni pfipravili akvaria, do
kterych umistili ryby. Celou arénu snimalo nékolik fotobunék a po vyhodnoceni pohybu
zjistili, Ze vSechny ryby vykazuji pravidelné rytmy (Trajano and Menna-Barreto 1996). Tento
jev je mozné vysvétlit tak, Zze udrzovani rytmu je vyhodné pro vnitini koordinaci bunécnych
procest (Sharma 2003). Dulezitou funkci cirkadiannich hodin, je také ¢asova koordinace
vnitfnich metabolickych uddlosti. Nekompatibilni procesy, tak mohou byt oddéleny casové

(Krieger 1982).

Vétsina pokusl je provadéna v laboratornich podminkach, ale okolni prostredi je
mnohem slozZitéjsi. Neméni se jeden faktor, tedy osvit, ale pokazdé se méni vice podminek
(rozdilnd vlhkost, teplota, proménliva intenzita svétla). Neméni se jen abiotické podminky,
ale i ty biotické, jako je dostupnost potravy. Vsechny tyto zmény mohou vyznamné ovlivnit
aktualni aktivitu organisma. Proto je dlleZité, pokusy presunout do pfirozeného prostredi
(Kronfeld-Schor, Bloch, et al. 2013). Napriklad pokus na ¢ipmancich vychodnich (Tamias
striatus) dokdzal, Ze je vyhodné udrzovat cykly a v nékterych dennich dobdach byt v dkrytu,
chranén pred predaci. Autofi odchytili skupinu cipmank(, kterou rozdélili do dvou

podskupin, kde jedné skupiné wupravili denni rytmy operativné zdsahem do
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suprachiasmatického jadra a druhou skupinu poufZili jako kontrolni vzorek. Vsem ¢ipmankim
dali sledovaci obojky a po rekonvalescenci Cipmank( po operaci, vSechny vypustili.
Cipmanci po operaci s arytmickym chovéanim rychle podlehli predaci. Na tomto experimentu
je jasné vidét, Ze je duleZité pocitat i s ostatnimi selekénimi tlaky okoli a pokusit se pfesunout

experimenty do pfirozeného prostredi (DeCoursey et al. 2000).

Role denniho svétla je zndma, ale co mésicni svit? Nem(ze i ten byt dalSim faktorem,
ktery je rozdilny pfi laboratornich pokusech? Podle vyzkumu vedeného Kronfeld-Schorem,
Dominoni et al. 2013 mésic¢ni svit ovliviiuje nejen nocni, ale i denni Zivocichy. Napfiklad larvy
Myrmeleon obscurus si hloubi do pisku pasti, kazdy den jsou tyto pasti prestavovany. Za
Uplriku jsou pasti veliké a kdyz je mésic v novu jsou pasti malé. NejspiSe je za mésicniho svitu
vyssi pravdépodobnost uloveni kofisti a je vyhodné investovat energii do stavby (Kronfeld-

Schor, Dominoni, et al. 2013).

Rytmy se mohou u organismu adaptovat i podle délby prace. To je dobfe ukdzdno na
socidlnim hmyzu, jako jsou véely a mravenci. Napfiklad u véely medonosné (Apis mellifera)
larvy pottfebuji neustdlou péci, takze mladé délnice se neustdle staraji o larvy a jejich rytmy
jsou tedy arytmické. Starsi délnice, které |étaji pro nektar, vykazuji silné rytmické chovani
(Moore 2001). DalSim prikladem je ¢meldk zemni (Bombus terrestris), u kterého jsou velké
rozdily ve velikosti mezi jednotlivymi jedinci. Ti mensi, ktefi zGstavaji v ulu a staraji se o larvy,
maji oslabené cirkadianni rytmy. Ti vétsi létaji pro nektar a maji silné cirkadianni chovani.
Pokud byli mali ¢melaci vystaveni v Ulu stfidani dnu a noci, zUstali arytmicti, ale kdyz byli
drZzeni osamocené, tak se jim rychle zacaly cirkadianni rytmy rozvijet. To znamena, Ze tento
hmyz ma velice plastické rytmy, které se upravuji podle okolnich podminek (Yerushalmi
2006). Také mravenec (Camponotus compressus) ma dost flexibilni rytmy. Napfiklad kralovna
vykazuje rytmické chovani pred parenim. Po pareni, kdy shazuje kfidla a zacina klast vajicka
je jeji chovani arytmické. Kdyz prestane klast vajicka, tak zase obnovuje rytmické chovani

(Sharma et al. 2004).
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5 Vnitrodruhovy polymorfismus cirkadiannich rytmu

Polymorfismy v cirkadidnnich hodinach u stejnych druhd v jinych ekologickych
podminkach mohou byt dlikazem toho, Ze cirkadianni rytmy jsou schopné se adaptovat (Hut
et al. 2013). Tato kapitola uvadi pfiklady organismu, které maji vrdznych okolnich

podminkach adaptované rytmy.

Co znamena presné adaptace? Adaptace je fenotypova varianta (mutace), diky niz ma
organismus vyssi fitness v daném prostredi oproti normalnimu (divokému) typu (Reeve and

Sherman 1993).

Dikaz schopnosti adaptovat se predstavuje rostlina Arabidopsis thaliana., kterd se
hojné vyskytuje po celé severni polokouli. Z vyzkumu rytmQ téchto rostlin ziskanych
v rliznych zemépisnych Sitkdch se zjistilo, Ze délka cyklu cirkadidnnich hodin je zdavisla na
zemépisné Sifce plvodu rostliny. Rostliny z vétSich zemépisnych Sitek maji delSi cykly a i
pohyby jejich listd jsou zavislé na misté pavodu rostliny. To znamena, Ze tyto rostliny maji

cykly adaptované podle teploty (Michael 2003).

V  hodinovych genech octomilky domaci byly nalezeny polymorfismy v
kddovani theonine-glycinu, které jsou pravdépodobné adaptaci na rozdilné teploty. Rozdilné
theonine-glycinové kddovani maji octomilky z Evropy a octomilky ze Severni Ameriky coz
dokazuje, Ze existuji adaptace na genové Urovni. V experimentu, ve kterém spolu byly
nechany octomilky s obéma variantami kédovani, byly samice schopné rozliSit samce se
stejnou mutaci a rozmnozovaly se predevsim s nimi. Moznda jim k tomu pomohl hlasovy
projev samcll, protoze samci z Ameriky pouzivali kratsi zvukové signdly neZ ti z Evropy.
Predpoklada se, Ze schopnost samic rozliSovat mezi rdznymi alelami mize byt jednim z
mechanismu zajistujicich potfebnou alelickou rovnovahu pro zajisténi lepsi adaptability na
ménici se lokalni mikroklimatické podminky (Zamorzaeva et al. 2005). DalSim dikazem je
nalezeni polymorfismU cirkadianniho genu OtsClockla a OtsClocklb u lososa cavyca
(Oncorhynchus tshawytscha), kde byla pfi porovndvani losost z rliznych mist nalezena

mutace genu, ktera je adaptaci na rlizné ekologické podminky (O’Malley and Banks 2008).
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Pfedchozi experimenty ukazuji polymorfismus v cirkadiannich rytmech, ktery je
ovlivnén predevsim rGznou okolni teplotou. Nasledujici experiment dokazuje, Ze se

organismy nemusi adaptovat pouze na teplotu. Beale at al. zkoumali tetry mexické (Astyanax

e

mexicanus), u nichz se pred tisici lety oddélila populace Zijici v jeskynnich, zatimco ostatni Zily

rys

dale v okolnich fekach. VSimli si rozdilného vzhledu ryb Zijicich v jeskynich a mimo né. P¥i

zjistovani vazeb mezi DNA opravami a zménami cirkadidannich rytmu zjistili, Ze u ryb Zijicich
v jeskynich vznikla genetickd mutace, ktera se fenotypové projevuje ztratou oci a pigmentace

kGZe (obrazek 7), ale i bez oc¢i u nich pretrvavaji cirkadianni rytmy. U ryb Zijicich mimo

jeskyné se za svételné faze mutace opravuji (Beale et al. 2016).

rekach (Beale et al. 2016)

Jak je mozné, Ze tyto polymorfismy vznikaji? Vyse uvedené experimenty ukazuji, Ze je
pro organismy vyhodné upravit si cirkadianni rytmy podle okolnich podminek prostredi.
Pomoci mutaci maji Iépe rozvrzené chovani, snaze se jim ziskdva potrava a diky tomu maji
vice €asu a dostupné energie k rozmnozovani. Adaptace druhd, ale i vnitrodruhové adaptace

na vnéjsi ekologické podminky zvySuji organismim fitness (Abhilash and Sharma 2016).
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6 Charakteristika druhu Cimex lectularius

Sténice domaci (Cimex lectularius) je ¢ervenohnédy, bezkfidly, krev sajici ektoparazit
Clovéka a netopyr(, patfici mezi hemimetabolni hmyz s péti juvenilnimi stadii (obrazek 8).
Nymfy jsou po vylihnuti svétle Zluté. V dospélosti jsou Sténice pét az sedm mm veliké, maji
ovalné ploché télo a kfidla jsou zakrnéld v drobné pfivésky, jsou mikropterni. Clovéka
vyuZzivani pouze, jako zdroj potravy (obé pohlavi i larvy), ale neziji na ném permanentné. Sani
trva pét az deset minut a probiha pfiblizné jednou tydné. Aby zamezily srazeni krve, vstrikuji
do rany pfi krmeni antikoagulanty. PFi cestovani za potravou ujdou i relativné dlouhé

vzdalenosti (i vice jak 20m) (Usinger 1966).

Samice kladou vajicka, ktera jsou asi jeden milimetr velka, pfi 22°C se vylihnou za
deset az dvandct dni. Pokud je teplota vyssi, v rozmezi 30-35°C, tak se lihnou za Ctyti az pét
dni. Kazdé stadium se potfebuje alespon jednou nakrmit krvi, aby se mohlo svléknout. P¥i
22°C vyvoj v dospélce trva Sest az devét tydnd, zatimco pti 30°C trva jen okolo tfi tydn(

(Russell et al. 2013).

RozmnoZuji se pomoci traumatické inseminace. Samec prorazi penisem samici bfisni
sténu na pravé strané, kde ma redukovany ovaria a spermie vstfikne do paragenitalniho
ustroji, které se nachazi lateradlné na abdominu samice. Samice jsou schopné si spermie
uschovat aZz 35-50 dni uvnitf paragenitalniho systému. Zajimavosti je Ze, vajicka jsou
oplodnéna uz v ovariich a ne az ve vejcovodech. Traumaticky zpUsob kopulace nékteré

samice nepreziji, ale pomdahdji jim k hojeni ran hemocyty, coz je hlavni slozka v imunitni

obrané hmyzu (Reinhardt and Siva-Jothy 2007, Usinger 1966).
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Obrézek 8: Zivotni cyklus $ténice doméci (Cimex lectularius)

(autor : https://cz.depositphotos.com/103506698/stock-illustration-life-cycle-of-the-bed.html)
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7 Cirkadialni rytmy Sténice

Cirkadianni rytmy Sténic jsou velmi madlo prozkoumané, proto tato kapitola ¢erpa jen
z jediného zdroje, ktery podrobéji popisuje jejich rytmy. Pro porovnani uvadim cirkadianni

rytmy dalsi hematofagni plostice a to zakernice (Triatoma infestans).

Sténice Ziji v lidské blizkosti a jejich rytmy se musely pfizpGsobit hostiteli tak, aby
eliminovaly mozZnost, Ze je hostitel objevi, proto je jejich rytmus obraceny k lidskému. Tedy
pres den jsou v ukrytu a v noci, kdyz ¢lovék spi, se jdou krmit. Jejich cirkadidnni rytmus je
silné vazan na svétlo. Svételny signal je hlavnim mechanismem fidicim jejich aktivitu. Pokud
jim laboratorné zménime den na noc zménou osvitu a ostatni podminky jako vlhkost a
teplota zUstanou stejné, tak bude trvat Ctyfi dny, nez se jejich cyklus synchronizuje
s obracenym rezimem. VSechna stadia Sténic maji endogenni cyklus, tedy za konstantnich
podminek se jejich aktivita cyklicky méni. Za konstantni tmy je jejich cyklus dlouhy cca 26h a
za konstantniho svétla cca 24h. Vétsina Sténic se zac¢ina pohybovat ihned po zhasnuti svétla,
pficemzZ nejrychlejSi narlist pohybu zaznamenavdme prvni ¢tyfi hodiny po zhasnuti. Pfi
prechodu ze tmy na svétlo se u vétSiny hmyzu rychle zvysi aktivita, ale ta zase velice rychle

klesa a po celou dobu fotofaze zlstava nizka (obrazek 9) (Romero et al. 2010).

Jejich pohybova aktivita je také zavisla na tom, kdy naposledy jedly. Na obrazku 9 je
znazornén pocet pohybl (zmén pozic) u nenakrmenych tyden, nenakrmenych pét tydnl a
nakrmenych sténic. Dospéli jedinci, ktefi jsou jen kratkou dobu bez potravy, se premistuji
mnohem ¢astéji, nez najedeni. Jiz po 5 tydnech bez jidla sniZi svoji aktivitu (obrazek 10), ale
schopni prezit bez jidla jsou i vice nez rok. Pokud maji dostatek potravy, tak jsou
reprodukcéné nejaktivnéjsi, v pripadé, kdy je zdroji potravy malo, tak Setfi energii (Romero et

al. 2010).
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Obrazek 9: Graficky znazornuje pohyb samic, samcl a patych nymfalnich instari Sténice domaci v
prabéhu dne. Pod kazdym grafem je ¢erné znazornéna tma a Srafované svétlo. Na vsech grafech je
jasné vidét, Ze aktivita Sténic je nejvyssi za tmy. Po rozsviceni se aktivita skokové zvysi, to je zplsobeno
reakci na svétlo, kdy se Sténice chce rychle vratit do ukrytu. Za svétla zlstava aktivita po celou dobu

nizka pohybu samic, samcU a patych instar( v zavislosti na denni dobé (Romero et al. 2010).
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Obrazek 10: Grafické zndzornéni poctu pohybl u tyden nenakrmenych, pét tydni nenakrmenych a

nakrmenych sténic (Romero et al. 2010).

7.1 Porovnani cirkadiannich rytmu sténice a zakefnice (Triatoma infestans)

Zakernice (Triatoma infestans) je hematofagni parazit, ktery prendsi v tropickych
zemich Chagasovu chorobu. Ma stejné jako Sténice velmi plastické cirkadianni rytmy. Tyto
zakernice saji krev velké skale Zivocichl a to no¢nim i dennim. Hlavnimi hostiteli jsou lidé a
domaci zvifata, na kterych se krmi pfes noc, ale byly nalezeny i na mnoha divokych
zviratech, napfiklad na netopyrech, ktefi jsou aktivni v noci. To znamena, Ze jejich rytmy
jsou silngji ovliviiovany aktualni nabidkou potravy nez svételnym signalem. Ektoparazité,
ktefi maji rytmy fizené podle L-D cyklu, jako napfiklad Sténice, spoléhaji na predvidatelné
chovani hostitele, ale pro snadnéjsi ziskani potravy je vyhodnéjsi fizeni rytm0 podle
pohybové aktivity hostitele, které maji zdkefnice. Pro potvrzeni téchto informaci provedla
Valentinuzzi et al. 2014 experiment. Zakernice, které byly chovany v konstantnich
podminkach a jejichz rytmy byly cca 24 hodinové, po nékolik dni dostavaly vidy ve stejny
Cas, jako stimul Zivé kufe, coZ zpUsobilo, Ze se jejich rytmy synchronizovaly s aktualni
nabidkou potravy (Valentinuzzi et al. 2014).
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8 Metodika

Tato kapitola seznamuje ¢tenare s metodikou vyzkumu cirkadidannich rytm( Sténice
domaci. Vyzkum a jeho vysledky budou souédsti planované diplomové prace, nize je popsan
pribéh pilotniho vyzkumu. Inspiraci pro metodiku byl ¢ldnek (Romero et al. 2010). Sténice
byly chovény v plastovych nadobkach (falkonkach) o objemu 50ml, které mély sitované dno,
skrze které se mohly krmit. Do falkonek jsme dali nékolik sloZenych ¢ernych papir(, které jim
simulovaly ukryt (obrazek 11). Chovy byly uloZeny v klimaboxech s teplotou 27°C. Byly
pouzity dva klimaboxy, jeden s fotofazi od 17:00 do 5:00 a druhy s fotofazi od 5:00 do 17:00.
Krmili jsme jednou tydné, vidy pFiblizné ve stejny ¢as a to uprostied periody. Sténice byly
krmeny lidskou krvi uchovavanou v lednici, ktera byla ohfivana na vodni lazni pro navozeni
pfirozenych podminek. Nejprve jsme si vyrobili pytlicky z parafilmu (obrazek 12), do kterych
jsme stfikackou prenesli krev. Poté se na vodni lazen umistily pytlicky a na né posadily
nadobky. Teplota vody ve vodni |azni se udrzovala po celou dobu krmeni na 40°C, protoze
jsme zjistili, Ze pri této teploté ma krev v sacécich 37°C. Z téchto chovl vybirdme nakrmené
paté nymfalni instary, které nasledné po jednom ukldddame do eppendorfek skladovanych v
klimaboxech. Po tydnu vybereme dospélé jedince a pretfidime je podle pohlavi. Tim
zajistime panenské (neoplodnéné) jedince. Poté pouzijeme malé Petriho misky a pod kazdou
ddme jednu S$ténici. Petriho misky umistime na bily papir a celou arénu snimame
fotoaparatem kazdych 5 minut po dobu minimdlné jednoho tydne. Zvyhotovenych
digitalnich fotografii poté pomoci programu EthoWatcher vyhodnocujeme pohyb jedincu
(Crispim Jun. et al. 2012). Za pohyb jedince je povaZovan posun o 10 a vice pixell, vyrez

fotografie jedné Petriho misky ma rozliSeni 240 x 240 pixell (obrazek 13).
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Obrazek 11: Kolonie sténic domacich v Ukrytu, ktery jim simuluje sloZzeny Cerny papir

Obrazek 12: Sacek s krvi vytvoreny z parafilmu

Obrazek 13: Vyrez fotografie jedné Petriho misky (autor: Ondrej Balvin)
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9 Zaveér

Na zakladé literarni reSerse lze fici, Ze mechanismy Fizeni cirkadidnnich rytma jsou na
sobé v jisté mife zavislé. Vylucovani hlavniho hormonu, ktery ovliviiuje cirkadianni rytmy,
tedy melatoninu, je zavislé na nervovém fizeni. Signalni draha melatoninu zacina v oku, které
pfijme svételny signal. Molekularni hodiny octomilky jsou také synchronizovany pomoci
svételného signdlu. Tedy i genetické Fizeni je provazané s nervovym. V experimentech, ve
kterych byly Svablm a cvrckim odebrany zrakové organy, bylo zjisténo, Zze po odebrani
zvitata zUstala arytmickd (Tomioka and Abdelsalam 2004). To znamend, Ze u nékterych
organismu je nervové tizeni, jako hlavni, ale i u nich je ovliviiovano pomoci hormonalnich
drah, ve kterych jsou hlavnimi chemickymi posly serotonin a pigment-dispersing factor (PDF).

Toto zjiSténi je dulezité k dalsi diskuzi v diplomové praci, kde mi umozZni pochopit, jaka

vsve

Zminéné studie prokazaly, Ze cirkadidnni rytmy mohou byt znaéné plastické. Bylo
nalezeno mnoho polymorfismu v cirkadidnnich rytmech na genetické Urovni. Za nedostatek,
ale povazuji nedostatek experimentalnich studii snazicich se prokazat adaptivni vyznam
rytmu a jejich polymorfisma. Proto jsme si pro studium vybrali Sténici, kterd ma proménlivou
ekologii (vice hostitell s rGznou aktivitou). DalsSim nedostatkem je jisté mdlo existujicich
informaci o cirkadidnnich rytmech $ténice domdci (Cimex lectularius). Pro dalsi studie by bylo
jisté pfinosné védét vice o mechanismech fizeni cirkadidnnich rytm( u hmyzu, ale bohuzel

toto téma jesSté neni dostatecné prozkoumané.
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