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Photoreceptor properties and distribution in strictly subterranean

African mole-rats (Rodentia, Bathyergidae)

The visual system of subterranean rodents is assumed to be regressed in response to their
lightless ecotope. According to the prevailing doctrine, negative or non-selective processes
have driven evolutionary regression of the visual system in many unrelated groups of
rodents that has adopted strictly subterranean mode of life. Among rodents this has been
exemplified by detailed studies of the blind mole-rat Spalax ehrenbergi. However, recent
studies involving a larger spectrum of subterranean rodent species demonstrated
unexpected diversity of retinal properties and visual system designs among subterranean
rodent species and thus challenged the widely held view that the visual system has
undergone extensive convergent evolution in subterranean mammals. This paper examines
the presence, the distribution, and photoreceptor properties in the African mole-rats
(Bathyergidae, Rodentia). It describes rodopsin, S- and L-opsin expression patterns,
photoreceptor densities and rod/cones proportions in five species of bathyergid mole-rats,
namely Bathyergus suillus, Georychus capensis, Fukomys damarensis, Cryptomys
natalensis and Heliophobius argenteocinereus. Spectral cone types and rods were assessed
immunocytochemicaly with opsin-specific antibodies. All examined species have rod-
dominated retinae but possess a very high cone proportions (= 10%). The rod nuclei
possess the conventional architecture found in nearly all eukaryotic cells, with most
heterochromatin situated at the nuclear periphery and euchromatin residing toward the
nuclear interior, i.e., the arrangement that is typical for diurnal mammals and is not
expected in animals adapted to subterranean darkness. The vast majority of cones were
strongly S-opsin immunoreactive; the L-opsin immunoreactivity was much fainter, often
barely detectable. Thus all bathyergid species examined feature an S-opsin dominance and
low levels of L-opsin across the entire retina, a pattern that is unique among mammals.
These photoreceptor properties are independent on whether the mole-rat is strictly
subterranean or occasionally emerges above ground for foraging. Moreover, a comparative
analysis clearly shows that subterranean life is compatible with very different spectral cone
properties. Taken together, bathyergid photoreceptor mosaic is well suited to perceive
daylight intensities and can hardly be considered an adaptation to subterranean vision. We
speculate that S-cone dominance may be by-product of low thyroid hormone

concentrations.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DAB - diaminobenzidin

IgG - imunoglobulin G

INL - vnitini jadernd vrstva sitnice

IPL - vnitini plexiformni vrstva sitnice

LWS - citlivy ke dlouhym vlnovym délkam v rozsahu Zluta-Cervena
(long-wavelenght-sensitive)

L- - viz LWS

ON - opticky nerv

ONL - vn¢j$i jaderna vrstva sitnice

RPE - pigmentovy epitel

SBP - protonovana Schiffova baze retinalu

SWSI - citlivy ke kratkym vlnovym délkam v rozsahu blizké UV oblasti a
fialova (short-wavelenght-sensitive 1)

SWS2 - citlivy ke kratkym vlnovym délkam v rozsahu fialovo-modra

(short-wavelenght-sensitive 2)
S- - viz SWS1



1. UVOD

Savci obyvaji nejriiznéjsi biotopy a osvojili si rizné Zzivotni styly spojené s riznymi
svételnymi podminkami. Pro nékteré druhy je zrak dominantnim smyslem, pro jiné ma
druhofady vyznam. Je ptekvapivé, Ze témet 300 druhh savel si osvojilo vice ¢i méné
podzemni zplisob zivota (Burda a kol. 1990; Nevo 1999; Bennett & Faulkes,2000). Bézné
se predpoklada, Zze zrakovy systém se u podzemnich hlodavcl konvergentné vyvijel
v zavislosti na jejich zivoté v trvalé tmé. Modelovym organismem pro studium zrakového
syst¢ému podzemnich savci je Spalax ehrenbergi, ktery ma podkozni oci, jejichz
atrofovany opticky aparat neumoziiuje formovani obrazu. Nicméné recentni studie
zahrnujici Sir§i  spektrum podzemnich savCich druhtt odkryly nepiedpokladanou
rozmanitost v utvareni zrakového systému na nejriznéjSich urovnich — proteinovou
vybavou pocinaje a designem centralniho zrakového systému konce. Spolecné tyto objevy
svéd¢i o rozdilnych zrakovych schopnostech a adaptacich u riznych podzemnich
hlodavct. Tyto studie tedy vyrazné zpochybnily rozsahle zastdvany nazor, ze zrak je pro
podzemni zivoc€ichy postradatelnym smyslem.

Ryposi celedi Bathyergidae nereaguji na svételné stimuly jako jsou pohybujici se
objekty nebo svételné zablesky (Oelschldger a kol. 2000). U tii druht rypoSovitych vSak
byla prokazana schopnost rozeznat svétlo a tmu (Fukomys anselli a F. kafuensis, Wegner a
kol. 2006; Heliophobius argenteocinereus, Kott a kol. 2010). Fyziologické reakce sitnice
na silné svételné zablesky a vyhybani se svétlu bylo popsano u Heterocephalus glaber
(Hetling a kol. 2005). Naproti tomu existuje fada anatomickych a fyziologickych doklada
naznacujicich kompletni ztratu zrakovych schopnosti u slepce druhu Spalax ehrenbergi.
V podkozi ulozené oci s degenerovanym optickym aparatem postradaji schopnost tvorby
obrazu na sitnici, cely zrakovy systém je siln¢ redukovan. Experimentéalni data dokladaji
neschopnost slepce naucit se vyhybat elektroSoklim asociovanym se svételnymi podnéty
(Rado a kol. 1992). Nicmén¢ i S. ehrenbergi je schopen rozliSovat mezi svétlem a tmou
(Rado a kol. 1992).

Adaptivni vyznam zraku v podzemnim prostiedi zlstava nejasny. Zrakovy systém
slepcti, rypost a krtkii neni dobfe uzpisobeny pro orientaci v otevieném prostoru. Pfi
vzacnych nadzemnich aktivitach (napt. disperze, vypravy za ptisluSniky opacného pohlavi,
vyjimecné nadzemni vylety za potravou) se tedy mohou jen stézi fidit zrakem. Rovnéz
v uzavienych norach, kam nepronika svétlo, se zda byt zrak nepouzitelnym. Paradoxn¢ se

zd4, ze usporadani fotoreceptorii je u podzemnich druhii adaptovano na podminky denniho
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svétla spi§ nez na tmu podzemniho prostiedi. Recentné bylo dokazano, ze reziduélni zrak
muize podzemnim saveim umoznit lokalizovat poskozeni tunelového systému, které
umozni prunik svétla do nory (Hetling a kol. 2005; Wegner a kol. 2006; Kott a kol. 2010).
Svétlo tak mize indikovat pfitomnost predatora nebo nahodné poSkozeny tunelovy systém.
Pichrazeni osvétlenych chodeb bylo popsano u Fukomys a Heliophobius (Sumbera a kol.
2003; Skliba a kol. 2007, 2009) a Thomomys (Werner a kol. 2005) a svétlem
vyprovokovany uték u H. glaber (Hetling a kol. 2005). Rezidudlni zrak tak muize mit
zasadni vyznam pro antipredacni chovani (Némec a kol. 2007, 2008; Kott a kol. 2010).
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II. PREHLED LITERATURY

1. Morfologie oka

Oko je vstupni branou do zrakového systému a jeho vlastnosti determinuji kvalitu
informace, kterd je k dispozici k centrdlnimu zpracovani. Velikost oka urcuje velikost
obrazu na sitnici a vlastnosti optického aparatu (zahrnujiciho rohovku a ¢ocku) determinuji
kvalitu obrazu. Velikost oka se zna¢né 1i8i u riznych druhli podzemnich hlodavci. Jednim
extrémem jsou miniaturni podkozni oc€i slepce druhu Spalax ehrenbergi, které ztratily
schopnost formovani obrazu a slouzi pouze k detekci mnozstvi okolniho svétla

pro fotoperiodickou percepci (review viz Nevo 1999). Oc¢i krtka evropského Talpa
Europaea jsou rovnéz miniaturni, ale jsou umistény na povrchu a normalné vyvinuty
(Quilliam 1966). Na druh¢ strané spektra se nalézaji oci velikosti odpovidajici velikosti o¢i
na povrchu zijicich hlodavct (Howland a kol. 2004), které¢ nalezneme u kurura Spalacopus
cyanus (Peichl a kol. 2005). VétSina podzemnich hlodavet ma normdlni opticky aparat:
o¢ni vicka, rohovku, cocku, sklivec, duhovku s pupilarnim otvorem a dobfe vyvinutou
sitnici vystylajici ocni poharek. To naznacuje normalni schopnost formovani obrazu

na sitnici.

Velikost oka limituje velikost obrazu na sitnici. Malé velikost oka s sebou nese nizkou
obrazovou kvalitu a zrakovou ostrost. Tuto limitaci s podzemnimi hlodavci sdileji vSichni
mikroftalamicti savci, napt. néktefi terestricti hmyzoZzravei a hmyzozravi netopyii. Pfimym
nasledkem malé velikosti o¢i je mala pupila, ktera limituje tok fotonti na sitnici. Mimoto je
¢ocka u mnoha podzemnich druhii (ale ne u druhu Heterocephalus glaber) mala ve vztahu
k velikosti oka (Peichl a kol. 2004; Nikitina a kol. 2004; Némec a kol. 2007). To je
piekvapivé, protoze nocni savci zijici na povrchu, jako jsou potkan nebo mys, maji
relativné veétSi  CoCky k efektivnimu sbirdni svétla. Relativné malé cocky jsou
charakteristick¢é pro denni savce. Predpokladd se, Zze oCi podzemnich hlodavci jsou
ptizptisobeny k vyuziti malého mnozstvi dostupného svétla v podzemnim prostredi (stejné
jako no¢ni druhy). Jejich optické vlastnosti se tak zdaji paradoxni, ¢emuz by odpovidalo

také usporadani fotoreceptort (viz nize).
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2. Sitnice

Sitnice je mistem primarni transdukce svételného signalu v signdl nervovy a zaroven
mistem primarniho zpracovani zrakové informace. K primarnim transdukénim procestim
dochdzi ve fotoreceptorech, k primarnimu zpracovani zrakové informace v hlubSich
vrstvach sitnice. Fotoreceptory délime do dvou skupin: na tyCinky a Cipky. Tyc¢inky jsou
vysoce citlivé na svétlo a vyuzivaji se ke scotopickému (no¢nimu) vidéni a vidéni pii
malém mnozstvi svétla. Cipky jsou méné citlivé na svétlo a jsou pouzivany

k fotopickému (dennimu a barevnému) vidéni. Za soumraku se zapojuji tyCinky i ¢ipky.
Typy a hustota neuronti determinuji charakteristiky zpracovani zrakové informace. Optické
rozliSeni (dané velikosti oka) spolu s nervovym rozliSenim (dané hustotou neuront

v sitnici) urcuji zrakovou ostrost.

2.1. Evoluce ¢ipkovych opsinii a barevné vidéni

Barevné vidéni umoziuji ¢ipky. RozliSeni barev vyzaduje dva a vice rtznych typa
fotoreceptorti se spektralné rozdilnymi opsiny. Mimo to musi byt jejich signaly odliSeny

1 pfi dal$im zpracovani, tj. signaly z barevné-oponentnich gangliovych buné¢k sitnice musi
byt vedeny paralelné, aby mohly byt porovnany ve zrakové kiife. Cipky se vyvijely v riizné
spektralni typy s odliSnymi zrakovymi pigmenty posilajici spektralni informaci ke
vhodnym gangliovym bunikdm ptes rozdilné interneurony (Jacobs a Rowe 2004).

Vétsina obratlovell méa jeden typ rodopsinu v ty€inkach a Ctyfi rizné typy opsind
lokalizovanych ve ¢tyfech riznych spektralnich typech ¢ipkti, coz potencidlné umoziuje
tetrachromatické vidéni. VSechny skupiny opsini vznikly sérii genovych duplikaci
z jediného piivodniho opsinového genu. Ctyfi skupiny obratlovéich ¢ipkovych opsint jsou
pojmenovany podle zkratek zhruba odrazejicich maxima jejich spektralni citlivosti: SWS1
(short-wavelenght-sensitive 1, blizké UV a fialova), SWS2 (short-wavelenght-sensitive 2,
fialova-modrd), RH2 (middle-wavelenght-sensitive, zelend) a LWS (long-wavelenght-
sensitive, zlutad-cCervend) (Yokoyama 2000; Jacobs a Rowe 2004). Ty¢inkovy opsin RH1
je blizce pribuzny ¢ipkovému opsinu RH2. Zda se, ze genova divergence do Ctyt skupin
opsint se objevila v evoluci obratlovct velmi brzy. (rewiev Vopalensky a Kozmik 2009)

Savci se vyvinuli z terapsidnich plazti v Jufe. Cipky plazi a ptakd jsou jak dualni
(exprimuji dva typy opsintl), tak jednoduché¢ a obsahuji barevné tukové kapénky. Bezbarvé
tukové kapénky nalezneme i u ptakofitnych a vac¢natct, nikoli vSak u placentalnich savci;

jedna se tedy bezesporu o ancestralni znak. Savci ztratili opsiny tfidy RH2 a SWS2
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a zustaly jim pouze tiidy LWS a SWS1 (Yokoyama 2000), coz znamena, Ze vétSina savcl
ma potencialné dichromatické vidéni. Jednim z vysvétleni mize byt, ze druhohorni savci
byli aktivni béhem noci a ztratili sofistikovany tetrachromaticky zrakovy systém svych
predkti — jako noc¢ni zivocichové ho nepotiebovali. U vétSiny savct se piesunula spektra
SWS1 pigmentu k citlivosti v oblasti blizké UV a fialové nebo modré, to znamena

do pozice ztraceného SWS2 pigmentu, a citlivost LWS pigmentu k zelené-Cervené oblasti
v zavislosti na druhu (Jacobs 1993). Tyto spektralni posuny jsou zpisobeny zdménami
opsinovych aminokyselin, které jsou v kontaktu s 11-cis-retinalem. Pouze u starosvétskych
opic (Catarrhini) se znovu vyvinulo trichromatické vidéni v diisledku duplikace genu

pro LWS-opsin a vzniku dvou spektralné odlisnych typtt LW S-opsinti (¢ervend vs. zelend)
(Jacobs 1993; Nathans 1999).

Zrakové pigmenty se skladaji z proteinu, opsinu, a chromoforu (retinal, Obr. 1) jako
foto-aktivovatelné molekuly. Spektralni citlivost pigmentu je ddna aminokyselinovou
sekvenci opsinu (Bowmaker a kol. 2006). Absorpéni maximum retinalu v barevném
zrakovém pigmentu je vyladéno interakcemi s proteinem (opsin), ke kterému je vazan.
11-cis-retinal je vazan protonovanou Schiffovou bazi (PSB) ke specifickému Lysinovému
zbytku (Lys296) opsinu. Sama PBS 1l-cis-retinalu absorbuje v organickych
rozpoustédlech fotony o vlnové délce 440 nm. Absorpéni maximum je také mirné
ovlivnéno teplotou (Ala-Laurila a kol. 2002), vyrazné¢ pak modifikacemi retinalu (Hérosi
1994) nebo vazbou anionti (Kleinschmidt a Harosi 1992). Obratlovci maji absorpéni
maxima 360-635nm. V zavislosti na protonaci Schiffovy baze retinalu je typicky
pozorovan posun ~ 60nm, coz ale nestaci k vysvétleni posunu absorpéniho maxima

u zelenych a ¢ervenych zrakovych pigmentt.

HsC CH;  CH4
7

Obr.1. 11-cis-retinal
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Riizné skupiny obratlovell pouZzily rizné mechanismy k posunu vinové délky v pribéhu
evoluce. Muta¢nimi experimenty tedy nalezly nckolik cest ke stejnému absorpcnimu
spektru. Napftiklad ptaci, plazi, obojzivelnici, ryby a savci dospéli ke kratkovinnému
spektralnimu vyladéni opsinu riiznymi cestami (Cowing 2002).

Aminokyselinové zbytky kontaktujici Schiffovu bazi retinalu jsou konzervované uvnitt
vSech fylogenetickych rodin opsinil, odliSuji se pouze u SWS-1. Tyto zbytky obklopujici
Schiffovu bazi retinalu jsou esencidlni pro stabilitu retinalu ve tmé (Janz a kol. 2003),
mohou byt zodpovédné za spravné sbaleni proteinu a stabilitu spiSe nez, ze by mély aktivni
fyziologickou funkci. Pomoci mutantnich pigmenti byly identifikovany Glull3, jako
primarni parovy ion retinalového PSB chromoforu (Nathans 1990, Obr. 2), stejné jako
aminokyseliny, které jsou asociovany s opsinovym posunem zelena-k-modré a zelena-k-
cervené. Dva kyslikové atomy v karboxylové skupiné postranniho fetézce Glul13 (a-helix
III) stabilizuji pozitivni ndboj protonované Schiffovy béze, pienasSejici absorpéni spektra
do oblasti viditelné¢ho svétla (Nathans 1990). Bezobratli maji neprotonovanou Schiffovu
bazi, ktera absorbuje kratsi vinové délky nez protonovand, tedy UV svétlo namisto svétla
modrého. Nepotiebuji polarni zbytek na pozici 113 nebo 124, protoze nemaji kladny néboj,
ktery by potfeboval stabilizovat. Maji na pozici parového iontu k SBP polarni Tyr113 a na
pozici 124 polarni Ser (kromé UV-opsinu — nepolarni Alal24). Obratlovei maji tfi obratky
nad 113 (parovy iont SBP chromoforu) v a-helixu III aminokyselinovy zbytek 124 (pouze
dv¢ obratky nad SBP) konzervovany nepolarni Ala nebo Gly u opsini mimo fialové

skupiny, ktera ma v této pozici polarni Thr nebo Ser (Chang a kol. 1995).
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intracellular

Obr. 2. Diagram rodopsinu ukazujici transmembranové domény, kazdé kolecko
znazornuje aminokyselinu. Zbytek 296 je lysin, ktery kovalentné vaze chromofor a zbytek
113 je parovym iontem protonované Schiffovy baze chromoforu. Kazdé ¢erné kolec¢ko je
zbytek UCastnici se modrého posunu absorpéniho spektra a Srafované kolecko jsou
zbytky ucastnici se ¢erveného posunu (Pfevzato z Chang a kol. 1995).

U opsinového posunu zelené¢ho zrakového pigmentu je 11-cis-retinal obklopen hlavné
nepolarnimi zbytky (Gly90, Ala292 a Ala295). Nepolarni zbytky mohou hrat roli
omezovanim torznich thla v retinalu v disledku sterickych faktorti. Vyménou
za polarnéjsi skupiny (Ser90, Ser292 a Ser295) v transmembranovych a-helixech II a VII
ziskame modry pigment. Polarni zbytky mohou také pteskupit nebo stabilizovat molekuly
vody, které predstavuji okoli Schiffovy baze. Pro plné¢ modry posun absorpce pigmentu
jsou nezbytné mutace a-helixu III (Alal17Gly a Glul22Leu) v opsinu, coz zpusobi slaby
posun parového aniontu k Schiffové bazi a pomahd ke stabilizaci distribuce néaboje
zékladniho stavu (Lin a kol. 1998). Tato dielektricka stabilizace vede k redukci
delokalizace elektronii a ptsobi modry-posun absorpce. Konverze lidského zeleného
pigmentu k ¢ervené-absorbujicimu pigmentu vyzaduje zménu sedmi aminokyselin (Asenjo
a kol. 1994). U opsinu vyména tii konzervovanych nepolarnich zbytka (Alal64, Phe261

a Ala296) hydroxyl-aminokyselinami vytvoii posun od zelené k ¢ervené.
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S chromoforem maji interakce a-helixy III, VI, VII (Nathans 1990, Obr. 3). Chromofor

je kovalentné vazan na Lys296. Aminokyselinové pozice 289 a 307 v a-helixu VII jsou
umistény ve dvou otackach a-helixu pod Lys 296 a tii otacky nad nim- blizko protonované
Schiffovy baze na konci choromoforu , ktery Lys296 kovalentné¢ vaze. Tyto pozice jsou
blize, nez by se dalo ptfedpokladat z vlastnosti a-helixu, stejné jako vysoce konzervovany
Pro291 u vétsiny opsinil na protéjsi strané a-helixu naproti témto dvéma zbytkim.
To muze vysvétlit smycku v o-helixu (Ballesteros a Weistein 1992), pfinasejici tyto
protéjsi zbytky blize k sobé. Opsiny absorbujici dlouhé vinové délky maji v téchto dvou
pozicich nepolarni aminokyseliny a opsiny absorbujici kratké vinové délky aminokyseliny
s polarnimi fetézci, napiiklad obratlovéi LWS- opsin nepolarni Ala289 a Val307, SWSI1
opsin polarni Thr289 a Cys307, rodopsin polarni Thr289 a nepolarni 1le307 (Chang a kol.
1995).

Obr. 3. Interakce retinalu s rodopsinem. Kruhy reprezentuji transmembranové a-helixy
rodopsinu, obklopujici 11-cis-retinal. Chromofor je kovalentné navazan lysin (K296)
sedmého a-helixu. Malé nevybarvené kruhy/ovaly znazorfiuji aminokyselinové zbytky
ucastnici se modrého posunu absorpéniho spektra a Srafované Cerveného (Cislovani je
pFevzato z hovéziho rodopsinu) (Pfevzato z Chang a kol. 1995).

2.2. Typy savdich ¢ipku a jejich distribuce na sitnici

U ptéki a studenokrevnych obratlovct jsou ¢ipky morfologicky dobie rozlisitelné

od ty€inek, jednotlivé typy Cipkl pak mohou byt rozeznény podle barvy tukovych kapének
v Cipcich pfitomnych. Naproti tomu u savct byly fotoreceptory dlouhou dobu povazovany
za uniformni a tézko rozlisitelné na podtypy. U nékterych druhti 1ze ¢ipky morfologicky

odlisit od ty€inek, u jinych jsou odlisitelné jen velmi Spatné. To plati pfedev§im pro savce
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snocni aktivitou. Z tohoto divodu zustavaly Cipky u saveli s no¢ni aktivitou dlouho
nerozpoznany a tito savci byli povazovani za barvoslepé. Dnes dokazeme jednotlivé typy
fotoreceptorti jednoznacné rozliSit pomoci specifickych protilatek. Studie vyuZzivajici
imunohisto-chemické metody ukazaly nepiedpokladanou variabilitu spektralnich

a morfologickych typt fotoreceptorti a topografickych vzort jejich distribuce na sitnicich
riznych druhti (review viz Ahnelt a Kolb 2000; Peichl a kol. 2005).

Vétsina saved, mimo primaty, ma dvoubarevné (dichromatické) vidéni zalozené
na dvou typech ¢ipkl se spektralné odlisSnymi zrakovymi pigmenty: Cipky citlivé na svétlo
kratkych vinovych délek (SWS-¢ipky, blizké UV — modrd) a svétlo dlouhych vinovych
délek (LWS-¢ipky, zelena-zlutd). U rGznych druhti Zivocichii byly nalezeny prokazatelné
odliSnosti v poméru hustoty Cipki a ty¢inek v rozsahu od 1:200 u vétSiny no¢nich a 20:1
u nekolika dennich druhii. Tento pomér zhruba koreluje s mnozstvim svétla v dobé, kdy
jsou zivocichové aktivni. Obecné maji no¢ni druhy mezi fotoreceptory méné Cipkt
(<1-3%), denni druhy maji 8-95% cipkli a soumra¢né druhy maji sttedni pomér (2-10%)
¢ipka (Ahnelt a Kolb 2000; Peichl a kol. 2005). Paradoxné tedy i u vétSiny dennich savca
mnozstvi ty¢inek zna¢né prevysuje pocet Cipka (Obr. 4).

Jednim z diivodii pro uchovani alespon tidké populace ¢ipkl u kazdého druhu
je usporadani savci sitnice. Zpracovani signalu je ve vnéjsi sitnici ptisné oddéleno.

Na ty¢inky navazuji ty¢inkové bipolarni bunky a na ¢ipky ¢ipkové bipolarni bunky.

Ve vnitini sitnici ¢ipkové bipolarni bunky tvofi synapse s gangliovymi buiikami (vystup
bunc¢k ze sitnice). TyCinkové bipolarni buiiky nejsou pfimo spojeny s gangliovymi
bunkami, spojeni zprosttedkovavaji specializované AIl amakrinni buiiky ve vnitini sitnici
(Peichl a kol. 2005). Kdyby schéma ¢ipkového systému nebylo takovéto, tyCinkovy signal
by nedosahl gangliovych bunék (Wéssle 2004).

U nékterych zivocichii se podil spektralnich typl Cipka a jejich distribuce na sitnici
odchyluje od zadkladniho sav¢iho vzoru, v extrémnich pfipadech se setkavdme s plnou
absenci né¢kterého typu ¢ipkii (Peichl a kol. 2005).

V zévislosti na druhu miize mit spektralni citlivost LWS-Cipkovych pigmenti (opsinl)
vrchol v zelené, zluté nebo oranzové a u SWS-¢ipkovych opsintt v modré, fialové nebo

UV oblasti.
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Obr. 4. Fotoreceptorova mozaika na sitnicich druhd aktivnich za rlznych svételnych
podminek. Na sitnicich jsou nabarvené vnéjSi segmenty Cipkl a nenabarvena mista mezi
nimi tvofi ty€inky. U sitnic je zachovan pomér velikosti. A) Striktné nocni Cricetomys
gambianus s velice malym mnozstvim Cipkd. B) VIk (Canis lupus) aktivni v noci a za
soumraku ma vyssi pomér Cipku. C) Muflon (Ovis musimon), ktery je aktivni ve dne a za
soumrau. D) Striktné denni tana severni (Tupaia belangeri), ktera ma okolo 95% Cipku a
pouze pfiblizné 5% tyc€inek (pfevzato z Peichl a kol. 2005).

Obvykle je v jednom ¢ipku exprimovan jen jeden typ opsinu. U nékterych druhii vSak
byly popsany tzv. dualni ¢ipky, které koexprimuji oba typy opsinil (Sz¢€l a kol. 2000).
U néekterych hlodavei najdeme dorzo-ventralni gradient SWS- a LWS- ¢ipka. Dualni ¢ipky
byly nalezeny na ptfechodu mezi horni (LWS) a dolni (SWS) ¢asti sitnice napiiklad
u kralika, morcete nebo mysi, kde tvoii témét horizontalni linie prochéazejici pres centralni
¢ast sitnice (Rohlich a kol. 1994b). Dudlni ¢ipky byly rovnéz nalezeny u nékterych
podzemnich hlodavci (viz nize).

Koexpresi opsint ¢asto nalézame u hlodavct béhem ontogentického vyvoje sitnice.
U mysi (Szél a kol. 1993) se nejdiive objevi SWS-¢ipky v dorso-ventalnim gradientu
a pozd¢ji LWS-Cipky, které vznikaji transdiferenciaci z SWS-Cipka. Dalsi ptiklad
transdiferenciace nalezneme u potkana, u kterého se pii vyvoji sitnice nejprve objevi
SWS-¢ipky, které pak zacinaji exprimovat i LWS-opsin (dudlni) a nakonec pfestavaji
exprimovat SWS-opsin. Dospéli potkani maji extrémné malo SWS-Cipki (Sz¢l a kol.

1993).
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2.3. Struktura bunécného jadra ty¢inek

U bunék sitnice nalezneme bézné uspotadani bunéénych jader, kde heterochromatin tvoti
neékolik chromocenter, ktera ptiléhaji k okraji jadra nebo jadérku a euchromatin (tudiz
vétSina transkribovanych gentl) je lokalizovan uvnitf jadra (Kosak a kol. 2007; Misteli
2007). Vjadrech tyc¢inek mySi byla ale nalezena pfesné¢ opacnd architektura.
Heterochromatin tvofi jedno velké chromocentrum ve stfedu jadra a euchromatin

se nachazi na jeho periferii (obr. 5). Na periferii jadra se tedy nachéazi aktivné piepisované
geny a nalezneme zde aparat nutny k jejich transkripci, primarni transkripty i aparat
k jejich sestfihu. (Solvei a kol. 2009). V jadrech tyCinek novorozenych mysi nalezneme
normdlni strukturu jader a az bchem postnatalniho vyvoje se v nich heterochromatin

preskupuje do stfedu jadra. (Solvei a kol. 2009).

IHL

bipolari buriky

 gangliowé buiiky

Obr. 5. A) Rez sitnici mysi, OS/IS- vnéjsi (outer) a vnitini (inner) segmenty fotoreceptortl,
ONL- vnéjSi nuklearni vrstvy, OPL- vné&jsi plexiformni vrstva, INL- vnitfni nuklearni vrstva,
IPL- vnitfni plexiformni vrstva, GCL- vrstva gangliovych bunék. B-D Stavba jader tyCinek,
bipolarnich a gangliovych bunék. B) Dapi barveni se svétlymi chromocentry ve stfedu
jader ty€inek, u bipolarnich a gangliovych bunék je heterochromatin na periferii jader.

C) Fluorescentné znacCené jadro (modra), chromocentra (Cervena) a jaderny obal
(zelena). D) Vzajemna poloha centromer (Cervena), telomer (zelena) a chromocenter.
Nahofe vpravo 3D rekonstrukce jadra tyCinek. E-F) Distribuce rliznych typu chromatinu
(euchromatin zelen&, heterochromatin €ervené a modfe chromocentra, pericentricky
heterochromatin) v jadrech tyinek E), gangliovych bunék F a fibroblastl G). (pfevzato
z Solvei a kol. 2009)
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Rozséhla srovnéavaci analyza ukézala, Ze architektura jader tyCinek koreluje
se zplisobem zivota. Invertovanou strukturu jader ty¢inek nalezneme u noc¢nich savct,
u dennich jsou organizovana béznym zpusobem. Struktura jader tyCinek koreluje s dal§imi
adaptacemi na no¢ni vidéni, jako je podil ¢ipkt k tyCinkam a absolutni hustota ty¢inek (viz
kapitola 2.2.). (Solvei a kol. 2009)

Optické experimenty a pocitacové simulace ukazuji, Ze invertované usporadani jader
tyCinek zlepSuje pienos svétla pres vnéjsi jadernou vrstvu sitnice. Heterochromatin
ve stfedu jader ma vyssi index lomu nez euchromatin na jejich periferii a chova se jako
konvexni ¢ocka (spojka), kterd soustfedi prochdzejici svétlo na vnitini segmenty tyCinek
(Solvei a kol. 2009). No¢ni savci maji vétsi hustotu ty¢inek nez denni a jadra tycinek tvofi
vice vrstev (Sterling 2003; Wiliams a Moody 2003). Jednotlivd jadra jsou organizovana

nad sebou do sloupct a diky invertované struktufe jader u noc¢nich zivocichi dochazi

k vyrazné niz§imu rozptylu, svétlo se mezi sousednimi sloupci nemisi (Obr. 6, Solvei a kol.

2009).

B2 b)

Al A2

normalizovand interzita svétla

tie it it

Obr. 6. Optické vlastnosti jader ty€inek sav¢i sitnice. Prachod svétla A) jednim jadrem,

B) sloupcem jader s 1) konvenéni organizaci, 2) s invertovanou organizaci chromatinu,

a) pravidelnym sloupcem jader, b)s mirn& nepravidelnym sloupcem jader. Sipkami je
znacen smér svétla. (pfevzato z Solvei a kol. 2009)
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3. Sitnice podzemnich hlodavci

Sitnice je tenka vrstva fotoreceptord, kterd zevnitt vystyla o¢ni poharek. U podzemnich
hlodavct zlstala zachovana morfologie i laminace sitnice, ale tloustka jednotlivych vrstev
se u ruznych druhd velmi li§i (Obr. 6), coz ukazuje na rozdilné schopnosti zpracovani
zrakové informace. Sitka sitnice je dana tloustkou vngj§i nuklearni vrstvy (ONL), kterd
obsahuje tcla fotoreceptorti. Vnéjsi a vnitini segmenty fotoreceptorti maji mensi primeér
nez jejich téla, takze vysSi hustota vnéjSich segmentti vyzaduje vic tfad tél v ONL.
Naptiklad v sitnici potkana jsou téla fotoreceptorti usporadéna pftiblizn€ v deseti fadach
(Obr. 7). Sitnice podzemnich hlodavci ma tenc¢i ONL, coz ukazuje na niz$i hustotu
fotoreceptorti. U podzemnich hlodavcti maji fotoreceptory vétsi primér vnéjSich segmenta
fotoreceptorti nez napiiklad potkana. Hustota fotoreceptorti je proto u podzemnich
hlodavci nizsi: 100 000-150 000/mm* u F. anselli a F. mechowii (Peichl a kol. 2004),
160 000-224 000/mm? u Spalacopus cyanus (Peichl a kol. 2005) a 70 000-125 000/mm”

u Thomomys bottae (Williams a kol. 2005). Pro srovnani hustota fotoreceptorii u mysi

domaci je 450 000/mm” (Jeon a kol. 1998).

Obr. 7. Rezy sitnici nabarvené toluidinovou modfi. A) Cryptomys hottentotus;

B) Heterocephalus Glaber, C) Georychus capensis; D) Bathyerqus suillus; E) Fukomys
anselli; F) Geomys sp.; G) Spalacopus cyanus; H) Rattus norvegicus. U fezl je zachovan
pomér velikosti. Méfitko na obrazku H ma 50um. RPE- pigmentové epithelium, OS/IS-
vnéjsi (outer) a vnitini (inner) segmenty fotoreceptort, ONL- vnéj$i nuklearni vrstvy, OPL-
vnegjsi plexiformni vrstva, INL- vnitini nuklearni vrstva, IPL- vnitini plexiformni vrstva,
GCL- vrstva gangliovych bunék. (pfevzato z Némec a kol. 2007)
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Spalax ehrenbergi ma atrofované podkozni oci, sitnice je vSak organizovana normalné
(Sanyal a kol. 1990; Cernuda-Cernuda a kol. 2002). Tyc¢inky exprimuji rhodopsin
(Cernuda-Cernuda a kol. 2002). Cipky se morfologicky neodlisuji od ty¢inek a obsahuji
funkéni LWS-opsin, SWS-opsin je nefunkéni (David-Gray a kol. 2002). Ryposi cCeledi
Bathyergidae (Obr. 9) maji rovnéz normalné stratifikovanou sitnici. Vrstva fotoreceptord je
cca z90% tvorena tyCinkami, 10% Ccipky (Peichl a kol. 2004). Pomér Cipki je tedy
neocekavané vysoky. U F. anmselli témét vSechny Cipky exprimuji SWS-opsin. Ptiblizné
70% SWS-Eipki koexprimuje také malé mnozstvi LWS-opsinu, ale mizeme nalézt pouze
velmi malé mnozstvi ¢ipkl exprimujicich pouze LWS-opsin. Hustoty ¢ipkd u F. anselli
jsou 8 000-15 000/mm? (Obr. 8), podobné hodnoty byly nalezeny i u F. mechowii

a Heterocephalus glaber, rovnéz u téchto druhti tvoti ¢ipky okolo 10% fotoreceptort.

U kurura (Spalacopus cyanus, Octodontidae) tvoti ¢ipky také asi 10% fotoreceptort,

ale jejich hustota je vy3§i (10 000-30 000/mm?). Hustota &ipkii navic u tohoto druhu
vykazuje na sitnici centro-periferni gradient. Na rozdil od africkych ryposi ma kururo
konvenc¢ni uspotradani Cipki. VEtsina Cipka exprimuje LWS-opsin a mensina SWS-opsin,
koexprese opsini zde nebyla demonstrovana. LWS-¢ipky jsou citlivé na zelenou a SWS-
¢ipky na UV oblast. Toto spektralni vyladéni je velice podobné piibuznému, na povrchu
zijicimu, osmakovi degu (Octodon degus) a mize byt zvlastnosti skupiny octodontidae.
Denni degu ma okolo 30% cipkl, ale noc¢ni obyvatelé povrchu Octodon bridgesi a

O. lunatus maji pouze 2% cipkl (Peichl a kol. 2005). Pytlo§ druhu Thomomys bottae
(Geomyidae) ma jeste vyssi podil ¢ipkl, okolo 26% (Williams a kol. 2005). Nachazime

u né¢j UV-senzitivni SWS-opsin a na zelenou senzitivni LWS-opsin, ale vzory jejich
distribuce jsou opét rozdilné. VSechny cCipky obsahuji SWS-opsin a LWS-opsin je
koexprimovan prakticky ve vSech ¢ipcich dorzélni poloviny sitnice, zatimco uplné chybi
ve ventralni poloviné sitnice (Williams a kol. 2005). Zajimavé je srovnani s krtkem
evropskym (Talpa europaea, insectivora) ma také okolo 10% Cipkii. V dorzalni sitnici

se nachazi asi 2x vice LWS-¢ipkli nez SWS-Cipkli a ve ventrdlni ¢ésti sitnice je jejich
pomeér obraceny. Nalezneme u néj populace koexprimujici oba typy opsinti (Glosmann a

kol. 1999).
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Obr. 8. Identifikace €ipkd u rypoSe druhu Fukomys anselli. Levy sloupec: vertikalni fezy
sitnici. (Nahote) Cipky znadené protilatkou proti transducinu (A1.1). (Uprostfed) SWS-
Cipky znacené protilatkou proti SWS-opsinu (JH 455). (Dole) slouceni obou obrazka.
Méfitko 50um. Pravy sloupec: dvojité znaceni SWS &ipku (protilatka OS-2) a LWS ¢&ipk
(antiserum JH 492) na sitnicich montovanych na plocho (retinal wholemounts). (Nahofe)
distribuce SWS ¢ipku, (Uprostied) distribuce LWS ¢&ipku, (Dole) slou¢eni obou obrazkd.
Méfitko 20um. Zkratky: L-opsin= LWS opsin, S-opsin= SWS-opsin. (Pfevzato z Peichl a
kol. 2004)

Uspotéadani ¢ipkli u podzemnich druhti je tedy zna¢n¢ variabilni. Pohybuje se od bézné
smésice LWS- a SWS-Cipkli k dominanci SWS-Cipki a koexpresi obou typd opsini
v dudlnich cipcich. To spiSe odpovida predstavé druhové specifické adaptace na rizné
pozadavky prostfedi nez piedstavé o rozsahlé konvergentni adaptaci na spolecny
nedostatek svétla pod povrchem. Je dost mozné, ze vzacné a kratké epizody povrchové
aktivity mohou mit formujici vliv na hustotu a distribuci fotoreceptorti. Alternativné, rizné
uspotadani fotoreceptorti mize byt historickou danosti zdédénou po predcich s povrchovou
aktivitou. Do jaké miry je tedy uspofddani mozaiky fotoreceptorti adaptivni, je stale
otevienou otazkou.

Vysoky pomér ¢ipkt (10-25%) €ini tyto podzemni hlodavce podobnéjsimi dennim
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nez no¢nim na povrchu zijicim saveim. Pro srovnani napiiklad u laboratorniho potkana
tvoti Cipky jen asi 1% fotoreceptorii. Maximalni hustota Cipkli se mezi druhy znacné 1isi,
pohybuje se od 30 000/mm’ u druhtt 7. bottae a S. cyanus po 15 000/mm” u africkych
ryposi. Hustota &ipkd u rypost je velmi podobna hustoté &ipki u mysi (cca 12 500/mm?)
(Jeon a kol. 1998). Piekvapivym zjiSténim byl pocet ty¢inek u téchto druhd, ktery
je mnohem mensi nez u no¢nich obyvatel povrchu. I pfes podobné absolutni hustoty tvofi
tedy &ipky vyssi procento fotoreceptortl. Hustota ty&inek se pohybuje okolo 440 000/mm?
u mysi (Jeon a kol. 2008), okolo 220 000/mm” u kurura (Peichl a kol. 2005), 100 000-
150 000/mm?” u rodu Cryptomys (Peichl a kol. 2004) a Talpa europaea (Glésmann a kol.
2008) a pouze 55 000-100 000/mm? u Thomomys bottae (Williams a kol. 2005). Jak jiz
bylo zminéno diivodem malych hustot tyCinek je fakt, ze jednotlivé tyCinky jsou vétsi.
V porovnani s nocnimi zivo€ichy maji tedy podzemni hlodavci vétsi, ale méné husté
usporadané tyCinky, piesto ze by se daly u obou skupin predpokladat podobné adaptace
k vidéni pfi nizké intenzité svétla. Neni jasné, zda je vyssi citlivosti sitnice na svétlo 1épe
dosaZeno niz$i hustotou vétsich ty¢inek s potencialné vy$sim obsahem pigmentu na buiku,
nebo vyssi hustotou mensSich ty¢inek dovolujici vyssi konvergenci na postsynaptickych
neuronech, a tedy zarucujici lepsi pomér signdlu k Sumu. Predpoklada se, ze délka a
primér vnéjsich segmenti ty¢inek je spolehlivym ukazatelem obsahu zrakovych pigmenti.
Miuizeme tedy konstatovat, Ze tyCinky u riznych podzemnich druhii obsahuji rtzné
mnozstvi pigmentu. U podzemnich druhti maji ty¢inky Siroké vnéjsi segmenty, které
se vyrazng 1isi délkou (Némec a kol. 2007). To odpovida hypotézam, ze ryposi pouZzivaji
ty¢inky ne k vidéni pod zemi, ale k detekci dér v chodbovém systému jako antipredacni
systétm (Némec a kol. 2007, Kott a kol. 2010). TyCinky jsou kratké u rypostu celedi
bathyergidae, dlouhé u Geomys sp. a S. cyanus (Némec a kol. 2007).

SWS-opsin S. cyanus a T. bottae mé absorpni maximum blizko 365 nm (UV)
a LWS-opsin blizko 505 nm (zelend) (Peichl a kol. 2005, Williams a kol. 2005).
UV-senzitivni SWS-Cipky byly nalezeny u mnoha hlodavc¢ich druhii, ale vétSina ostatnich
savcl ma SWS-Cipky citlivé na modrou oblast spektra (Peichl 2005). U S. ehrenbergi
pravdépodobné souvisi s podkoznim umisténim oc¢i, svétlo pronikd k oku dobie
prokrvenymi tkdnémi a na hemoglobin bohaté prostiedi mize posouvat vinovou délku
svétla smérem k Cervené (David-Gray a kol. 1998). U Bathyergidi neni zndmo piesné
spektralni vyladéni Cipkovych opsini. Podle behaviordlnich studii se zda, Ze S-opsin
Bathyergidi je citlivy na modrou-UV oblast (F. mechowii a H. argenteocinereus, Kott a

kol. 2010).
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4. Ryposi Celedi Bathyergidae

Ryposi celedi Bathyergidae jsou striktné podzemni mali az sttedné velei hlodavci (80-
280mm) Zijici v sub-Saharské Africe. Ziji v systémech podzemnich chodeb a komor
izolovanych od okolniho prostfedi krtinami (Nevo a kol. 1979, Bennet a Faulkes 2000).
Zivi se téméf vyhradné podzemnimi zasobnimi organy rostlin, ze kterych ziskavaji i vodu
(nepiji). Nejstarsi fosilni nalezy jejich chodeb pochazi jiz z ¢asného miocénu (jsou staré
priblizné 25 miliont let, Lavocat 1973, 1978). Jejich fylogeneticky strom naleznete

na obrazku 8.

U této skupiny najdeme velice rozsahlé spektrum socidlnich systému (Javis a Bennett
1990, 1991, Bennett a Faulkes 2000, Burda a kol. 2000). Druhy Heliophobius
argenteocinereus, Georychuscapensis a Bathyergus suillus jsou solitérni. Ostatni druhy
vykazuji riznou miru sociality, druhy Fukomys anselli, Fukomys mechowii, Fukomys
damarensis a Heterocephalus glaber jsou n¢kterymi autory povazovany za eusocialni.

Vétsina druhi je striktné podzemnich, druhy Georychuscapensis a Bathyergus suillus
vSak vykazuji vy$si miru nadzemni aktivity (pfilezitostné vyuzivaji nadzemnich potravnich
zdrojii nalezenych v bezprostfednim okoli jejich nor (Bennet a Faulkes 2000; Bennett,
personalni sd€leni). Tomu také odpovida relativné vysoky pocet myelinizovanych

nervovych vlaken v jejich optickém nervu (Némec a kol. 2007).
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Obr. 8. Fylogeneticky strom rypoSovitych. Modfe jsou oznaCeny druhy, u kterych byly
fotoreceptory jiz zkoumany (Peichl a kol. 2004), &ervené jsou oznaleny druhy, které
zkouma tato prace. (Kladogram prevzat z Ingram a kol. 2004)
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III. CiLE PRACE

Cilem ptedlozené prace je rozsifit nase znalosti o distribuci a mezidruhové variabilité

fotoreceptorti u rypost celedi Bathyergidae.

Specifické cile:

1) Popsat distribuci, hustotu a pomér ty¢inek, SWS- a LWS-Cipkti u péti druhii rypost a
testovat zda se mozaika fotoreceptort 1i8i u druht striktné podzemnich druhii (Fukomys
damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius argenteocinereus) a druht, které

prilezitostn¢ vyuzivaji nadzemni potravni zdroje (Georychus capensis, Bathyergus suillus).

Testovana hypotéza:

HO: Vysoka hustota a unikatni dominance S-Cipku je adaptaci na podzemni zptsob zivota.
H1: Vysoké hustota a unikéatni dominance S-Cipku je byla zdédéna od spole¢ného predky
rypost Celedi Bathyergidae nebo kauzalné€ souvisi s jinym faktorem nez je relativni mira

ptizptsobeni k podzemnimu Zivotu.

2) U sedmi druhti rypost Celedi Bathyergidae (Bathyergus suillus, Georychus capensis,
Fukomys damarensis, Cryptomys hottentotus, C. natalensis, C. pretoriae a Heliophobius

argenteocinereus) popsat organizaci chromatinu v jadrech tycinek.

Testovana hypotéza:

HO: Chromatin jader tyCinek je invertortovany podobné¢ jako u savcl s nocni aktivitou,
ty¢inky jsou tedy adaptovany na extrémné nizké intenzity svétla.

H1: Chromatin jader ty¢inek ma konvenéni organizaci, adaptace na nizké intenzity svétla

tedy neni pfitomna.
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IV. MATERIAL A METODY

1. Priprava materialu a tkani

Pro provadénou imunocytochemii byly pouzity sitnice druhit  Bathyergus suillus,
Georychus capensis, Fukomys damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius
argenteocinereus. Tato zvifata byla transkranidln€ perfundovana 4% paraformaldehydem
v 0,1M fosfatovém pufru (PB, pH 7,4) za ucelem jinych neuroanatomickych studii.

Pro topografickou orientaci byly o¢i pfed preparaci oznaené na dorzélni strané
chirurgickym uzlem. Z o¢niho pohérku byly vyjmuty sitnice, separované od pigmentového
epitelu tak, aby nebyly poskozené vnéjsi segmenty fotoreceptorti. Nekteré sitnice musely
byt odbarveny od zbytkl pigmentu 25-55 minutami v odbarvovacim roztoku (10ml 1,8%
NaCl, 4ml H,0,, 1ml H,0, 1 kapka NH3). Za ucelem kryoprotekce byly celé sitnice
prosyceny sérii 10%, 20% a 30% sachar6zy v PB (vyména po 15 minutdch) a na fezani
prevedeny do tkanového mraziciho média (tissue freezing medium, Leica Micriosystems
Nussloch GmbH), na kryostatu nafezany podél dorzoventrdlni osy na fezy o tlousStce

14um. Rezy byly po nékolika namontovany na podloznich sklech SuperFrost Plus.

2. Imunocytochemie

Pro znaceni opsint byly pouzity afinitné pfecisténé krali¢i protilatky JH455

(proti lidskému C-koncovému S-opsinovému epitopu) a JH492 (proti lidskému
C-koncovému M/L-opsinovému epitopu), které laskavé poskytnul J.Nathans (Johns
Hopkins University School of Medicine, Baltimore; Wang a kol. 1992). Na dvojité

barveni opsinti byla pouzita komeréné dostupna kozi protilatka sc14363

(proti 20 aminokyselinovému lidskému

N-koncovému S-opsinovému epitopu, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz)

a JH492. U vsech téchto protilatek bylo prokdzéano, ze reaguji se svymi savéimi homology
a byly jiz dfive pouzity k identifikaci fotoreceptorovych typti u mnoha zivocisnych druht
(Peichl a kol. 2005; Williams, Calderon a Jacobs 2005; Glosmann a kol. 2008). Tyc¢inky
byly znaeny mysi monoklonalni protilatkou rho4D2 (proti telecimu rodopsinu), kterou
laskavé poskytl R. S. Molday (University of British Columbia, Vancouver; Hicks a
Molday 1986). Vazebnd mista byla zviditelnéna pomoci sekundarnich protilatek Alexa

488-vazana (Molekular Probes, Eugene) nebo Cy5-vdzand (Jackson ImmunoResearch
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Laboratories, West Grove) na osli Imunoglobulin G (Tab. 3). Imunocytochemie se drzela
diive popsanych protokoli (Peichl a kol. 2004).

Pro vyhodnoceni poméru mnozstvi S- a L-¢ipkli a urceni jejich hustoty, byl pouzit
mikroskop Olympus BX51 a program AnalySYS”D (2001, Olympus Biosystems GmbH).
Pro vyhodnoceni DAB reakéniho produktu byly hodnoceny ve svétlém poli, pro Alexa 488
a Cy5 (Jacson Laboratories) je nutné fluorescencni osvétleni se standardni soupravou filtri
pro fluorescencni vizualizaci. NeznaCené fotoreceptory byly identifikovany pomoci

Nomarského kontrastu.

Tab. 1: preinkubacni médium

(NGS/NDS)

NGS/NDS 10%
BSA 1%
Triton-X-100 0,50%
0,1M PB, pH 7,4

NaN; 0,05%
Tab. 2: inkubacni médium
(NGS/NDS)

NGS/NDS 3%
BSA 1%
Triton-X-100 0,50%
0,1M PB, pH 7,4

NaNj3 0,05%
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Tab. 3: pouzité protilatky

1'protilatky fedéni
S-opsin

sc 14363 1:500
JHA455 1:5000
L-opsin

JH 492 1:2000
rodopsin

rho 4D2 1:500
2'protilatky fedéni
Alexa 488 1:500
Cy5 1:1000

2.1. Opsiny na celych sitnicich
Pro barveni celych sitnic byly tkan¢ opakované (3x) Sokoveé zmrazené a rozmrazené
pro penetraci membrany kvili zlepSeni priniku protilatek. Nasledovala 1 hodina
v preinkubac¢nim médiu (Tab. 1) a 16 hodin v inkubac¢im médiu (Tab. 2) s primarnimi
protilatkami (Tab. 3) ptfi pokojové teploté. Poté byly sitnice omyvany 2 hodiny v PB,
vyména po 15 minutach. Vazebnd mista byla vizualizovand pomoci sekundarnich
protilatek (Tab. 3), inkubace 1 hodinu ve tmé a 2 hodiny omyvani PB ve tmé pii pokojové
teploté. Vzorky byly pfeneseny na podlozni sklo fotoreceptorovou vrstvou nahoru a
zamontovany pod kryci sklicko v mediu Aqua Poly/Mount (Polysciences, Warrington).
Krali¢i protilatky JH455 a JH492 byly také pouzity k avidin-biotinovému znaceni
vyuzivajicimu diaminobenzidin (DAB) jako chromogen. Sitnice byly 3x Sokové zmrazeny
a rozmrazeny, 15 minut omyvany v PB a zablokovany 1 hodinou v preinkuba¢nim médiu
(Tab. 1). Nasledovalo 16 hodin v inkubacnim médiu (Tab. 2) s primarni protildtkou
pii 6°C. Po omyti v PBS/0.25% Triton X-100 byly sitnice inkubovéany v biotinylované kozi
proti-krali¢i IgG (1:300, Sigma) nafedéné v inkuba¢nim médiu (Tab. 2, 2 hod, pokojova
teplota), omyty v PBS/0.25% Triton X-100 a 2 hodiny inkubovany v ABC kitu (Vector
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Laboratories, Burlingame, CA) pii pokojové teploté. Peroxiddza byla vizualizovana
pomoci DAB / H;0, (0,015% / 0,005%) v PBS. Sitnice byly oplachnuty v PBS, rozlozené
na podlozni sklo fotoreceptory smérem nahoru a zamontovany pod kryci sklicko

ve Vectashield mounting mediu (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

2.2. Opsiny na fezech

Rezy sitnice byly 2x omyty PB (0,1M, pH 7.4) a 1 hodinu inkubovany v preinkuba¢nim
médiu (Tab. 1), a poté 1 hodinu v inkuba¢im médiu (Tab. 2) s primarni protilatkou (Tab. 3)
pii pokojové teploté. Poté byly fezy 4x 5 minut omyvany v PB. Nasledovala 1 hodina
v inkuba¢nim médiu (Tab. 2) se sekundarni protildtkou (Tab. 3) ve tmé a 4x 5 minut
omyvani v PB ve tmé pii pokojové teploté. Vzorky byly opatrné osuSeny filtraCnim
papirem a zamontovany pod podlozni sklicka v mediu Aqua Poly/Mount (Polysciences,
Warrington).

Pfi diaminobenzidinovém barveni (DAB) byly fezy 2x omyty v PB, 1 hodinu
inkubovéany v preinkuba¢nim médiu (Tab. 1), 3x na 10 minut omyty v PB a 1 hodinu
inkubovany v inkubaénim médiu (Tab. 2) s primarni protildtkou. Po omyti v PBS/0.25%
Triton X-100 byly fezy sitnice inkubovany v biotinylované kozi proti-kralici IgG (1:300,
Sigma) nafedéné v inkubaénim médiu (Tab. 2, 2 hod, pokojova teplota), omyty v
PBS/0.25% Triton X-100 a 2 hodiny inkubovany v ABC kitu (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) pii pokojové teploté. Peroxidaza byla vizualizovana pomoci DAB/H,0;
(0,015% / 0,005%) v PBS. Vzorky byly zamontovany pod podlozni kryci sklicka

ve Vectashield mounting mediu (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

2.3. Jadra fotoreceptoru
Jadra fotoreceptort byla na fezech obarvena pomoci DAPI (Vectastain) a jejich vlastnosti
vyhodnoceny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu se standardni soupravou filtrii

pro fluorescencni vizualizaci.
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V. VYSLEDKY

1. Obecné vlastnosti sitnice rypoSovitych

U vsech druhti byl opticky nerv lokalizovan pobliz geometrického stfedu sitnice. Orientace
sitnice byla urc¢ena bud’ podle oznaceni na o¢nim poharku nebo byla uréena pomoci sval
na ném. Fotoreceptory byly na sitnici rozmistény homogenné¢ kromé mirného centro-
periferniho gradientu; z vypreparovanych sitnic se nedala urcit jejich orientace. Vertikalni
fezy sitnicemi ukdzaly normalni uspofadani vSech vrstev u vSech zkoumanych druht

beze znamek vyrazné regrese.

2. Tycinky
Ze znaleni specifickou protilatkou rho4D2 vyplynulo, ze u vSech zkoumanych druht
prevladaji na sitnici ty¢inky nad ¢ipky. Intenzivné byly oznaceny vnéjsi segmenty (Obr. 9,
Obr. 10). Tyto vysledky souhlasi s vysledky studii u F. mechowii, F. anselli a H. glaber
(Cernuda-Cernuda a kol. 2003; Peichl a kol. 2004) a Ize jej rozsifit na ostatni druhy
ryposSovitych.

Obr. 9 Rodopsin na celych, na plocho namontovanych, sitnicich rypoSovitych znaceny
protilatkou rho4D2. BS- Bathyergus suillus, GC- Georychus capensis, CD- Fukomys
damarensis, CHN- Cryptomys natalensis a HA- Heliophobius argenteocinereus. Mé&fitko
20 pm.
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I
Obr. 10 Rodopsin na 14 um tlustych Fezech sitnici rypoSovitych znacenych protilatkou
rhod4D2. BS- Bathyergus suillus, GC- Georychus capensis, CD- Fukomys damarensis,

CHN- Cryptomys natalensis a HA- Heliophobius argenteocinereus. Znaceny jsou vnéjSi
segmenty ty€inek. Méfitko 15um.

Bunécna jadra ty€inek rypoSovitych maji konvenéni uspofadani s heterochromatinem
tvoticim nékolik chromocenter, ktera piiléhaji k okraji jadra nebo jadérku a euchromatin je

lokalizovan uvnitt jadra (Obr. 11).
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Obr. 11 Dapi barveni jader ty€inek. Heterochromatin je lokalizovan na periferii jader.
TyCinky tedy maiji konven&ni uspofadani jadra. BS- Bathyergus suillus, GC- Georychus
capensis, CD- Fukomys damarensis, CHH- Cryptomys hottentotus, CHN- C. natalensis,
CHP- C. pretoriae a HA- Heliophobius argenteocinereus. Méfitko 15um.
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3. Cipky
Bathyergus suillus

Specifické barveni celych sitnic 1 jejich fezt ukazalo, Ze protilatka znacici S-opsin

(Sc 14363) se vazala pouze na vnéjsi segmenty S-Cipkil. Nebyly nabarveny zadné dalsi
struktury neuronti. Proti tomu protilatka pro L-opsin (JH 492) oznacila i dalsi struktury
L-¢ipkt, ale celé znaCeni bylo co do intenzity vyrazné slab$i nez u barveni S-Cipku.
Obrazek 12 ukazuje sitnice s dvojitym barvenim pro S-opsin a L-opsin

(Sc 14363 cervena, JH 492 zelena barva). Fotoreceptory druhu Bathyergus suillus
nevykazuji pfesvédcivou imunoreaktivitu s JH 492. Zvysena hladina fluorescence byla

ve vngjSich segmentech fotoreceptorti, ale fluorescencni struktury byly tak Casté, ze se zda,
ze byly oznaCeny vSechny fotoreceptory. PresvédCivé barveni S-Cipkii a pozorovani
Nomarského optikou ukazalo, ze vnéjsi segmenty fotoreceptort byly pfitomny a tudiz,

ze nepiitomnost L-Cipkt neni artefaktem a nemutze byt vysvétlena poniCenim sitnice.

Nékteré Cipky koexprimuji S- a (v malém mnozstvi) i L-opsin. (Obr. 12)
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Obr. 12 Identifikace Cipk( u rypoSe druhu Bathyergus suillus. Nahofe: vertikalni fezy
sitnici. Dole: celé, na plocho montované sitnice (retinal wholemounts). Vpravo: S-Cipky
znacené protilatkou proti S-opsinu (Sc 14363). Vlevo: L-Cipky znacené protilatkou proti L-
opsinu (JH 492). OS/IS- vnéjsi (outer) a vnitfni (inner) segmenty fotoreceptor, ONL-
vnéjSi nuklearni vrstvy, OPL- vné&jsi plexiformni vrstva, INL- vnitfni nuklearni vrstva, IPL-
vnitini plexiformni vrstva, GCL- vrstva gangliovych bunék. Signal L-opsinu byl velice slaby
a je zamérné preexponovan. Méfitko 20um.
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Georychus capensis

Imunochemické barveni ¢ipkli na fezech a celych sitnicich u tohoto druhu vykazovalo vzor
velice podobny B. suillus. Protilatka Sc 14363 jasn¢ oznacila S-Cipky, ale JH 492 oznacila
1 dalsi struktury L-Cipkt. Fotoreceptory druhu Georychus capensis také nevykazovaly
presvédcivou imunoreaktivitu s JH 492. Znaceni JH 492 bylo opét velice slabé a zda se,

ze oznacovalo vSechny fotoreceptory. S-Cipky jsou dominantnimi Cipky sitnice. Sitnice
nebyla ponicend a nepiitomnost L-Cipki nemiize byt vysvétlena porusenim vnéjSich
segmentu fotoreceptorti. Nékteré Cipky se zdaji koexprimovat S- a (v malém mnozstvi) i

L-opsin. (Obr. 13)

Obr. 13 Identifikace Cipkl u rypoSe druhu Georychus capensis. Nahote: vertikalni fezy
sitnici. Dole: celé, na plocho montované sitnice (retinal wholemounts). Vpravo: S-Cipky
znacené protilatkou proti S-opsinu (Sc 14363). Vlevo: L-Cipky znacené protilatkou proti L-
opsinu (JH 492). OS/IS- vnéjSi (outer) a vnitfni (inner) segmenty fotoreceptort, ONL-
vnéjSi nuklearni vrstvy, OPL- vné&jsi plexiformni vrstva, INL- vnitfni nuklearni vrstva, IPL-
vnitini plexiformni vrstva, GCL- vrstva gangliovych bunék. Signal L-opsinu byl velice slaby
a je zamérné preexponovan. Méfitko 20um.
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Fukomys damarensis

Sitnice F. damarensis vykazovala velice podobny vzor piedeslym. Spektralni totoznost
¢ipkt byla hodnocena pomoci opsin-specifickych protilatek. S-Cipky pomoci protilatky
Sc 14363 a L-¢ipky pomoci JH 492. Na dvojité znacenych fezech sitnic byly L-opsin
exprimujici ¢ipky znaceny 1 S-opsin vazajici protilatkou. Znaceni L-opsinu bylo vyrazné
slabsi a slab¢ barvilo 1 jiné struktury fotoreceptori. Nicméné na jejich sitnicich byla
prokézana pritomnost S- i L-opsinu. Ve vSech identifikovanych L-¢ipcich byl piitomen i
S-opsin a jeho znaceni bylo vyraznéjsi. Fotoreceptory, ve kterych byl pfitomen L-opsin,
1ze tedy povazovat za dudlni Cipky, které exprimuji dominantné S-opsin a v v mensim

mnozstvi také L-opsin (Obr. 14).

S-opsin

Obr. 14. Identifikace €ipkl u rypoSe druhu Fukomys damarensis. Nahore: vertikalni fezy
sitnici. Dole: celé, na plocho montované sitnice (retinal wholemounts). Vpravo: S-Cipky
znacené protilatkou proti S-opsinu (Sc 14363). Vlevo: L-Cipky znacené protilatkou proti L-
opsinu (JH 492). Krouzkem jsou oznaceny Cipky koexmprimujici S- a L-opsin. OS/IS-
vnéjSi (outer) a vnitini (inner) segmenty fotoreceptord, ONL- vnéjSi nuklearni vrstvy, OPL-
vnéjsi plexiformni vrstva, INL- vnitfni nuklearni vrstva, IPL- vnitfni plexiformni vrstva,
GCL- vrstva gangliovych bunék. Signal L-opsinu byl velice slaby a je zamérné
pfreexponovan. Méfitko 20um.
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Cryptomys natalensis

Specifické barveni celych sitnic i jejich fezii ukézalo, Ze protildtka znacici S-opsin (Sc
14363) se vazala pouze na vné&jsi segmenty S-Cipki, ale protilatka pro L-opsin (JH 492)
oznacila i dalsi struktury L-¢ipkil. Znaceni na L-opsin bylo co do intenzity vyrazné slabsi
nez u barveni S-opsinu. Fotoreceptory, ve kterych byl pfitomen L-opsin, lze tedy
povazovat za dudlni Cipky, které exprimuji dominantné¢ S-opsin a v v mensSim mnozstvi

také L-opsin (Obr. 15).

Obr. 15. Identifikace €ipku u rypoSe druhu Cryptomys natalensis. Nahore: vertikalni fezy
sitnici. Dole: celé, na plocho montované sitnice (retinal wholemounts). Vpravo: S-Cipky
znacené protilatkou proti S-opsinu (Sc 14363). Vlevo: L-Cipky znacené protilatkou proti L-
opsinu (JH 492). Krouzkem jsou oznaceny Cipky koexmprimujici S- a L-opsin. OS/IS-
vnéjsi (outer) a vnitini (inner) segmenty fotoreceptorti, ONL- vnéjSi nuklearni vrstvy, OPL-
vnegjsi plexiformni vrstva, INL- vnitini nuklearni vrstva, IPL- vnitini plexiformni vrstva,
GCL- vrstva gangliovych bunék. Signal L-opsinu byl velice slaby a je zamérné
preexponovan. Méfitko 20um.
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Heliophobius argenteocinereus

Sitnice H. argenteocinereus vykazovala velice podobny vzor predesSlym. Spektralni
totoznost Cipkti byla hodnocena pomoci opsin-specifickych protilatek. S-Cipky pomoci
protilatky Sc 14363 a L-Cipky pomoci JH 492. Na dvojité znacenych fezech sitnic byly L-
opsin exprimujici ¢ipky znaCeny i S-opsin vazajici protilatkou. Znaceni L-opsinu bylo
vyrazné slabsi a slab¢ barvilo 1 jiné struktury fotoreceptorti. Nicméné na jejich sitnicich
byla prokézana ptitomnost S- i L-opsinu. Ve vSech identifikovanych L-¢ipcich byl
pfitomen i S-opsin a jeho znaceni bylo vyrazngjsi. Fotoreceptory, ve kterych byl pfitomen
L-opsin, Ize tedy povazovat za dudlni ¢ipky, které exprimuji dominantné S-opsin a

v mens$im mnozstvi také L-opsin. (Obr. 16)

Obr. 16. Identifikace Cipkl u ryposSe druhu Heliophobius argenteocinereus. Nahore:
vertikalni fezy sitnici. Dole: sitnice vyrovnané na plocho. Vpravo: S-Cipky znacené
protilatkou proti S-opsinu (Sc 14363). Vlevo: L-Cipky znacené protilatkou proti L-opsinu
(JH 492). Krouzkem jsou oznaceny Cipky koexmprimujici S- a L-opsin. OS/IS- vnéjsi
(outer) a vnitfni (inner) segmenty fotoreceptor, ONL- vné&jsi nuklearni vrstvy, OPL- vné&jSi
plexiformni vrstva, INL- vnitfni nuklearni vrstva, IPL- vnitfni plexiformni vrstva, GCL-
vrstva gangliovych bunék. Signal L-opsinu byl velice slaby a je zamérné pfeexponovan,
aby bylo vibec néco patrné. Méfitko 20um.
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U zadného ze zkoumanych druht dvojité barveni pro rodopsin a S-opsin neodhalilo
zadnou kolokalizaci obou znaCeni v néckterém z fotoreceptort. Je tedy zfejmé, Zze
fotoreceptory ryposovitych vykazuji jednoznacnou segregaci do tyCinek a Cipku, ktera je

typicka pro savce.

4. Hustoty ¢ipki

Hustoty ¢ipkti na sitnicich druh@l Bathyergus suillus, Georychus capensis, Fukomys
damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius argenteocinereus byly hodnoceny

na celych na plocho namontovanych sitnicich. Vzhledem k dominanci S ¢ipkt a k vysoké
mife komprese L- a S-opsinu se odhad hustot ¢ipkli na zaklad¢ hustoty S-Cipkii zdé jako

prijatelna aproximace. Ke kvantifikacim hustot byly pouzity celé, na plocho montované

sitnice barvené protilatkou Sc 14363 a vizualizované pomoci PAP-DAB protokolu

(Obr. 17 B).
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Obr. 17 S-opsin na fezech a celych sitnicich rypoSovitych (Sc 14363, PAP-DAB
vizualizace). Zfez( (A) je patrné, Ze jsou znaceny pouze vnéjSi segmenty S-Cipku.
Systematicky nafocené obrazky z celych sitnic (B) byly pouzity k pocitani absolutnich
hustot S-Cipkl. BS- Bathyergus suillus, GC- Georychus capensis, CD- Fukomys
damarensis, CHN- Cryptomys natalensis a HA- Heliophobius argenteocinereus. MéFitko
15um.

Hustoty S-Gipki se u druhu Bathyergus suillus pohybovaly od 8000/mm’ do
25000/mm?, Georychus capensis od 4500/mm?* do 15000/mm?, Fukomys damarensis od
4500/mm*> do 20000/mm?, Cryptomys natalensis od 10000/mm’ do 30000/mm’ a
Heliophobius argenteocinereus od 15000/mm* do 35000/mm?. U viech t&chto sitnic
nalezneme gradient hustoty S-¢ipkli od centra sitnice k jeji periferii. Sitnice druhii
C. natalensis a Heliophobius argenteocinereus jsou obecné velice malé a fotoreceptory
jsou mensi a jsou husté usporadany, proto jsou na nich hustoty vSech fotoreceptorti, tedy
1 S-¢ipka vyssi. Celkové jsou u vSech zkoumanych druhti hustoty S-Cipkd neobvykle

vysoké. Pro jednotlivé sitnice nalezneme rozlozeni gradientu hustot S-¢ipkti na obrazku 18.
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Bathyergus suillus C. natalensis

e 4500 - 10000
e 10000 - 15000
® 15000 - 20000
@ 20000- 25000
@ 25000 - 30000
@ 30000-35000

D

Obr. 18 Mapy distribuce hustot S-€ipkl u ryposSovitych z celych sitnic znacenych pomoci
Sc 14363, PAP-DAB vizualizace. Hodnoty jsou udavany na mm?, pohybuji se mezi 4500 a
35000/mm?, jsou tedy neobvykle vysoké. OranZové jsou na obrazku znadené oblasti
s pfili§ vysokymi hustotami Cipku, kde se kvuli pfekryvim nedaly fotoreceptory od sebe
jednoznacné odlisit, hodnoty tedy nemusi byt presné.
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VI. DISKUZE

Sitnice podzemnich savcli jsou vhodnym objektem pro komparativni studie, protoze
odhaluji adaptace na zivot v trvalé temnoté, tedy témét uplnou absenci svételnych podnéta.
Ryposi c¢eledi Bathyergidae ziji v podzemnich chodbach jiz velice dlouho, od ¢asného
miocénu pokud ne déle (Bennet a Faulkes 2000). Obecné se predpoklada, ze zrakovy
systém podzemnich hlodavci, vcetné oka a sitnice, vykazuje zavazné strukturni a funkéni
regrese. V tomto kontextu se zdaji vlastnosti sitnic rypoSovitych piekvapivé. Zaprvé Cipky
tvofi velkou pomérnou ¢ast fotoreceptorti (Cernuda-Cernuda a kol. 2003, Peichl a kol.
2004). Zadruhé u zatim prostudovanych druhii rypost celedi Bathyergidae (Fukomys
anselli, F. mechowii a Heterocephalus glaber) vétSina Cipki exprimuje S-opsin (~ 90%,
citlivy na kratké vinové délky), cast z nich slabé koexprimuje i L-opsin (~70%, citlivy

na stfedn¢ dlouhé- dlouhé vinové délky); ¢ipkt, které by mély pouze L-opsin, bylo
detekovano pouze ~10% Peichl a kol. 2004). Na sitnicich vétSiny ostatnich savcli dominuji
L-¢ipky a S-Cipky u nich tvoii pouze mens$inu. Zda se, Ze unikatni ptevaha S-¢ipki

na sitnicich tfi dosud prostudovanych druhii rypost celedi Bathyergidae by mohla byt
adaptaci na podzemni zplisob zivota v témét Uplné tmé. Skupina proto byla v této praci
rozSitena o dalsi druhy ryposu cilené vybrané tak, aby se liSily v mnoZstvi nadzemnich
aktivit, které koreluji napfiklad s mnozstvim nervovych vldken v optickém nervu.
Bathyergus suillus a Georychus capensis jsou vyrazn¢ vice zrakove orientovani nez
Fukomys damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius argenteocinereus (Bennet a
Faulkes 2000, Némec a kol. 2007).

Nez se dale dostaneme k funkénimu vyznamu téchto ndlezli, bylo by vhodné
oddiskutovat vyznam imunocytochemickych dat. Identifikace c¢ipkii pomoci opsin-
specifickych protilatek je Siroce pouzivany piistup. S- a L-opsin vykazuji u riznych druhii
savcl vysokou miru homologie, ale rozdily mezi aminokyselinovym slozenim existuji.
Proto jsou k dispozici riizné protilatky, které vice ¢i méné spolehlivé detekuji opsiny napiic
druhy. U protilatek Sc 14363, JH 455 (S-opsin, davaji stejny vysledek) a JH 492 (L-opsin)
bylo prokazano, ze spolehlivé odlisi S- a L- opsin, respektive u celé fady savct vcetné
ne¢kolika druhit hlodavct  (shrnuti v Peichl a Moutairou, 1998; Ahnelt a Kolb 2000;
Glosmann a Ahnelt 2002; Peichl a kol. 2004, Glésmann a kol. 2008). Intenzivni znaceni
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¢ipkt pomoci Sc 14363 a JH 455 davajicich stejné vysledky je silnym dikazem, Ze ¢ipky
ryposSovitych exprimuji S-opsin (Peichl a klo. 2004).

Vyklad L-opsinového barveni se zda méné jasny. Bylo pozorovano slabé znaceni
pomoci JH 492 (a jeSté¢ ne u vSech druhil), které by mohlo naznacovat nizkou uroven
exprese L-opsinu nebo nizkou afinitu protilatky vzhledem k druhové-specifickym rozdilim
v opsinech. Po konzultacich s L. Peichlem o zkuSenostech se spolehlivym a intenzivnim
znaCenim pomoci JH 492 u rGznych hlodavcl, se zdd moznost, Ze by protilatka
rozpoznavala vice epitopid, méné¢ pravdépodobnd. Proto se d& predpokladat, ze u
ryposovitych je L-opsin exprimovan jen na velice nizké irovni, poptipadé u nékterych
druhti viibec. Nicméné s konecnou platnosti bude pro feseni této otazky nezbytné klonovat
a sekvenovat gen pro L-opsin a nasledn¢ studovat jeho expresi na sitnici pomoci Real-time
PCR. U slepce druhu Spalax ehrenbergi byla pfitomnost funkéného genu pro L-opsin
prokézana molekuldrné (David-Gray a kol. 1998, 1999).

1. Sitnice rypoSovitych

Nejlépe prostudovanym druhem podzemniho hlodavce je slepec druhu Spalax ehrenbergi,
ktery mé zakrnélé podkozni oci (Sanyal a kol. 1990; Herbin a kol. 1995; Cernuda-Cernuda
a kol. 2002). Jeho sitnice se zda pomérné normalni, ale méné organizovana nez u jinych
zkoumanych savct (Cernuda-Cernuda a kol. 2002). Celkové se predpoklada, ze extrémné
redukované oko slepce ma funkci spi§ v percepci fotoperiody nez pii zpracovani obrazu
(Cooper a kol. 1993 a, b; Cernuda-Cernuda a kol. 2002). Podle pozorovani sitnic druhta
Bathyergus suillus, Georychus capensis, Fukomys damarensis, Cryptomys hottentotus,

C. natalensis a Heliophobius argenteocinereus (tato prace) a zkoumani oc¢i a sitnic druhii
Fukomys anselli, F. mechowii a Heterocephalus glaber (Peichl a kol. 2004) se zda,

ze Spalax ehrenbergi ptedstavuje extrémni spiSe nez typicky ptiklad adaptace

k podzemnimu zplUsobu Zzivota. Studované druhy ryposi vykazuji podobné vyrazné
anatomické a fyziologické adaptace k podzemnimu zivotu jako slepec. Na rozdil od slepce
vSak maji vSechny studované druhy funkéni o¢ni vicka, do oci se dostane ptimé svétlo a
sitnice je dobfe organizovand. Jejich oc¢i jsou velmi podobné ocim ostatnich drobnych
savcl a jsou vhodné ke zpracovani obrazu. Normalni morfologii oka maji také druhy
Fukomys anselli, F. mechowii a Heterocephalus glaber (Cernuda-Cernuda a kol. 2003,

Peichl a kol. 2004; Némec a kol. 2007, 2008).
45



2. Hustoty fotoreceptorii u ryposovitych

Ryposi maji hustoty fotoreceptorii mezi 80000 a 150000/mm? (Peichl a kol. 2004).

U ryposi druhtt Fukomys anselli, F. mechowii a Heterocephalus glaber pozorovani
ukazalo hustoty &pkil 8000-15000/mm? , coZ by odpovidalo piiblizng 10% fotoreceptort
(Cernuda-Cernuda a kol. 2003, Peichl a kol. 2004). Hustoty Cipkli na sitnicich druht
Bathyergus suillus, Georychus capensis, Fukomys damarensis, Cryptomys natalensis a
Heliophobius argenteocinereus, tudiz 1 jejich pomérné zastoupeni mezi fotoreceptory, jsou
dokonce jesté vyssi. Vzhledem k velice nizké expresi L- opsinu a vysoké expresi S-opsinu
u v této praci zkoumanych druhti, byly k odhadu hustot ¢ipkti pouzity S-Cipky. VSechny
identifikované L-Cipky také exprimovaly v jeSté vetsi mife S-opsin, tudiz se odhad hustot
¢ipki na zakladé¢ hustoty S-Cipka zda jako pfijatelna aproximace. Hustoty S-Cipkt se

u druhu Bathyergus suillus pohybovaly od 8000/mm?* do 25000/mm?, Georychus capensis
od 4500/mm? do 15000/mm?, Fukomys damarensis od 4500/mm? do 20000/mm?,

C. natalensis od 10000/mm? do 30000/mm? a u Heliophobius argenteocinereus

od 15000/mm? do 35000/mm?®. To je u striktn& podzemnich druhii opravdu ne¢ekané.

U nocnich savcll se pohybuji poméry Cipkil k ty¢inkam v rozmezi 0,5-3% (Peichl a kol.

2005).

3. Ty¢inky ryposSovitych

Absolutni hustoty ty¢inek jsou u v podzemi zijicich druhii prokazateln¢ nizsi nez

u na povrchu zijicich zivocichl. U Talpa europea byly napocitany hustoty kolem

100 000/mm?” (Glésmann a kol. 2008), u rypost (Bathyergidae) 80 000-

50 000/mm? (Cernuda-Cernuda a kol. 2003; Peichl a kol. 2004) a u Geomys (Geomyidae)
55000-100000/mm* (Williams a kol. 2005). Naproti tomu u hlodavci Zijicich na povrchu
nalezneme hustoty tyCinek podstatné vyssi, napiiklad u mysi nalezneme 437 000 tyCinek
na mm? (Jeon a kol. 1998).

Komparativni studie ale neprokazaly konvergentni redukci mnoZzstvi tyCinek u
podzemnich druhti. Piikladem je studie tfi druhti hlodavch podiadu Hystricognathi, denni
Octodon degus 100 000 ty&inek/mm?” (Jacobs a kol. 2003), soumraény Cavia porcellus
120 000-200 000 mm™ (Peichl a kol. 1994) a v podzemnich chodbach Zijici Spalacopus

cyanus 200 000 mm™ (Peichl a kol. 2005).
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Tyc¢inky u podzemnich druhl maji Siroké vnéjsi segmenty, které se vyrazné 1isi délkou.
Tycinky jsou kratké u rypost cCeledi Bathyergidae, dlouhé¢ u Geomys sp. a S. cyanus
(Némec a kol. 2007).

Rozsahla srovnavaci analyza ukazala, ze architektura jader tyCinek koreluje se
zpusobem zivota (Solvei a kol. 2009). U noc¢nich savcl nalezneme invertovanou strukturu
jader ty¢inek, kde heterochromatin tvoii jedno velké chromocentrum ve stfedu jadra.

U dennich jsou jadra organizovana béznym zpiisobem. Dalo by se piedpokladat,
ze v podzemi Zijici rypoSi budou na nedostatek svétla adaptovani obdobnym zplisobem
jako noc¢ni Zivocichové, ale bunécna jadra tyCinek rypoSovitych maji konvenéni uspofadani
s heterochromatinem tvoficim nékolik chromocenter, kterd pfiléhaji k okraji jadra nebo
jadérku, euchromatin je lokalizovan uvniti jadra.

Nalezené vlastnosti ty¢inek u rypost celedi Bathyergidae odpovidaji hypotézam,
ze ryposi pouzivaji ty¢inky, ne k vidéni pod zemi, ale k detekci pronikani svétla do
podzemnich systému jako soucast antipreda¢niho chovani (Némec a kol. 2007, Kott a kol.

2010).

4. Cipky ryposovitych

Dva typy opsint (dichromacie) jsou ancestralnim znakem placentarnich savct (Hunt a kol.
2007; Yokoyama 2000). Na rozdil od slepce (Spalax ehrenbergi), kterému chybi S-opsin
(David-Gray a kol. 2002), u ryposu ¢eledi Bathyergidae (Peichl a kol. 2004, tato prace) a

u Talpa europea (Glésmann a kol. 1999) S-Cipky na sitnici pievladaji. Slepec ma
S-opsinovy gen, ale ten se stal nefunkénim diky hromadéni skodlivych mutaci. Predkové
slepce kdysi méli funk¢ni S-opsin a jeho ztrata vznikla jako adaptace na podzemni ekotop
(David-Gray a kol. 2002). Zd4 se, Zze S. cyanus exprimuje S- a L- opsin ve dvou
oddélenych populacich ¢ipkti (Peichl a kol. 2005). U Thommomys bottae nalezneme
koexpresi S- a L-opsinu v dorzoventralnim gradientu stejné jako u mysi (Williams a kol.
2005). U nekterych druhti saveti (dokonce 1 nékterych hlodavell) S-Cipky uplné chybi
(Jacobs a kol. 1993, Peichl a Moutairou 1998).

Podil ¢ipki na sitnici vys$si nez 10% tadi rypoSe spiSe mezi denni a soumra¢né druhy
nez mezi druhy nocni. Pfevazné no¢ni hlodavci maji maly relativni podil ¢ipki (napi. mysi
3%: Carter-Dawson a LaVail 1979; Jeon a kol. 1998; krysa 1%: Sz¢l a Rohlich 1992;
Cricetomys 0,5%: Peichl a Moutairou 1998). Vyssi podil ¢ipkt, ale také velké rozdily
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nalezneme u pfevazné dennich druht (napt. morce: 8-17%, Peichl a Gonzélez-Soriano
1994; Osmak degu: 30%, Jacobs a kol. 2003; sysel: 70 - 95%, Kryger a kol. 1998).

Z tohoto pohledu je vysoky podil ¢ipkii u v podzemi zijicich rypost, zivocichu ktefi
jsou sotva kdy vystaveni dennimu svétlu, zvlastni. Zajimavé je Ze podzemni Talpa europea
ma také ptiblizné 10% cipkd (Glosmann a kol. 1999), a Geomyidae mohou mit az 25%
¢ipktt (Feldman a Phillips, 1984). Vlastni absolutni hustoty ¢ipkd v sitnicich ryposi
nemusi byt aZ tak odliné jako tfeba u mysi (primérna hustota &ipki 12 400/mm?),
ale my§ ma mnohem vys§i hustotu ty&inek 437000/mm? (Jeon a kol. 1998).

Dlouho se ptedpokladalo, ze fotoreceptory saveli exprimuji jen jeden typ opsinu,
ale zjistilo se, Ze fotoreceptory nékterych druhtt mohou koexprimovat S- a L- opsin.
Komprese opsini byla demonstrovana u vacnatcli, sudokopytnikl, primata (véetné
¢loveka), hlodavcei (review Lukats a kol. 2002, Sz¢l a kol. 2000, Williams a kol. 2003) a
u Talpa europea (Glosmann a kol. 1999). U mysi jsou ¢ipky s obéma typy opsint funkéni
(Nikonov a kol. 2006, Jacobs a kol. 2004). Pokud jsou koexprimovany L- a S-opsin
vjednom Cipku, tento se stava Sirokospektrym fotoreceptorem.; Biologicka funkce
koexprese neni zatim zcela jasnd (Lyubarsky a kol. 2000). Relativni zastoupeni S- a L-
opsinu v dudlnich ¢ipcich na sitnici mysi se liSi podle oblasti sitnice, ve ventralni ¢asti
dominuje S-opsin a v dorzalni L-opsin (Applebury a kol. 2000). Electroretinogram flicker
photometry ukazala, Ze ventrdlni oblast sitnice je citlivéjsi na kratké vlnové délky
(Calderone a Jacobs 1995). Coz dokazuje, ze mix opsint determinuje citlivost ¢ipkd na
vinové délky svétla. V tomto kontextu se zd4d pravdépodobnym, ze vétSina Cipkl ryposi
exprimujicich dominantné S-opsin a v podstatné mensi mife téZ L-opsin, je maximalné
citliva v oblasti kratkych vinovych délek. U vSech zkoumanych druhi ryposi velka vétSina
z ¢ipkll exprimuje prevazné S-opsin. Jen relativné malo ¢ipka exprimuje pouze L-opsin.

U Talpa europea priblizné 30% ¢ipkii koexprimuje S- a L-opsin (Glésmann a kol. 2008).
U F. anselli asi 90% z ¢ipkt exprimovalo S-opsin, z toho pouze 20% byly konven¢ni

z nich bylo konven¢nimi L-Cipky (Peichl a kol. 2004). U druhii Bathyergus suillus a
Georychus capensis, Fukomys damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius
argenteocinereus byla detekovana jen velice slaba koexprese L-opsinu v nékterych
S-¢ipcich (detekovana exprese S-opsinu v nich byla daleko vyssi).

Absorpéni maximum rodopsinu se nachazi v oblasti 496-498nm (Zhao a kol. 2009),
avSak presna spektralni citlivost Cipkil u rypost celedi Bathyergidae neni znama. Ve své

praci jsem se snazila osekvenovat jejich S-¢ipky, bohuzel bez tspéchu. V behavioralnich
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studiich bylo prokazano, ze ryposi Fukomys mechowii a Heliophobius argenteocinereus

se vyhybaji bilému, modrému a zeleno-zlutému svétlu, avSak jejich reakce na UV a
cervené svétlo byly ndhodné (Kott a kol. 2010). Pokud maji ryposi funkéni L-¢ipky (v nasi
praci nebyly L-Cipky nalezeny, pouze u nékterych S-Cipkil byla zjiSténa pomérné nizka
koexprese L-opsinu), maji absorpcni maximum v oblasti zelené-zluté¢ 495-535nm (Kott a
kol. 2010, Jacobs a kol. 1993, Jacobs a kol. 2009). Behavioralni studie Fukomys mechowii
a Heliophobius argenteocinereus také napovida, Ze absorpni maximum S-opsinu u rypost
bude v modré az fialové oblasti svételného spektra (Kott a kol. 2010). V zévislosti na
druhu ma S-opsin u hlodavct obvykle absorpéni maximum v blizké UV az fialové oblasti
(Peichl a kol. 2005, Hunt a kol. 2007) avSak Fukomys mechowii a Heliophobius
argenteocinereus na UVA svétlo viibec nereagovali, coz je zvlastni a napovida to, ze
absorp¢ni maximum jejich S-Cipktl se vyskytuje v modré-fialové oblasti (Kott a kol. 2010).

Podle pozorovani sitnic druhCt Bathyergus suillus, Georychus capensis, Fukomys
damarensis, C. hottentotus, C. natalensis a Heliophobius argenteocinereus (tato prace) a
zkoumani o€i a sitnic druhit Fukomys anselli, F. mechowii a Heterocephalus glaber (Peichl
a kol. 2004) se zda, ze unikatni distribudce fotoreceptori na sitnici ryposu celedi
Bathyergidae (pfevaha S-Cipkti a nizka koexprese L-opsinu v nékterych z nich) je
ancestralnim znakem nebo je kauzalné spjata s né¢im jinym nez adaptaci na podzemni
zpusob zivota, protoze nevykazuje korelaci s mnozstvim nadzemnich aktivit. Bathyergus
suillus a Georychus capensis maji vétsi mnozstvi nervovych vlaken v optickém nervu a
vice nadzemnich aktivit vice nez ostatni zkoumané druhy (Némec a kol. 2007, 2008),
vykazuji vSak stejné usporadani fotoreceptorti jako ostatni druhy.

Nova studie na Pax8-/- hypothyroidnich mySich ukazala, ze S-opsin byl u téchto mysi
ve vSech Cipcich upregulovan (bylo ho exprimovano vice nez u normalni mysi) a L-opsin
downregulovan (bylo ho exprimovano méné¢ nez u normalni mysi), zmizel také
dorzoventralni gradient exprese S- a L-opsinu (Glashke a kol. 2010). Ovlivnéni exprese
opsintl tyroidnimi hormony bylo také prokazano u Oncorhynchus kisutch (Cheng a kol.
2009) a O. mykiss (Veldhoen a kol. 2006). Oncorhynchus kisutch byl béhem ranych fazi
vyvoje injikovan tyroidni hormon T4, ktery zpisobil reverzibilni posun absorpéniho
maxima S-Cipkll z UV oblasti do modré (Cheng a kol. 2009). U ryposSe Heterocephalus
glaber byla prokézana nizka hladina tyroidnich hormont (naptiklad jiz zminéného Tj)
v souvislosti s podminkami spojenymi s jejich podzemnim zptsobem zivota (Buffstein a
kol. 2000, Buffstein 2005, Buffenstein R, Pinto M 2008). Nizkd hladina tyroidnich

hormont u ryposi ¢eledi Bathyergidae by tedy mohla vysvétlovat unikatni prevahu

49



S-¢ipkt (Peichl a kol. 2004, tato prace) a dokonce i behavioralné prokdzany spektralni
posun jejich absorpéniho maxima z UV, UV-blizké fialové oblasti obvyklé pro hlodavce
(Peichl a kol. 2005, Hunt a kol. 2007) do oblasti fialové az modré (Kott a kol. 2010, Cheng
a kol. 2009).
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VII. SOUHRN

Afric¢ti ryposi (Bathyergidae) ziji v podzemi jiz po velice dlouhou dobu. Nejstar$i fosilni nalezy
jejich chodeb pochazi jiz z ¢asného miocénu (Bennet a Faulkes 2000). Daji se u nich tudiz
ocekavat riizné adaptace k zivotu v trvalé tm¢, pfedevsim silana redukce oka a regrese zrakového
systému. Oproti o¢ekavani je v8ak u vSech dosud studovanych druhti rypost (Cryptomys anselli,
C. mechowi, Heterocephalus glaber, Bathyergus suillus, Georychus capensis, Fukomys
damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius argenteocinereus) oko dobfe vybaveno
k obrazovému vidéni: oc¢ni vicka a opticky aparat jsou normaln¢ vyvinuty, sitnice hladce
vystila ocni poharek a je normalné organizovana (Cernuda-Cernuda a kol. 2003, Peichl a
kol. 2004; Némec a kol. 2007, 2008).

Prevazujicim fotoreceptorem jsou tyCinky, nicméné podil ¢ipkd (= 10%) je mnohem
vysSi nez by bylo Ize ocekavat u podzemniho zvifete adaptovaného na zivot v trvalé
temnot¢. Jadra tyCinek maji konvenéni stavbu s vétSinou heterochromnatinu lokalizovanou
na periferii jddra a euchromatinem v jeho stiedu, tedy organizaci typickou pro savce
s denni aktivitou. Unikétni je vzor exprese Cipkovych opsinl s pfevahou S-Cipkt na celé
sitnici. U druhu Fukomys anselli asi 90% z ¢ipkl exprimovalo S-opsin, z toho pouze 20%
byly konvenéni S-Cipky a ~70% dudlni Cipky, které koexprimovaly L-opsin na niZsi
urovni. Pouze 10% z ¢ipkl bylo konvenénimi L-Cipky (Peichl a kol. 2004). Velmi podobny
vzor exprese byl nalezen rovnéz u druhG Fukomys mechowii a Heterocephalus glaber
(Peichl a kol. 2004). U péti druht studovanych v této studii (Bathyergus suillus a
Georychus capensis, Fukomys damarensis, Cryptomys natalensis a Heliophobius
argenteocinereus) byla detekovana ve vSech Cipcich exprese S-opsinu a jen velice slaba
koexprese L-opsinu v nékterych S-Cipcich (detekovand exprese S-opsinu v nich byla
daleko vyssi). Konven¢ni L-Cipky nebyly nalezeny. Unikatni dominance S-Cipkl je tedy
znakem sdilenym vSemi druhy rypost, bez ohledu na mnozstvi jejich nadzemni aktivity.
Bathyergus suillus a Georychus capensis maji vét§i mnozstvi nervovych vlaken v optickém
nervu (Némec a kol. 2007, 2008) a ptilezitostn¢ vyuZzivaji nadzemni zdroje potravy (Bennet
a Faulkes 2000); distribuce fotoreceptort je vSak u nich shodna s timtéz u ostatnich druht
rypost. Srovnani s fylogeneticky vzdalenymi savci adaptovanymi na podzemni zpusob
zivota navic presvédCivé demonstruje, ze podzemni zivot je mozny s velmi riznou
fotoreceptorovou vybavou. Mozaika fotoreceptortiu bathyergidii je vhodna pro vidéni
za dennich intenzit svétla a nemiZze byt proto povazovana za adaptaci k podzemnimu

vidéni. Dané uspotadani sitnice tedy muze byt ancestralnim znakem ziskanym néhodou
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(diky wuvolnéni stabilizujiciho selekéniho tlaku) nebo kauzadlné spjato sjinou nez
senzorickou adaptaci k podzemnimu zptsobu Zivota (napf. s nizkou hladinou tyroidniho
hormonu).

Kompozice fotoreceptorové mozaiky je v souladu se soucasnymi hypotézami, jez
predpokladaji, ze ryposi nepouzivaji zrak k orientaci v podzemi, ale k detekci poskozeni
systému uzavienych podzemnich tuneld, tedy jako soucast antipredacniho systému (Kott a

kol. 2010, Némec a kol. 2007, 2008, Hetling a kol. 2005, Wegner a kol. 2006).
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