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1. Uvod

1.1. Podzemni savci

Savci obsadili téméf vSechny dostupné biotopy na Zemi a pfizplsobili se na
nejrizngjsi podminky prostiedi (Grzimek et al. 2003). Piekvapivé vysoky pocet, okolo 300
druhti savct, se témet i zcela adaptoval na specificky zivot v podzemi (Nevo 1999). Diky
konvergentni evoluci, zpisobené podobnymi selekénimi tlaky na nepiibuzné taxony,
reprezentuji podzemni savci, zejména pak hlodavei, vyborny piiklad pro studium

morfologickych, fyziologickych a etologickych adaptaci pro existenci v podzemnim biotopu.

Tito savci, zijici v monotoénnim, stabilnim a relativné bezpecném prostiedi, se vSak
museji vypotfadat s mnohymi, pro Zivot stresujicimi, faktory, jako jsou vysoké energetické
naklady na stavbu systémi podzemnich chodeb, atmosféra s nizkym obsahem kysliku a

vysokym obsahem oxidu uhli¢itého ¢i absence svétla (piehled viz Nevo 1999, Burda 2003).

1.2. Ryposoviti (Bathyergidae)

Ryposi jsou endemickou Celedi striktné podzemnich savct, patficich do ptibuznosti
hystrikognatnich hlodavcii. Na rozsahlém tizemi subsaharské Afriky Zije celkem dvacet dva
druhit v Sesti rodech. Tito herbivorni hlodavci, Zivici se podzemnimi organy rostlin -
geofyty, vytvaii rozsahlé komplexy podzemnich chodeb. Ve slozité struktufe labyrintt, které
opoustéji jen ve vyjimecnych piipadech, 1ze najit hnizdni, potravni ¢i dalsi specializované

typy komor (ptehled viz Bennett a Faukels 2000).

Ryposi jsou velmi dobfe morfologicky 1 fyziologicky adaptovani na podzemni
zpusob zivota. Maji kratké koncetiny, valcovité télo a svalnaty krk. Robustni hlava je
opatfena citlivymi vibrisy, které zvifeti zajistuji kontakt se sténami tunelu. RypoSi maji
redukované usni boltce a ¢astecné zachovaly zrak. Tunely vyhrabavaji pomoci silnych stale

rostoucich fezaku (Jarvis 2004).

V ramci nepocetné Celedi ryposSovitych lze pozorovat ndpadnou diverzitu socidlnich
systémii, od solitérné Zijicich rypos§t po eusocialni druhy (ptehled viz Jarvis a Bennett 1991,
Begall et al. 2007).



2. Zrak

2.1. Zrakovy systém

Zrak je bezesporu vyznamny smysl pro vétSinu druhti a byl pro né klicovou selektivni
vyhodou v jejich evoluci (Fernald 2000). Ze soucasnych paleontologickych studii vyplyva,
ze zrak, jakozto funk¢éni smysl, vznikl jiz velmi davno, zhruba pted 530 milién let, v obdobi
raného kambria (Land a Nilsson 2002). Na zakladé paleontologickych materiald se diive
predpokladalo, ze se o¢i vyvinuly nezavisle u riznych organismi vice nez Ctyficetkrat a
mozna i vice nez pétasedesatkrat (Salvini-Plawen a Mayr 1977). Tento polyfyleticky vyvoj
oka byl vsak pozdéji popien (Mayr 2001), coZ podporuje i recentni prace na zakladé detekce
transkripéniho faktoru genu Pax6 u vSech dodnes zkoumanych Bilateriich, ktery podnécuje
vyvoj oka a generuje rizné o¢ni typy, coz indikuje na monofyleticky vyvoj oka (Gehring
2012). Také Fernald (2000) naznacuje, ze vSechny typy oc¢i sdili stejnou molekularni
strategii absorbovani fotonii a napfi¢ mnoha Zzivo¢iSnymi druhy mulZeme pozorovat
napadnou shodu vyvojovych genti, které se podileji na stavbé podobnych, ne vSak nutné
homologickych, typt o¢i. Zakony fyziky vSak, navzdory nevidané variabilité mezi typy oci,
limituji sbér svételnych kvant, coz dava soucasné existenci pouze osmi zndmym optickym

systémim (Gerald 2004).

Vyvoj oka byl postupné¢ smérovan od jednoduchého typu jednokomorového oka az
po slozité struktury oka slozené¢ho (ptehled viz Land a Nilsson 2002). Znacné rozdily
muzeme pozorovat napiiklad v ramci vyvoje komorového oka u rliznych Zivocichi. Sitnice
obratlovct je tvofena tvarovanim piedni ¢asti mozku a ¢oCky vznikajici z kiize, zatimco u
témef stejného komorového oka hlavonozcti vznikaji obé struktury pouze z kuize (Randall et

al. 2001).

Dilezitou vlastnosti oka je bezesporu prostorové vidéni, jehoz kvalita roste s
velikosti oka. Jedna se o elementarni schopnost vnimat svétlo z riznych thli a rozliSovat
intenzitu zafeni. Kvalitni prostorové vidéni tak mohlo dat vznik predatorim, vyuzivajicich

zrak jiz od prekambria (Land a Nilsson 2002).

vvvvvv

signalu Vv signal nervovy, je sitnice (retina), ktera se sklada z fotoreceptorti pro no¢ni vidéni
— tyCinek a fotoreceptord pro denni a barevné vidéni — ¢ipkt (Randall et al. 2001), pficemz

jejich vzajemny pomér se 1lis$i mezi jednotlivymi druhy. Sitnice savci obsahuje dva typy
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Cipkt. Prevazuji zde Cipky senzitivni pro stiedné a dlouhovinné zafeni (L-Cipky) a méné
pocetné Cipky citlivé pro kratkovinné zaieni (S-Cipky). L-¢ipky dosahuji nejvyssi senzitivity
v zelené az zluté Casti spektra (Amax= 500-560 nm), S-Cipky v modré az ultrafialové Casti

(Amax= 360-450 nm) (Carpenter 1996).

Od fotoreceptort putuje zrakovy signal pies vrstvy bipolarnich a gangliovych bungk,
které se sbihaji v nervova vldkna na vnitinim povrchu sitnice a tvofi zrakovy nerv (nervus
opticus). Skrze n¢&j pokracuje informace do jader stfedniho mozku a do zrakovych center

tylniho laloku mozkové kiry, kde je komplexni zrakovy signal analyzovan (Hill et al. 2008).

2.2. Zrak podzemnich hlodavcu

Zrak podzemnich hlodavci je vlivem absence svétla v podzemnich systémech znaéné
redukovan, na rozdil od jinych smysli, které jsou v prostiedi permanentni tmy naopak
posileny (Bennett a Faulkes 2000). Avsak mira regrese zraku zavisi v tomto piipadé na
rozsahu podzemniho zivota, ktery se lisi napfi¢ druhy obyvajicimi podzemni biotop (ptehled
viz Némec et al. 2007). Fosorialni druhy hlodavct, jako je naptiklad pytlono§ horsky
(Thomomys bottae) ¢i kururo (Spalacopus cyanus), které travi zna¢nou ¢ast Zivota nad zemi,
maji plné€ vyvinuty a funkéni ocni aparat o velikosti odpovidajici oku nadzemnich hlodavct

a se standardnim designem sitnice savcu (Peichl et al. 2005, Schleich et al. 2010).

Na opacné strané pomyslného spektra se pak nachazi striktné podzemni hlodavec,
slepec egyptsky (Spalax ehrenbergi), ktery ma subkutanni (kazi pterostlé) oko o velikosti
pouhych 0,6 mm v priméru. V jeho sitnici se nachdzi pouze L-Cipky se zrakovym
pigmentem s absorp¢ni citlivosti posunutou do oblasti Cerveného spektra, coZ zplsobuje
atypicky prichod svétla skrze prokrvenou a na hemoglobin bohatou ktzi (Bronchti et al.
1991, Cooper et al. 1993 a, b, Cooper et al. 1995, David-Gray et al. 1998, 2002, Janssen et
al. 2000). Zrakovy aparat slepct si vlivem extrémni regrese oka zachoval pouze elementarni
reakce sitnice na svétlo, které se uplatiuji pfi regulaci, pfekvapivé stale funkcnich,
cirkadiannich rytma (Rado et al. 1992, Ben-Shlomo et al. 1995, Goldman et al. 1997, Tobler
et al. 1998). Tento druh se po mnohych studiich stal jedinym modelovym druhem a na
dlouhou dobu tak zakonzervoval obecné minéni o zrakovém systému striktné¢ podzemnich

savcu.



2.3. Zrak rypoSovitych (Bathyergidae)

Prekvapiva zjisténi a posun ve vyzkumu zrakového systému striktné podzemnich
hlodavcu pfinesly az podrobné neuroanatomické studie ryposovitych (piehled viz Némec et
al. 2007, 2008), ktefi byli povazovani dlouhou dobu za zcela slepé (Eloff 1951,1958, Burda
et al. 1990).

Tito striktné podzemni endemité subsaharské Afriky maji, na rozdil od slepce, malé
superficialni (povrchové) o€i o velikosti v rozmezi 1,3 mm (Heterocephalus glaber) az 3,5
mm (Bathyergus suillus) s externimi vicky a dobie vyvinutymi o¢nimi strukturami -
sklivcem, zornici, duhovkou a sitnici (Cernuda-Cernuda et al. 2003, Némec et al. 2004).
Cocka, kterd je u savell Zijicich v podminkach s nizkymi hladinami svétla napadné velka,
proto aby co nejefektivnéji sbirala svételna kvanta, je u rypoSovitych naopak relativné mala
v porovnani s nadzemnimi savci se soumrac¢nou aktivitou (Peichl et al. 2004, Bennett 2009).
Struktura sitnice se 1iS§i pouze tloustkou jednotlivych vrstev v zavislosti na hustoté
fotoreceptort, jinak vSak vykazuje standardni architekturu savéi retiny. Dominantni jsou zde
ty¢inky, ale nachézi se zde i ¢ipky a to v piekvapivém mnozstvi (az deset procent). Takovyto
pomeér tyCinek a Cipki je podobny spiSe dennim, nez-li no¢nim druhtim savci, Zijicich nad
zemi. Téméf vSechny Cipky exprimuji fotopigment (S-)opsin. Mnoho z téchto S-¢ipku
koexprimuje exkluzivné i malé mnozstvi (L-)opsinu. Tato dominance (S-)opsinu a nizké
hladiny (L-)opsinu v sitnici byly poprvé popsany u rypoSovitych mezi v§emi sav¢imi druhy

(Cernuda-Cernuda et al. 2003, Peichl et al. 2004).

Prvni behavioralni studie Wegner et al. (2006), zabyvajici se zrakem ryposu,
prokézala elementarni schopnost rozliSovani svétla a tmy u zambijského rypose ansellova
(Fukomys anselli), rypose (Fukomys kafuensis) a jejich kiizenct pii preferenci boxu pro
stavbu hnizda, kdy jedinci pritkazné preferovali tmavé komory a projevovali tak heliofébni
(svétloplaché) chovani. V nasledném experimentu (Kott et al. 2010) byli testovani solitérni
ryposi stiibfiti (Heliophobius argenteocinereus) a eusocialni ryposi obii (Fukomys
mechowii). Studie opét potvrdila heliofobni chovani a navic i absorpéni citlivost ¢ipkt pro
modré, zelené a zelenozluté svétlo. Funkéni sitnice, respektive bazalni schopnost detekce
svétla byla v témze projektu, na zaklad¢ dalsiho behavioralniho pokusu, definovana jako
pravdépodobna ucinna soucdst antipredacniho chovani, vyuzivana pii pfirozeném ¢i
invazivnim poskozeni tunelti v syst¢ému podzemnich chodeb (Hetling et al. 2005, Wegner et

al. 2006, Kott et al. 2010). Z neuroanatomickych i behavioralnich studii je tak ziejmé, ze



struktury zpracovavajici primarni informaci o pfitomnosti svétla, jsou u rypoSovitych stale

funk¢ni.

Avsak, na rozdil od pln¢ vyvinutého oka a jeho struktur, jsou cilova mozkova jadra
ryposovitych, ktera dostavaji a zpracovavaji komplexni zrakovou informaci o svém okoli,
redukovana ve své velikosti (pfehled viz Némec et al. 2007, 2008). Jedind plné vyvinuta
zrakova doména, ktera se podili na fizeni cirkadiannich rytmt, je suprachiasmatické jadro
(SCN) a draha k nému vedouci ze sitnice (retihypothlamicky trakt). Casti mozku (lateralni
genikulatni télisko a pretektum), zodpovédné za detekci pohybu, svétla ¢i tvaru, jsou
redukovany pouze castené€, a tudiZz mohou stale hrat svoji roli. Naopak masivni regresi
prodélaly struktury (povrchové vrstvy superior colliculus a aksesoricky opticky systém),
obstaravajici zrakové funkce, jakymi jsou lokalizace objektu a stabilizace obrazu na sitnici
béhem pohybu hlavy. Tato zjisténi indikuji, ze z hlediska mozkovych struktur je orientace
zrakem mimo podzemni labyrint u rypoSovitych jen malo pravdépodobna (piehled viz

Némec et al. 2007, 2008).

Vse co tedy 0 zraku bathyergidi dosud vime je odvozeno pfevazné z neuroanatomie
a behavioralni studie mapujici skuteény rozsah jejich zrakovych schopnosti zistavaji spise
jen ojedinélé (piehled viz Burda et al. 1990, Francescoli 2000, Némec et al. 2007, 2008).



3. Metody vhodné pro vyzkum zrakové funkce u laboratornich hlodavci

Kvalitni zrakové experimenty by mély mit spolehlivou odpovéd pro kazdého
testovaného jedince. Musi byt rychlé, poskytovat kvantitativni zhodnoceni a mély by se
vyvarovat chybam, které by u zdravych jedincit mohly poukazovat na neexistujici zrakové
vady (Pinto a Enroth-Cugell 2000).

Zrakové schopnosti mohou byt posuzovany podle vysledkd anatomickych testl
sitnice (refrakce oka, o¢niho pozadi nebo histologické vysetieni) nebo na zaklade
elektrofyziologickych méteni (napt. elektroretinogram). Dalsi variantou jsou behavioralni
testy zrakovych schopnosti, které jsou vyhodné jak z hlediska neinvazivniho pfistupu a
kvantitativniho méfeni zrakovych funkei, tak 1 diky vhledu do funkénich interakci mezi

zrakovymi a mozkovymi systémy zapojenymi v chovani (Wong a Brown 2006).

Nasledujici behaviordlni testy jsou primarn€¢ designovany predevSim pro
testovani laboratornich potkanti a mysi. Vycet téchto testl poslouzil k vybéru vhodnych typt
experimentli pro testovani zrakovych schopnosti africkych podzemnich hlodavci celedi

Bathyergidae.

3.1. Maze-based tests

Princip téchto pokust je zalozeny na uceni jedince pohybovat se smérem ke
zrakovému podnétu. Uceni muize probihat bud’ na zakladé odmény (potrava) za spravnou
odpoved’-reakci (napf. pohyb v osmi ramenném bludisti, obr. 1) nebo nucenim jedince plavat
na skrytou platformu v blizkosti zrakového podnétu (Morrisovo vodni bludisté, Morris 1981,
nebo zrakovy vodni tkol, Prusky et al. 2000). Tyto testy jsou pouZzivany pro ziskani
charakteru zrakové fizeného chovani u mnoha inbrednich kmenti laboratornich mysi a
rozsahu jejich zrakovych schopnosti (piehled viz Pinto a Enroth-Cugell 2000). Nevyhodou

téchto testd je Casova naro¢nost pii uceni jedinct spravné odpovedi.

Obr. 1: Osmiramenné bludisté (1).



3.2. Elevated plus maze

Testy elevated plus maze byly od roku 1985 (Pellow et al.) Siroce pouzivany jako
vhodny néstroj pro klinické studie farmaceutického primyslu, pomoci nichz se hodnoti
uzkostné chovani a vliv anxiolytik (napf. benzodiazepiny) u laboratornich hlodavci
(Lamberty a Gower 1996). Aparatura se sklada ze dvou protilehlych otevienych a dvou
uzavienych ramen, ohrani¢enymi sténami (obr. 2). Pomoci tohoto pokusu se mimo jiné
analyzuje exploracni aktivita, latence pfemisténi se ze stfedové oblasti do ramene, pocet a

druh navstivenych ramen ¢i chovani a ¢as v nich straveny (Rodgers et al. 1997).

Modifikaci ptivodniho apardtu demonstroval Martinez et al. (2002) 1 Glohu zraku u
potkant (kmen Wistar) béhem tohoto experimentu. Na zakladé chovani jedinct v aparatuie s
rameny obklopenymi sténami z prithledného materialu, dfeva a sténami potazenymi ¢ernym
nebo bilym papirem, dosel k ndzoru, ze dilezitym podnétem pro vyhybani se otevienym
ramenim je zvySena intenzita svétla v pruhledném (otevieném) rameni, nikoliv piitomnost
vertikalni stény uzavieného ramene, ktera byla povazovana za zasadni pro dotek a naslednou
taktilni orientaci smyslovymi vousy, jak uvade¢ji jiné studie (Treit a Fundytus 1989,
Cardenas et al. 2001). Pouzivani zrakovych podnéti spiSe nez taktilniho smyslu potvrdil i
Salum et al. (2003), kdy znamy model chovani v klasickém elevated plus maze (vyhybani se
otevienym ramentim) je dan optickym rozdilem mezi otevienymi a uzavienymi rameny,
nikoliv nutné¢ primarnim strachem z otevieného prostoru. OvSem hlavni stimul, ktery
chovani vtomto typu experimentu tidi je stale neznamy a je potfeba dalSich studii

Kk objasnéni role zraku.
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Obr. 2: Schéma aparatury experimentu elevated plus maze (2).

7



3.3. Visual cliff

Tato metoda je znama od Sedesatych let 20. stoleti (Gibson a Walk 1960). Visual cliff
je pouzivan k zjisténi schopnosti vnimani hloubky u riznych druhti zvitat a ptivodné také u
déti. Zakladem je plocha rozdélena na dvé rovnocenné casti s centrdlnim vyvySenym
pruhem. Jedna ¢éast byva oznaCovéana jako mélkd (opticky bezpecnd), druhé jako hluboka
¢ast (opticky padajici). Ve skutecnosti jsou ob¢ strany stejné, hloubka je zde pouze optickym
klamem, ktery je modelovan Sachovnicovym vzorem (obr. 3). Findlni podoba aparatury je

uzpusobena objektu, ktery je aktualné zkouman (Walk a Gibson 1961).

Pii pokusu je testovany jedinec umistén na centralni ¢ast. Sleduje se prubéh jeho
chovani. Test je ukonCen poté, co objekt opusti centrdlni pruh a zvoli jednu ze stran
aparatury. Pti volbé mé¢lké strany je jeho reakce vyhodnocena jako strach z hloubky (mozny
pad). Naopak v ptipadé preference hluboké ¢asti neni jedinec schopny rozlisit mezi dvéma
Z nabizenych optickych prostfedi. Jedinci, ktefi se v pfedem stanovené dobé nerozhodnou
pro zadnou z moznosti a neopusti centralni platformu, nejsou zahrnuti do statistického

zpracovani.

Obr. 3: Schéma aparatury experimentu Visual cliff (3).



3.4. Visual Placing test

Tento jednoduchy behavioralni test je zalozeny na bazi senzomotorické odpovédi na
ptiblizujici se podnét. Zvife je uchopeno za ocas a z vysky asi 15 cm (Irwin 1968, Pinto a
Enroth-Cugell 2000) je prudkym padajicim pohybem pfiblizeno k podkladu (pevny podklad
¢i miizka). Hodnoti se zde vzdalenost ¢enichu od povrchu v dobg, kdy zvife reflexné reaguje
(extenze prednich koncetin) na pfiblizujici se podnét. Dle plivodni studie miiZze byt reakce

detailné hodnocena nasledujici skalou (Irwin 1968):

0 — zadny projev, ani po kontaktu nosu s podkladem

1 — natazeni pfednich koncetin po doteku nosu

2 - natazeni pfednich koncetin po vyrazném doteku vibrisy (6 mm)
4 - natazeni prednich koncetin po nepatrném doteku vibrisy (12 mm)
6 - nataZeni piednich koncetin bez kontaktu s vibrisy (18 mm)

8 — velmi brzké natazeni prednich koncetin

Obr. 4: Visual placing reflex. a— extenze prednich koncetin pii VPR, b — sevieni kondetin a zkrouceni
téla u mutanta s poSkozenim kortexu mozecku, ¢ — ustrnuti v tzv. bat-like poloze u mutanta (Lalonde a
Strazielle 2011).



3.5. Cued fear conditioning

Tyto testy jsou primarné pouzivany pro zkoumani nervového zdkladu uceni a paméti.
V tomto ohledu byly publikovany studie na rtiznych druzich zvifat s rozdilnymi vzory
chovani, které demonstrovaly zasadni roli zapojeni amygdaly pifi podminéném strachu
(ptehled viz Campeau a Davis 1995). Ten je vytvofen pii podminéné stimulaci spole¢né s

plusobenim nepiijemného nepodminéného podnétu (elektricky Sok).

Pfi standardnim testu popsaném Pinto a Enroth-Cugell (2000) nejprve dochazi k
tréninkoveé fazi, kdy je jedinec 14 dni pfed testovanim umistén denné na 30 minut do
testovaci komory. Poté, je dan opét do komory a ponechan tfi minuty v klidu. Nésledné¢ je
spustén ton trvajici jednu minutu a posledni dvé vtefiny je k toénu pfidan mirny elektricky
stimul (nepodminény podnét), ktery u hlodavci vyvolava tzv. zamrznuti, které je definovano
jako zastaveni vSech pohybu krom¢ dychacich. To se opakuje pét krat v tfiminutovych
intervalech. Po 24 a 48 hodinach dochazi k samotnému testu, pfi kterém je zvife opét
umisténo do testovaci komory a sledovano jeho chovani béhem akustické stimulace, ale
tentokrat jiz bez elektrického Soku (obr. 5, Warthen 2011). Akusticky podnét muze byt také
doplnén i podnétem vizualnim a tak je tento modifikovany typ experimentu pouzitelny i pii

testovani zrakové funkce (Campeau a Davis 1995).
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Obr. 5: Schéma experimentu Cued fear conditionng (Warthen 2011).
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3.6. Visual acuity

Kwvalita ostrosti zraku je ddna hustotou ¢ipkt v sitnici a zpiisobem jejich napojeni na
bipolarni a gangliové bunky (Ali a Klyne 1985, Mustafi et al. 2009). Tyto zrakové testy
laboratornich hlodavct se Vv soucasné dobé vyuzivaji mimo jiné v ramci vyzkumu ocnich

onemocnéni, zejména zeleného zakalu (glaukom) (Burroughs et al. 2011).

Pii téchto pokusech se hodnoti ostrost zraku a vniméani kontrastu pomoci
optokinetického testovaciho systému (OptoMetry). Jedna se o neinvazivni metodu, ktera
sleduje pfirozenou optokinetickou reakci. Pfistroj je tvofen plastovym boxem, c¢tyimi
monitory (kazdy na jedné stran€ boxu) sméfujicimi dovnitt a centralni vyvysSenou plochou
(obr. 6). Aparatura je snimand kamerou a pribéh experimentu je hodnocen pomoci
pocitacového softwaru. Na zacatku kazdého pokusu je na monitorech promitnuta homogenni
Seda barva. Poté je zvife umisténo na centralni ploSinu a aklimatizovano. Pomoci monitort
je nasledné vysilan zrakovy podnét v podobé virtudlniho vélce s otacejicim se vzorem
stiidajicich se ¢ernych a bilych pruht, jejichz prostorova frekvence se postupné méni (zména
Sife pruhtl). Otaceni probiha stfidavé po sméru a proti sméru hodinovych rucicek.
Zaznamenavaji se reflexivni pohyby hlavy (head tracking) nebo o¢i podle toho, zda se zvite
muze volné¢ hybat ¢i je imobilizovano v zaddrzném systému (Thaung et al. 2002).
Modifikovany model originalni aparatury vhodny pro drobné hlodavce vyvinul Prusky et al.
(2000), ktery je ovSem zalozen, stejné tak jako Morrisovo vodni bludisté (viz kapitola Maze-

based test), na vodnim prostiedi a vyzaduje pfedchozi uceni.
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Obr. 6: (A) Optokinetické monitorovani pohybti hlavy u potkand. (i) Umisténi jedince do stfedu boxu
s virtualnim valcem. Evidence cCasu straveného V otacejicim se valci. (ii) Tfi sinusové miizky s riznou
prostorovou frekvenci: (a) 0,125 (b) 0,25 a (¢) 0.5 cykld/stupen (B) Optokinetické testovani u mutantl
s degeneraci sitnice. (i) Umisténi potkana v optokinetické aparatufe. (ii) Casovy pribéh pohybi hlavou

zaznamenanych u osmi tydennich mutantd s a bez dystrofie sitnice (Lund et al. 2001).
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4. Cile prace

Hlavni cile bakalarské prace jsou:

A) Seznamit se s problematikou vizudlni ekologie podzemnich hlodavcl a ziskat
ptehled o moznych zrakovych testech vhodnych pro testovani hlodavcu ¢eledi Bathyergidae

v laboratornich podminkéach.

B) Testovat rozsah rezidualniho zraku ryposovitych (Heliophobius argenteocinereus,
Fukomys mechowii a F. darlingi) pomoci vybranych testii (Experiment I a II), v porovnani se
zrakovymi schopnostmi fosorialniho hlodavce kururo (Spalacopus cyanus) a laboratorni
mysi (Mus musculus) s predpokladanym riistem schopnosti zrakového systému smérem od

ryposovitych k mysi.
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5. Metodika vybranych zrakovych experimenti

5.1. Studovana zvirata

Solitérni rypo$ stiibtity (Heliophobius argenteocinereus, Peters 1846) obyva
podzemni systémy v jizni Keni, Tanzanii, Malawi, jihovychodnim Kongu, vychodni Zambii
a severnim Mozambiku (Bennett a Faulkes 2000, Burda 2001). Preferuje travni porosty,
otevieny les a stanovisté se stfedni vlhkosti (Jarvis 2003). Vaha jedinct ve volné piirod¢ je
190 + 58 g u samcti a 162 + 47 u samic (Sumbera et al. 2003a). Velikost podzemnich
systémil se méni b&hem sezény od 47 + 28 metrti do 99 + 26 metri (Sumbera et al. 2003b).
Testovani jedinci byli odchyceni v roce 2005 v Malawi na lokalitach Mpalanganga estate —
Zomba (15° 27°S, 35° 15'E), Zomba plateu (15° 20°S, 35° 16’E) a Mulanje - Chipoka (16°
02’S, 35°30°E) a v roce 2010 v Zambii — Kacholola (14° 45°S, 30° 35'E).

Socialni rypo$ obii (Fukomys mechowii, Peters 1881) se vyskytuje v lesich a
savanach v severni Zambii, jiznim Kongu a v Angole (Bennett a Aguilar 1995, Scharff et al.
2001). Velikost populaci ¢itd kolem 3-12 jedinci a jejich vaha se pohybuje v rozmezi 345 +
95g u samcil a 252 + 34g u samic (Scharff et al. 2001). Jejich podzemni tunely o plosném
rozsahu az 2,5 ha sahaji do hloubky i dvou metrti pod povrchem zemé (Kawalika a Burda
2007, Sumbera et al. 2011). Testovani jedinci pochazi z primarniho odchytu v roce 1999
(Ndola, Zambie) a z odchovt v laboratornich podminkach Pfirodovédecké fakulty Jihoceské

Univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

Dalsi testovany socialni druh Fukomys darlingi (Thomas 1895) osidluje v
ptirozenych podminkach oblasti s lesy miombo s relativné vysokym mnozstvim srazek
(priumérné ro¢ni srazky nad 700 mm, Bennett a Faulkes 2000) v centrdlnim Zimbabwe a
Mozambiku. Zije v koloniich s poétem 5 — 9 jedincti (Bennett et al. 1994). Jejich véha se
pohybuje v rozmezi 45 — 90g (Boyles et al. 2012). Testovani jedinci pochéazi z odchytu v

roce 2005 v Malawi a z laboratornich odchovu PrF JU.

Kururo (Spalacopus cyanus, Thomas 1925) je endemitni fosorialni (hrabavy) druh
hlodavce, zijici v Chile. Zde Zije ve dvou ekologickych formach s pobieznimi a horskymi
populacemi. Pobtezni populace jsou rozsahlejsi, rozprostiraji se od Caldera (27°03'S) k
Quirihue (36°17°S), zatimco horské populace Ziji na mensim tizemi od Alicahue (32°19°S)
do Los Cipreses (34°01°S). Jedinci zijici v populacich na pobfezi jsou mensi nez ti, ktefi
obyvaji horské oblasti. Vaha je v priméru 81g (53 — 105g) u samct a 73g (43 — 1199) u

14



samic (Torres-Mura a Contreras 1998). Vsichni testovani jedinci pochazi z laboratornich
chovli PiF JU.

5.2. Chovné podminky

Ryposi a kurorové jsou chovani ve spoleéné chovné mistnosti s konstantni teplotou
(25£1°C) a svételnym rezimem 12S:12T. Solitérni druh Heliophobius argenteocinereus je
chovan v samostatnych plexisklovych tunelovych systémech vyplnénych raselinou. Socialni
druhy Fukomys mechowii a F. darlingi a také Spalacopus cyanus jsou chovany v terariich se
substratem (raSelina) ve skupinach do cca 23 jedincl. Zvifata jsou krmena bramborami,

mrkvi, jablky, salatem a smési obilnin pro hlodavce.

Laboratorni mys$i jsou chovany v odd¢lané mistnosti v plastovych boxech se

standartnimi podminkami.

5.3. Experiment | — Visual Placing Reflex

V tomto pokusu byl kazdy testovany jedinec uchopen za ocas a z vySky zhruba 15 cm
pfiblizovan smérem ke kovové miiZzce v Casovém rozmezi 0,5 — 1 s. Zaznamenavana byla
pritomnost ¢i absence reakce (extenze piednich koncetin), vzhledem k pfiblizujicimu se
zrakovému podnétu. Zohlediiovana byla vzdalenost ¢enichu jedince od mfizky v moment¢,
kdy dochazi k reakci (viz kapitola 3). Testovany byly tii druhy rypost - Fukomys mechowii
(n=30), F. darlingi (n=30) a Heliophobius argenteocinereus (n=29), dale kururo (Spalacopus
cyanus, n=23) a laboratorni my$ (Mus musculus, n=26). Kazdy jedinec byl testovan pouze

jednou.
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5.4. Experiment Il — Visual Cliff

Aparatura Visual Cliff byla upravena podle ptivodniho modelu (viz kapitola 3). Pro
experiment bylo pouzito terarium (65x43x40 cm), které bylo umisténo na sttil se sklenénou
deskou (vyska 50 cm). Pro vytvofeni zrakovych podnéti byl pouzit papir se vzorem
Sachovnice (velikost kostky Sachovnice 3 x 3 cm). Barevné provedeni vzoru bylo zvoleno
modro — bilé, které je v rozsahu absorp¢ni citlivosti ¢ipk dichromatickych hlodavei. Dvé
opticky odlisna prostiedi byla vytvofena umisténim Sachovnicového vzoru piimo pod dno
teraria pro mélkou stranu na jedné poloving, na druhé byla vytvofena hlubokd cast
umisténim vzoru na podlahu a dotvofenim stran v prostoru pod terariem. Doprostied byl
umistén stiedovy, dostate¢né vyvysSeny, pruh (cliff), aby se v maximalni mozné mife
zabranilo taktilni orientaci pomoci vibrist (pro mys a kururo rozméry cliffu: 43x5x5 cm; pro
rypose: 43x15x8 cm). Aparatura byla osvétlena zéativkou (ve vySce 150 cm) tak, aby doslo

k minimalizaci svételnych odlesku a ziskani homogenné osvétleného prostiedi.

Testovani jedinci byli umisténi na stfedovou cast a na 30 sekund zklidnéni pod
neprihlednym krytem. Priibeh pokusu byl nahravan na videokameru do doby, kdy se jedinec
rozhodl pro jednu ze stran nebo po dobu maximalné 10 minut (myS$) a 5 minut (rypos,
kururo) v piipadé, Ze nepreferoval Zadné z nabizenych optickych prostfedi. Videozaznamy
byly nasledné analyzovany prostiednictvim programu Chateau4. Po kazdém pokusu byla
aparatura tadné¢ vycisténa etanolem, aby se zabrdnilo mozné olfaktorické orientaci
V nasledném pokusu a potenciondlnimu pifenosu chorob z laboratorni mysi na podzemni a
fosoridlni hlodavce. Celkem bylo testovano 23 jedinci kazdého druhu, stejnych jako

v experimentu I. Kazdy jedinec byl opét testovan pouze jednou.

5.5. Statistické zpracovani

Statistické zpracovani bylo provedeno v programu STATISTICA 10. V pokusu
Visual cliff byly pouzity neparametrické testy (Chi-square) pro zjisténi schopnosti vnimani
hloubky u jednotlivych druht a jednocestnd analyza variance (one-way ANOVA) pro
zjisténi rozdila v latenci rozhodovani. Protoze hodnoty ¢asu nemély normalni rozdéleni, byla

provedena jejich logaritmicka transformace log (x+1).

16



6. Vysledky

Experiment | - Visual placing reflex (VPR)

Pii testovani laboratornich mys$i a kururi byla pfitomna reakce u kazdého
testovaného jedince (graf 1). Reakce kururti byla odlisnd od reakce laboratorni mysi (viz
diskuze), ale byla taktéZ vyhodnocena jako projev VPR. Zadny jedinec rypoSovitych

neprojevoval chovani, které by odpovidalo reakcim VPR.
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Graf 1: Prezence/absence reakce VPR. HA - Heliophobius argenteocinereus, FM - Fukomys
mechowii, FD - Fukomys darlingi, SC - Spalacopus cyanus a MM - Mus musculus. Cernd — VPR nepfitomen,

zluta — pfitomnost VPR.

17



Experiment 11 — Visual cliff (VC)

Zadny zdruh@i rypoSovitych neprojevil signifikantni stranovou preferenci v
experimentu VC (Fukomys darlingi: ¥2>=0.04, P=0.83; F.mechowii: y>=0, P=1; Heliophobius
argenteocinereus: y>=2.13, P=0.14), zatimco mysi i kururové signifikantné preferovali
mélkou cast aparatury (Spalcopus cyanus: ¥>=5.55, P=0.018; Mus musculus: y>=12.25,
P<0.001; graf 2).

Cas potiebny k rozhodnuti (latence vstupu) pro jedno z opticky odlisnych prostedi se
podle Tukey HSD testu (MS=0.22999; df=97.0, tab. 1) liSil mezi laboratorni mysi a
podzemnimi hlodavci (F 4. 97=19.879, P=0; graf 3).
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Graf 2: Visual cliff. SC - Spalacopus cyanus, FD - Fukomys darlingi, FM - Fukomys mechowii, HA -
Heliophobius argenteocinereus a MM - Mus musculus. Cerna — jedinci (%), ktefi se rozhodli pro mélkou &ast,
zluta — jedinci (%), kteti se rozhodli pro hlubokou ¢ast, bila — jedinci (%), ktefi se nerozhodli pro Zadnou volbu

V stanoveném case.
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Tab. 1: Latence vstupu — Tukey HSD test. SC - Spalacopus cyanus, FD - Fukomys darlingi, FM -
Fukomys mechowii, HA - Heliophobius argenteocinereus a MM - Mus musculus. My§ se prokazatelné 1i§i od

ostatnich a dale se FM a FD lisi od sebe navzajem.

Tukey HSD test; variable log (Tabulkal)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS =,22999, df = 97,000

druh {1} {2} {3} {4} {5}
Cell No. ,96992 | ,71941 | 1,3795 | ,99136 | 2,0066
1 SC 0,463565 0,063312 0,999918| 0,000117
2 FD (0,463565 0,000221 0,312359 0,000117
3 FM ](0,063312 0,000221 0,059221| 0,001362
4 HA |0,999918 0,312359 0,059221 0,000117
5 MM [0,000117 0,000117 0,001362 0,000117
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Graf 3: Latence vstupu. SC - Spalacopus cyanus, FD - Fukomys darlingi, FM - Fukomys mechowii, HA

- Heliophobius argenteocinereus a MM - Mus musculus. Ctverce zobrazuji median, obdélniky 25% - 75%

datového rozloZeni, T max. a min. hodnoty, ° - odlehlé hodnoty, * - extrémni hodnoty.

19



7. Diskuze

V experimentu VPR byla prokazana pifitomnost reakce na pfiblizujici se podnét u
mysi i u kururd. Mys projevovala standardni model chovani (Irwin et al. 1968, viz kapitola
3). U kurura byl pozorovan odlisny typ chovani, ktery spocival ve viditelném roztahovani
prsti prednich koncetin pii pfiblizovani k podkladu. Tento typ reakce byl vyhodnocen jako
pozitivni reflex, ktery ovSem zcela chybél u ryposovitych. VSechny testované druhy rypost
se chovaly obdobn¢ a nevykazovaly zadné pohyby, které by mohly byt spojovany s pozitivni
reakei v tomto typu zrakového pokusu. Diivodem absence standardnich projevii VPR jsou
zjevné nedostatecné schopnosti zrakového systému, alternativné pak i mozna regresni funkce
mozecku, bazalnich ganglii ¢i neokortexu, nebot’ celkovy mechanismus VPR zahrnuje
(popsano u mysi) cerebello-kortiko-retikularni a kortiko-striato-pallido-retikularni drahy
(ptehled viz Lalonde a Strazielle 2011). U mutanti mysi s poruchou kortexu mozecku
dochdzi pii extenzi pfednich koncetin k jejich fixaci a naslednému zkrouceni téla (obr. 4b,
kapitola 3) nebo dochazi k ustrnuti t€la v tzv. bat-like poloze (obr. 4c, kapitola 3). Obdobné
zkrouceni téla bylo pozorovano i u n¢kolika jedincii rypoSovitych v této praci, avsak tyto
projevy jsou v kontextu s vySe uvedenymi neuroanatmickymi limitacemi mozkovych drah

pouze spekulativni, nebot’ nebyly u rypost popsany.

Pti druhém pokusu byla testovana schopnost percepce hloubky pomoci zrakového
systému. Taktilni smysl, primarné vyuzivany pro orientaci u testovanych hlodavci, byl
eliminovan dostatecnym vyvySenim stfedového panelu v experimentalni aparature (viz
kapitola 3). Ovéfili jsme, Ze barevné provedeni nema vliv na vysledky pokusu, dilezitym
faktorem je samotny kontrast mezi jednotlivymi ¢tverci Sachovnicového vzoru (viz ptilohy,
slepy pokus s Cerveno — bilym vzorem Sachovnice). Laboratorni mysi testované v tomto
pokusu se ocekavane chovaly obdobné jako v jinych studiich (pfehled viz Gibson a Walk
1960, Walk a Gibson 1961, Fox 1965), tedy signifikantné preferovaly mélkou ¢ast aparatury
a vyhybaly se hluboké ¢asti. Stejnych vysledki dosédhl i fosorialni hlodavec kururo, ktery
reprezentuje prechodnou formu mezi podzemnim a nadzemnim zptisobem zivota hlodavci.
Naopak u ryposovitych nedochdzelo k signifikantni preferenci zadné Césti aparatury a
testovani jedinci si vybirali ndhodné mezi mélkou a hlubokou stranou v poméru téméft 1:1.
Naznak preference mélké casti byl pfitomen jen u solitérniho rypoSe stiibfitého
(Heliophobius argenteocinereus), ale byl statisticky nevyznamny. Pozoruhodnym prvkem

chovani rypo$i v tomto experimetu je téméf absolutni (vyjma jedince socialniho rypose
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obiiho) rozhodovani pro jednu ¢i druhou stranu. Naopak u mysi 1 kurura bylo vzdy nékolik
jedincti (mys n=7, kururo n=5) ktefi se nedokazali rozhodnout ve stanoveném case a zustali
na sttedovém panelu. Nerozhodnost né€kolika jedincti byla vzdy pozorovana i v piedchozich
studiich u druht, které prokazatelné preferovaly mélkou stranu (piehled viz Rosenblum a

Cross 1963, Eichengreen et al. 1966, Schiffmanem et al. 1970).

Dals§i pozorovanou zajimavosti v chovani testovanych jedinct byl celkovy cas
potiebny pro rozhodnuti (latence vstupu, viz vysledy). Zde se signifikantné nejdéle
rozhodovala mys, kterd se statisticky liSila od ryposu, ale také piekvapivé od fosoridlniho
kurura, ktery se z hlediska zrakovych schopnosti choval stejné jako mys, ale z hlediska
rozhodovani je podobny podzemnim ryposim. Mezi ryposi se dale prokazatelné 1iSil rypos
obii (Fukomys mechowii) od Fukomys darlingi, jehoz vybér stran trval nejdéle mezi

podzemnimi hlodavci.

Experimet Visual cliff byl pivodné vytvofen k testovani percepce hloubky, jakozto
specifického piipadu vzdélenosti, u lidskych a zvifecich mlad’at (Gibson & Walk 1960,
Walk & Gibson 1961). Mnoha experimenty byla tedy percepce hloubky demonstrovana u
potkanil, kufat, jehnat, kotat, kizlat, telat ¢i Zelv (Gibson & Walk 1960, Walk & Gibson
1961, Schiffman et al. 1970, Arnold et al. 2007). Naptiklad mlad’ata kutat dokazi rozpoznat
hloubku jiz do 24 hodin po narozeni, coz je samoziejme uzce spojeno s jejich bezprostiedni
aktivitou jiz n€kolik hodin po vylihnuti, na rozdil od jinych nidikolnich mlad’at (Gibson a
Walk 1960). Percepce hloubky je tedy u zvifat i ¢lovéka zjevné vrozend a nevyzaduje

piedchozi zkuSenost.

Hlavnim vrozenym mechanismem zrakového vnimani hloubky se zda byt tzv. motion
parallax, kdy zvirata pohybuji hlavou tak, aby ziskala rtizné prostorové nahledy v aktualnim
vizualnim poli. Napiiklad holubi, ktefi nemaji o¢i uzpusobené k binokuldrnimu vidéni,
pohybuji hlavou nahoru a dolli, aby rozpoznali hloubku (Steinman et al. 2000). Tento typ
chovani (stfidavé otaceni hlavy ¢i celého téla smérem k jedné ze stran) byl pozorovan i v
naSich experimentech s hlodavci, kteti maji taktéZ monokularni vidéni. Dalsi faktor, ktery
ma vliv na percepci hloubky, je rozdilnd hustota Sachovnicového vzoru (velikost
jednotlivych kostek). Tento mechanismus vSak neni vrozeny, lze se ho ale naucit postupnym
tréninkem (Gibson a Walk 1960). Dle i naSich vysledkd je tak ziejmé, ze krucidlnim
faktorem pro percepci hloubky je dostate¢né funkéni zrakovy systém pro vyhodnoceni
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tohoto zakladniho zrakového tkolu, respektive mira regrese zrakového smyslu v zavislosti

na stupni kKolonizace podzemniho prostiedi.

Na zaklad¢ vysledkl pokust této prace lze tedy konstatovat, Ze testovani zastupci
Celedi Bathyergidae nedokazi zrakové rozli§it hloubku a tato schopnost byla u nich
redukovana. Tyto dva zékladni zrakové experimenty dale naznacuji zjevné limitace ve
funk€nosti zrakového sytému té€chto striktné podzemnich hlodaveli a podporuji
neuroanatomické studie (viz kapitola 2), které moznou efektivni vyuzitelnost tohoto smyslu
nad zemi spiSe vylucuji. Lze se tedy domnivat, ze nasledné komplikovanéjsi ulohy zapojujici
zrak v prostorové orientaci by nepfinesly pozitivni vysledky. V soucasné dobé se vhodnym
experimentem, na ktery by se v kontextu téchto vysledi dalo navazat, zda byt zékladni
stanoveni rozliSovaci schopnosti (Visual acuity, viz kapitola 3), které nebylo vzhledem ke
zvySené technické narocnosti cilem této prace. RozliSovaci schopnost oka je anatomicky
podminéna dostate¢nou hustotou retindlnich gangliovych bun¢k (RGB), jejichZz axony tvofi
vlakna optického nervu, vyznamného pro pirenos zrakové informace z oka do mozku (viz
kapitola 2). Na zdklad¢ ptredeslych neuroanatomickych studii byly popsany hustoty RGB v
sitnici rypost a z jejich nejvyssich hladin v korelaci s velikosti oka nésledné stanoveny
odhady pro horni limity rozliSovaci schopnosti, kter¢ jsou 0,3-0,5 stupni/cyklus (viz piehled
Némec et al. 2007). Tyto odhady jsou, ale pouze teoretické a nadhodnocené, protoze ne
vSechny RGB piispivaji do zrakové schopnosti a tak pouze behaviordlnim testovanim lze

zjistit skute¢nou rozlisovaci schopnost oka.
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8. Zavér

V ramci této prace byly provedeny behavioralni zrakové pokusy, které piispély k
roz§ifeni znalosti o rozsahu rezidualniho zraku u podzemnich hlodavcu ¢eledi Bathyergidae.
Vysledky indikuji, ze zrakovy systém rypoSovitych je limitovany a pravdépodobné je jeho
funk¢énost omezena pouze na zakladni fyziologické ¢innosti (percepce svétla), coz odpovida

dosavadnim neuroanatomickym zjisténim u této skupiny striktn¢ podzemnich savct.
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10. Pilohy

Pokus Visual cliff byl také proveden v ptivodnim cerveno — bilém Sachovnicovém
vzoru u kurura, mysi a jednoho zastupce ryposu, Fukomys darlingi. I ptetoze dichromaticti
hlodavci nevnimaji Cervenou barvu, vysledky byly shodné s vysledky se vzorem modro-
bilym, tedy signifikantni preference mélké casti byla pfitomna opét u mysi a kurura, ale u
rypoSe nikoliv (Spalcopus cyanus: y>= 10.89, P<0.001; Mus musculus: y>= 15.21, P<0.001,
Fukomys darlingi: y>=0, P=1, graf 4). Vysledky indikuji, Ze pro orientaci v tomto typu

experimentu ma zasadni roli kontrast Sachovnicového vzoru, spiSe nez samotnd barva vzoru.
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Graf 4: Visual cliff. MM - Mus musculus, SC - Spalacopus cyanus a FD - Fukomys darlingi.
Cerné — jedinci (%), ktefi se rozhodli pro mélkou &ast, Zluta — jedinci (%), ktefi se rozhodli pro hlubokou ¢&ast,

bila — jedinci (%), ktefi se nerozhodli pro zZadnou volbu v stanoveném case.
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Fotodokumentace experimentu VC:

Obr. 8: Visual cliff — rozhodovani pro mélkou/hlubokou stranu. A - Heliophobius

argenteocinereus, B - Mus musculus, C - Fukomys mechowii, D - Spalacopus cyanus.
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