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1 UVOD

1. NAMEN DELA

Z magistrskim delom smo Zeleli opredeliti barvni vid koruzne ve$c¢e. Opravili smo
elektrofizioloSko karakterizacijo fotoreceptorjev v mreznici sestavljenih oci in ocelov. S
histoloskimi raziskavami smo raziskali strukturne lastnosti mreznice kot potencialnega
substrata za barvni vid. Na podlagi dobljenih rezultatov smo za podjetje Efos informacijske
resitve, d.o.o (blagovna znamka Trapview), izdelali nacrt za svetlobno past.

Koruzna ve$€a je nocni metulj, katerega antene so sorazmerno gladke in torej niso
specializirane za zaznavo nizkih koncentracij feromonov. Populacijo je mozno spremljati z
lovom s svetlobnimi pastmi. Dosedanje izkuSnje kaZejo, da so za njihovo lovljenje
ucinkovite svetlobne pasti z zivosrebrno svetilko (HBO), ne pa tudi pasti z belo LED
sijalko. Zato predpostavljamo, da je za vid koruzne vesce klju¢na UV komponenta
svetlobe, ki je mocno zastopana v emisiji HBO, vendar pa popolnoma odsotna v spektru
vecine razpolozljivih belih LED sijalk.

Ker gre za nofnega metulja, ima verjetno minimiziran barvni vid. Najverjetneje je vsaj
dikromat, z naborom receptorjev za UV in vidno svetlobo.



Sporar K. Barvni vid koruzne ve§ée (Ostrinia nubilalis).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

2  PREGLED OBJAV

2.1 OPIS ZIVALI

Koruzna vesca Ostrinia nubilalis (Hiibner, 1796) (Lepidoptera: Crambidae) najverjetneje
izvira iz Evrope, kjer je razSirjena, pojavlja pa se tudi v Ameriki, Aziji, severni Afriki ter
na Bliznjem vzhodu. V Sloveniji je prisotna ze dolgo ¢asa, v zadnjem obdobju pa povzroca
pomembno gospodarsko Skodo, predvsem na koruzi (Zea mays) in hmelju (Humulus
lupulus). Gre za polifagno vrsto, saj jo lahko vse pogosteje sreCamo tudi na okrasnih
rastlinah ter pri pridelavi zelenjave (Rak Cizej in sod., 2010).

Samci koruzne vesce so veliki do 25 mm, samice pa so ve¢je in merijo 25-35 mm ter so
svetlejSih barv. Prednja krila so svetlorumene do svetlorjave pepelaste barve s prec¢no
vijugasto Crto ter z dvema linijjama ob zunanjem robu krila. Srednje polje krila je lahko
temnejSe in barva lahko zelo variira. Zadnja krila so pri obeh spolih enaka in so sivkasta z
rumeno ¢rto po sredini. Zadek samca je podolgovat, 0zji, daljsi ter bolj konicast kot zadek
samice.

Slika 1: Koruzna ves€a Ostrinia nubilalis. Levo je prikazana samica, desno pa samec. Vir slike:
http://britishlepidoptera.weebly.com/028-ostrinia-nubilalis-european-corn-borer.html

2.1.1 Zivljenjski krog

Po parjenju, ki poteka v veCernem casu, samica odlozi jajéeca na gostiteljski rastlini.
JajCeca odlagajo na spodnjo stran lista v skupine po 15 do 20 jajcec v obliko nepravilnega
grozda. Jajceca so ovalna, splosCena in kremasto bele barve, navadno z mavri¢nim
videzom, nekaj dni pred izleganjem pa se obarvajo temneje. Skupki jajcec se prekrivajo
kot skodle na strehi ali ribje luske in zalega je prekrita s svetle€o vosceno snovjo, ki sluzi
kot zaS¢ita. Ena samica lahko odlozi 100-600 jajcec, odvisno od temperature in vlage, saj
gre za vlagoljubno in toploljubno vrsto. Po 3-12 dneh se izlezejo mlade gosenice, ki sprva
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zajedajo povrhnjico na mlajsih listih, kasneje pa se zavrtajo v stebla ali plodove. Sveze
izvaljene gosenice so velike okoli 1,5 mm ter so belkasto roznate barve. V svojem razvoju
se 5-6 krat levijo in s tem dosezejo velikost do 30 mm in debelino do 5 mm ter postanejo
umazano sive do nekoliko rjavkaste barve. Glava je rjave do ¢rne barve in na vsakem
segmentu so po 4 temnejSe okrogle pege, iz katerih izras¢ajo dlake. Kjer sta prisotni dve
generaciji, se prva generacija gosenic zabubi konec julija, druga pa prezimi. V obmocjih z
eno generacijo, pa prezimijo vse gosenice. Stadij bube traja okoli 2 tedna, odvisno od
temperatur. Bube so temnorjave barve in bube samcev merijo 13-14 mm v dolzino ter 2 do
2,5 mm v S$irino, bube samic pa 16-17 mm v dolzino ter 3,5 do 4 mm v Sirino. Na koncu
abdomna imajo 5 do 8 S¢etin, ki sluZzijo pritrditvi bube na svoj kokon. Po izleganju iz bube,
metulji zivijo 3 do 10 dni.

Odrasla gosenica ponavadi prezimi v izvrtini na spodnjem delu stebla, na Primorskem ter
Krskem polju, kjer sta prisotni dve popolni generaciji, pa prezimi v samem storzu in v
storzevem vretenu ter se zabubi od konca aprila do konca maja. Prvi metulji izletijo sredi
maja in sicer v Vipavski dolini, sledi izleganje na KrSskem polju, Prekmurju ter na
Stajerskem, kjer se izlegajo na koncu maja. V hladnejiih obmogjih pa se metulji za¢nejo
izlegati junija.

Na ve¢jem obmocju Slovenije ima koruzna ves¢a le eno generacijo z maksimumom od
sredine do konca julija, v Vipavski dolini ter na KrSkem polju pa ima dve generaciji in tam
je maksimum prve generacije sredi junija, druge pa v zacetku avgusta. V toplejSih
obmogdjih jih lahko spremljamo tudi Se septembra.

2.1.2  Gostiteljske rastline

Koruzna vesca zajeda Stevilne zelnate rastline z dovolj debelimi stebli, da v njih vstopi
gosenica. Do sedaj so jo zabelezili na ve¢ kot 250 vrstah (na enokali¢nicah in na
dvokali¢nicah). Ponavadi zajedajo zelenjavo, Ce je prisotna preden je na voljo koruza, ali
pa kasneje v sezoni, ko nastopi senescenca koruz in le-te tako postanejo neprivlacne za
ovipozicijo. Od gojenih rastlin pri nas poleg koruze in hmelja zajeda Se papriko, peso,
fizol, krompir, paradiznik, zeleno, proso, sojo ter ajdo, med divje rastoCimi rastlinami pa
pogosto napada divji pelin (Gomboc, 1999). RazSirjena je po vsej Sloveniji do
montanskega pasu, do koder $e uspesno pridelujejo koruzo (Gomboc 1999).

2.1.3 Koruzna vesca kot Skodljivec

Zadnjih nekaj let Stevilo izbruhov narasca, kar je najverjetneje posledica relativno visokih
temperatur ter neizvajanja fitosanitarnih-higienskih ukrepov (Dolinar in sod., 2002; Rak
Cizej in sod., 2009; Rak Cizej in sod., 2008). Odlok o zatiranju koruzne vesce na podroc¢ju
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SR Slovenije (Ur. 1. SRS, st. 20/1978) je prenchal veljati s spremembo Zakona o
zdravstvenem varstvu rastlin v letu 1995 (Rak Cizej in sod., 2010).

V Zalcu, na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije, Ze preko 30 let spremljajo
populacijo koruznih vesS¢ s svetlobno vabo, ki se je izkazala za bolj zanesljivo metodo
spremljanja metuljev koruzne vesce od vab na osnovi feromonov (Gomboc in sod., 1999;
Pelozuelo in Frerot, 2007).

2.1.4 Poskodbe rastlin

Pri nas $kodo hmelja povzroc¢a predvsem druga generacija gosenic koruznih ves¢, toda
zadnjih nekaj let Skodo povzrocajo tudi gosenice prve generacije, ki na hmelju povzrocijo
nepopravljive posledice. Gosenice prve generacije povzrocijo izvrtine v steblu rastline in s
tem onemogocijo pretok vode in hranil. Posledica je zavrta rast in razvoj hmelja. Gosenice
druge generacije povzro¢ijo poskodbe na glavnih poganjkih, poleg pa Se na stranskih
poganjkih ter na storzkih hmelja. Hmelj, napaden s koruzno ve$¢o, zaostane v rasti,
postane smrekaste oblike, ima slabSe oblikovane stranske poganjke in nekateri deli rastlin
se lahko posusijo (Rak Cizej in ost., 2012).

Raziskava, ki jo je leta 2009 in 2010 izvedel InStitut za hmeljarstvo in pivovarstvo
Slovenije, je pokazala, da je indeks napadenosti koruze v irsi okolici Zalca od 20 do 85 %.
Na posamezni rastlini so nasli tudi do osem gosenic. Skodo na koruzi povzro¢a predvsem
druga generacija, kjer se gosenice zavrtajo v koruzno steblo ter v koruzne storze. Posledica
so manj odporne rastline ter manjsi in manj kakovosten pridelek. Prihaja do lomljenja
napadenih stebel koruze, poleg tega pa se na napadene rastline koruze naselijo fuzarioze, ki
izlo¢ajo sekundarne metabolite gliv fuzarioz, mikotoksine (Munkvold in sod., 1997).
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Slika 2: Gosenica koruzne veste % steblu koruze. Vir slike:
http://www.insectimages.org/browse/subthumb.cfm?sub=2340

2.1.5 Azijski koruzni ve$¢i Ostrinia furnacalis in Ostrinia scapulalis

O. furnacalis (Gunée, 1854) je vesca iz istega rodu kot evropska koruzna vesca in je znana
pod imenom azijska koruzna vesca. Prisotna je vse od Kitajske do Avstralije in je
Skodljivec ve¢ kmetijskih pridelkov, predvsem koruze. Gre za najhujSega Skodljivca
koruze na Japonskem in Kitajskem oziroma v celotni zahodni pacifiski regiji Azije.
Najdemo jo tudi na Javi, Filipinih, Borneu, Novi Gvineji, Salomonovih otokih in v
Mikroneziji. Azijska koruzna ves¢a na Filipinih povzroca od 20 do 80 % izgube pridelka
koruze ter na Tajvanu kar do 95 % (Nafus in sod., 1991).

O. furnacalis lahko najdemo skupaj z ostalimi vrstami rodu Ostrinia, npr. z O. orientalis,
O. zealis, O. zaguliaevi in z O. scapulalis. Zaradi izredne morfoloSke podobnosti je
posamezne vrste med seboj tezko lociti (Kageyama in sod, 1998). O. nubilalis naj bi se
razvila iz O. scapulalis (Walker, 1859), ki je tudi njena najozja sorodnica, toda le-ta se ne
hrani na koruzi temve¢ je njena gostiteljska rastlina navadni pelin (Artemisia vulgaris L).
Morfolosko se ti dve vrsti med seboj ne razlikujeta in sta si genetsko podobni ter imata
lahko plodne potomce (Thomas in sod. 2003; Malausa in sod. 2005; Calcagno in sod.
2007). Obe vrsti se lahko razvijeta na koruzi ali na pelinu in do leta 2007 sta spadali pod
isto vrsto (Calcagno in sod., 2010). O. nubilalis, O. furnacalis in O. scapulalis so si med
seboj morfolosko izredno podobne in se razlikujejo predvsem glede na sestavo feromonov
ki jih izlo¢ajo samice, da privabijo samce iste vrste (Takanashi in sod., 2010).
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2.2 ZGRADBA OCESA

2.2.1 Zgodovina

Evolucija je v ve¢ kot treh in pol milijardah let oblikovala veliko raznolikost Zivljenja na
Zemlji, toda fosilne najdbe kazejo, da vid izvira iz obdobja zgodnjega kambrija, okoli 530
milijonov let nazaj. Na meji med predkambrijem in kambrijem je prislo do kambrijske
eksplozije. V manj kot petih milijonih let se je razvila bogata favna makroskopskih zivali
in veliko jih je imelo velike o¢i (Land in Nilsson, 2002).

V zgodnjem kambriju je zivelo na Zemlji veliko trilobitov in drugih ¢lenonozcev, ki so
najverjetneje ze imeli sestavljene o€i. Pri fosilih trilobitov lahko opazimo fasete
sestavljenega ocesa, medtem ko lahko pri ostalih kambrijskih fosilih vidimo le temne
odtise z neohranjeno podrobno strukturo. Zaradi velikega Stevila vrst z oémi ter velikosti
njihovih o¢i lahko sklepamo, da ni bil vid ni¢ manj pomemben, kot je danes (Land in
Nilsson, 2002).

Strunarji so se pojavili Ze v casu kambrijske eksplozije, toda le-ti niso imeli pravih o¢i.
Strunarji s pravimi o€mi so se pojavili okoli 30 milijonov let pozneje. Zgodnji ordovicijski
konodont je imel o¢i, ki so mu omogocile boljsi vid, kot so ga imele ostale zivali tistega
Casa. Clydagnathus je imel nenavadno velike kamricaste oc€i, najverjetneje podobne
danas$njim vretencarskim oem. Vecina tipov o€, ki jih poznamo danes, izvira iz kambrija,
razvoj izpopolnjenih oci pa sovpada z naraS¢anjem velikosti zivali, hitrosti premikanja in z
razvojem oklepa, torej z razvojem predacije.

Poznamo okoli 30 razli¢nih Zivalskih debel, a le tretjina vsebuje vrste s pravimi o€mi,
druga tretjina nima pravih o€i, temve¢ ima majhne na svetlobo obcutljive organe, zadnja
tretjina pa ne zaznava svetlobe (Land in Nillson, 2002).

Poznamo dva tipa oc¢i, kamricasto oko, ki ga najdemo pri vretencarjih, pajkovcih in in
mehkuZcih, ter sestavljeno oko, ki ga najdemo kot poglavitni organ vida pri ¢lenonoZcih.
Veliko Zzuzelk ima sestavljene o€i, ki sluzijo kot organ za tvorbo slik, ter ocele, ki so
majhna ocesca z zelo omejeno sposobnostjo tvorbe slike (Katz in Minke, 2009).

2.2.2 Sestavljeno oko

Sestavljene ocCi so sestavljene iz ponavljajocih se dobro organiziranih enot, t.i. ofesc o0z.
omatidijev. Ti so prisotni pri ve€ini odraslih krilatih zuzelk in li¢ink hemimetabolnih
zuzelk, vendar so mo¢no reducirani ali manjkajo pri nekrilatih parazitskih skupinah kot so
Phthiraptera in Siphonaptera. Stevilo omatidijev pri ZuZelkah variira od le nekaj pri
primitivnih Archaeoghatha in Thysanura do vec sto ali ve¢ tiso¢ pri dvokrilcih (Katz in
Minke, 2009). Sestavljeno oko kacjih pastirjev je sestavljeno iz okoli 30 000, oko
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Drosophile pa iz okoli 800 omatidijev. Mravlja Ponera punctatissima pa ima le en omatidij
na vsaki strani glave (Land in Chittka, 2013).

Vsak omatidij je sestavljen iz dioptri¢nega aparata, ki zbira svetlobo, ter iz svetlocutnega
dela, ki pretvarja svetlobo v spremembo napetosti na membrani. Dioptri¢ni aparat sestoji iz
prosojne hitinske kutikule, ki tvori kornealno leco, ter iz kristalnega stozca. Kornealna leca
je sestavljena iz vec¢ slojev in pri nekaterih taksonomskih skupinah je zunanji sloj pokrit s
kornealnimi izrastki, t. i. tuberkuli (Bernhard in Miller, 1962; Bernhard in sod., 1970;
Gemne, 1971). Kornealne lee ponavadi leZijo tesno skupaj in imajo obliko Sesterokotnih
faset. Vsako kornealno leco tvorita dve epidermalni celici, kornejski celici, ki se pozneje
umakneta ob rob omatidija in tvorita primarni pigmentni celici. Pod korneo se nahajajo
stiri celice, t.i. Semperjeve celice, ki pri vecini zuzelk tvorijo sekundarno leco, kristalni
stozec. To je trdna, prozorna, znotrajcelicna struktura, ki jo obdajajo primarne in
sekundarne pigmentne celice (Land in Chittka, 2013). Oba tipa pigmentnih celic vsebujeta
omokromne granule zas€itnih pigmentov, ki se uporabljajo za adaptacijo na razli¢ne jakosti
svetlobe (Autrum, 1981). Fotoreceptorske celice so visoko polarizirane epitelne celice s
specializiranimi obmocji: somo z jedrom, endoplazemskim retikulumom, mitohondriji in
ostalimi organeli, aksoni ter svetlocutno rabdomero, ki sestoji iz nekaj 10.000 mikrovilov,
kjer poteka fototransdukcija (Katz in Minke, 2009). Rabdomere so sestavljene iz velikega
Stevila mikrovilov, ki v svojih membranah vsebujejo vidne pigmente. Rabdomere v enem
omatidiju skupaj tvorijo rabdom (Land in Chittka, 2013).

kornea
kristalni stoZec
primarna pigmentna celica
sekundarna pigmentna celica .
fotoreceptorska celica
rabdom

aksoni ’—"\ ’

Slika 3: Skica preénega prereza apozicijskega ogesa s tremi omatidiji. Avtor slike: Katja Sporar.

2.2.3 Odprti in zaprti rabdom

Poznamo dva tipa rabdomov: zaprti rabdom, v katerem so vse rabdomere zlite v centru
omatidija, ter odprti rabdom, v katerem so rabdomere enega omatidija med seboj locene.
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Vsak omatidij je povezan z aksoni v opti¢nih ganglijih (Katz in Minke, 2009). Pri odprtem
tipu so ponavljajoci se elementi urejeni v specifiénem geometrijskem vzorcu in prostoru ter
zagotavljajo vizualno povezanost med sosednjimi omatidiji. Zato so koti med
individualnimi rabdomerami v enem omatidiju identi¢ni kotom med sosednjimi omatidiji.
Kot rezultat, vsaka od sedmih rabdomer v enem omatidiju prikazuje isto vidno polje kot
rabdomera v sosednjem omatidiju. Poleg tega, aksoni celic R1-6 izhajajo iz retine in so
relativno kratki ter se koncajo v prvem opticnem gangliju, imenovanem lamina, tik pod
bazalno membrano, ki mreZznico obdaja s proksimalne strani (Hardie, 2001). Aksoni
centralnih rabdomer (R7 in R8) pa potekajo skozi lamino in tvorijo sinapse z nevroni
drugega opticnega ganglija, imenovanega medula (Katz in Minke, 2009). Kot primer
odprte rabdomske strukture vzemimo Drosophilo, pri kateri je sedem rabdomer vsakega
omatidija med seboj lo¢enih in tako vsaka rabdomera deluje kot samostojni opti¢ni vodnik.
Vsaka receptorska celica znotraj enega omatidija ima svoje vidno polje, ki pa si ga deli s
posameznimi celicami sosednjih omatidijev (Land in Chittka, 2013). Cebele, hroiéi in
mnogi komarji pa imajo zaprti rabdom, kjer so rabdomere znotraj enega omatidija zlite
skupaj, in si torej delijo isto vidno polje.

Celice R1-6 predstavljajo najvecjo skupino fotoreceptorjev v mreznici in so vpletene v
nastanek slike ter zaznavanje gibanja (Belusic, 2011). Izrazajo en sam opsin, imenovan
Rh1, ki skupaj s kromoforo, 11-cis 3-hidroksi retinalom, tvori rodopsin, ki ima absorpcijski
vth v modrem delu spektra in se po absorpciji fotona izomerizira v metarodopsin z
absorpcijskim vrthom v rdecem delu spektra. Centralni celici R7 in R8 sta vpleteni v barvni
vid, saj vsebujeta opsine z vrhovi absorpcije v UV, modrem in zelenem obmocju, ter v
zaznavanje polarizirane svetlobe, saj tvorita opti¢ni vodnik s pravokotno prekrizanimi
mikrovili (Katz in Minke, 2009).

Pri nekaterih vrstah zuzelk traheole obdajajo omatidije in pri vrstah reda Lepidoptera,
tesno zloZene traheje tvorijo zrcalast sloj v ozadju ocesa. Ta sloj, ki odbija svetlobo nazaj v
oko, se imenuje tapetum. Traheole, ki tvorijo tapetum, so splos¢ene in povecane ter tvorijo
izmenjujoce se sloje hitina, tekocine in zraka z razliénimi lomnimi koli¢niki, zaradi ¢esar
na meji med mediji prihaja do odboja svetlobe. Traheole so ojaane z rebrastimi spiralami,
ki tvorijo nekakSen stolp, kjer je vsak sloj debel eno cetrtino valovne dolZzine vidne
svetlobe (npr. Cetrina 500 nm). Na tak$ni strukturi prihaja do interference, kar ima za
posledico visok, valovno specifi¢en odboj svetlobe (Land in Chittka, 2013).

2.2.4 Apozicijsko in superpozicijsko oko

Na zunaj se apozicijsko in superpozicijsko oko ne razlikujeta, saj sta oba tipa konveksni
strukturi s fasetami podobnih velikosti (Land in Nillson, 2002). Toda notranji strukturi se
mocno razlikujeta. Mreznica superpozicijkih o€i je enotna struktura in ni razdeljena na
samostojne enote kot pri apozicijskem ocesu ter lezi globoko v ofesu. Med mreznico in
opticnimi strukturami pod roZenico se nahaja t.i. bistri pas, ki je prosojen in prevaja
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svetlobo v vse smeri. Rabdomi so vecinoma S§irSi ter krajsi kot rabdomi apozicijskih o¢i.
Rabdomski del omatidija zadene svetloba, ki vstopa skozi veliko povr§ino skupin sosednjih
faset, kar pomnozi svetlobni tok v posameznem rabdomu in s tem tudi svetlobno
obcutljivost. Apozicijski tip pa ima slabSo svetlobno obcutljivost, saj v posamezen rabdom
vstopa svetloba skozi eno samo faseto; omatidiji so med seboj opti¢no loceni in svetloba
med njimi ne prehaja.

crystalline
cone

rhabdom

Slika 4: Shematski prikaz glavnih opti¢nih tipov sestavljenih o¢i ¢lenonozcev. A, apozicijsko oko, omatidiji
so opti¢no izolirani. B, superpozicijsko oko, kjer lahko vidimo zbiranje svetlobe iz vefih faset na
posameznem rabdomu. C-H, pot svetlobe skozi kristalni stozec, gledano od strani in od zgoraj (pikéasta ¢rta
predstavlja os omatidija). C, D, refleksijska superpozicija (dekapodni raki). E, F, refrakcijska superpozicija.
G, H, paraboli¢na superpozicija. Prekopirano od Edward Gaten, 1998.

2.2.5 Nastanek slike

Nastanek slike je odvisen od opti¢nih lastnosti kornealne lece in kristalnega stozca. Do
uklona svetlobe pride na prehodu med mediji z razliénimi lomnimi koli¢niki. Pri vecini
apozicijskih oci je kornealna leCa najpomembnejSa ali celo edina struktura za uklon
svetlobe (Land in Chittka, 2013). Pri apozicijskih oceh je vsak omatidij locen od sosednjih
omatidijev z zaSCitnimi pigmenti, zato vsak omatidij deluje neodvisno. Vsaka leca
proizvede majhno obrnjeno sliko objekta v svojem vidnem polju, ki se fokusira na vrhu
rabdoma. Rabdomi ucinkujejo kot svetlobni vodniki, skozi katere se podrobnosti slike
izgubijo, in vse fotoreceptorske celice v enem rabdomu si delijo isto vidno polje. Svetloba,
ki doseze rabdom v vsakem omatidiju ima skupno jakost, ki se razlikuje med omatidiji,
odvisno od odbite svetlobe od objektov v vidnem polju. Tako rabdomi skupno posredujejo
pokon¢no mozaicno sliko, ki nastane iz vseh omatidijev. (Land in Chittka, 2013).
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Pri muhah z nevralno superpozicijskimi ofmi svetloba vstopi skozi Sest sosednjih
omatidijev, zato signal na nivoju laminarnih nevronov, na katere konvergirajo
fotoreceptorji s skupnim vidnim poljem, efektivno nastane iz Sestkrat ve¢ fotonov kot jih
vstopa skozi posamezno faseto. Posledi¢no imajo muhe visjo obcutljivost na nizko jakost
svetlobe kot zuzelke z zaprtim rabdomom (Land in Chittka, 2013).

Superpozicijske o¢i na nivoju rabdomov tvorijo eno samo pokonc¢no sliko. To nastane
zaradi vecstopenjskega uklona svetlobe na vstopu v kornealno leco, in na prehodu skozi
kristalni stozec. Dioptricni aparati superpozicijskih o¢i vsebujejo gradiente lomnih
koli¢nikov od osi do roba lece in kristalnega stozca. Ta gradient povzroci, da se Zarki
progresivno vse bolj uklanjajo lateralno v smeri od opticne osi dioptrinega aparata.
Kristalni stozec vsebuje proksimalno in distalno srediS¢e gradienta lomnega koli¢nika in
ucinkuje kot teleskop z dvema le€ama, ki sprejema vzporedno potekajoCe svetlobne zarke,
jih fokusira ter nato oddaja kot preusmerjen vzporedni zarek. Konc¢ni rezultat je, da se
vzporedna svetloba, ki potuje preko veliko elementov, zdruzi v bistrem pasu in potuje v isti
rabdom (Land in Chittka, 2013).

RETINA

SUPERIMPOSED
IMAGE

INDEX OF REFRACTION
VARIES THROUGHOUT LENS

Slika 5: Refrakcijsko superpozicijsko oko. Gradienti lomnih koli¢nikov povzrocijo progresivni uklon
svetlobe na poti skozi dioptriéni aparat. Svetloba iz vecih omatidijev se fokusira na majhen del retine.
Prekopirano od: http://watchingtheworldwakeup.blogspot.com/2009/11/amazing-housefly-part-2-coolest-
eye.html.

2.2.6 Lodljivost

Locljivost je podana kot minimalni kot, ki ga objemata dve tocki, da ju opti¢ni sistem
zanesljivo lo¢i od ene same tocke. Locljivost dolo€a stopnjo natancnosti, s katero oko tvori
sliko zunanjega sveta. Pri sestavljenih oceh je lo€ljivost dolocena z interomatidijskim

kotom (A@) in z vpadnim kotom, iz katerega omatidij sprejme svetlobo (Ap), ¢e velja, da

A@=Ap. Pri dnevnih vrstah se kota ujemata. Interomatidijski kot je kot med opti¢nimi
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osmi sosednjih omatidijev. Pri apozicijskih oceh, kjer vsak rabdom deluje kot svoja enota,
je natancnost slike tem vecja, ¢im je interomatidijski kot manj$i. Interomatidijski kot
najpogosteje meri med 1° in 3°, vendar lahko znaSa nad 5° pri nekaterih hroscih ali pa
vsega 0.24° na dolocenih predelih ocesa kacjega pastirja (Land, 1997). Pri adaptaciji na
temo se vpadni kot lahko poveca, zato da rabdom sprejme vec svetlobe, posledi¢no pa se
lo¢ljivost zmanjsa.

Edini nacin, na katerega se lahko izboljSa locljivost sestavljenih oc€i je, da se zmanjsa
interomatidijski kot. Pri tem mora zaradi ohranjanja svetlobne obcutljivosti (nizkega F
Stevila) neizogibno priti do povecanja premera faset (D) in posledicno do povecanja
dimenzij ocesa. Zato se to lahko dogodi le na doloc¢enih predelih oCesa, saj bi drugace oko
postalo preveliko. Taksne predele imenujemo akutne cone, obmocja s povecano
lo¢ljivostjo. Akutne cone so razvite zlasti pri predatorskih vrstah, npr. pri kacjih pastirjih
ali roparskih muhah. Visoke lo€ljivosti pri sestavljenih oceh ni mo¢ dosec¢i na celotni
povrsini oCesa, saj bi lahko nastala le na racun prevelikih in prestevilnih faset. Ker se
velikost oCesa povecuje s kvadratom locljivosti, bi imelo sestavljeno oko z locljivosto 1
kotne minute premer 12 metrov (Land in Chittka, 2013).

2.2.7 Vid nevretencarjev pri Sibki svetlobi

Nevretencarji so osvojili nekatere najbolj temacne habitate na Zemlji, od pustih, vec¢no
temnih oceanskih globin, do zaras¢enih podrasti tropskih gozdov ponoc¢i. To jim uspeva z
najbolj obcutljivimi o€mi v Zivalskem kraljestvu. Velike kamricaste o¢i globokomorskega
velelignja Architeuthis premera slabega pol metra so najverjetneje najbolj obcutljive od
vseh. Obcutljivost, povezana z mehanizmi nevronske sumacije oz. konvergence na visjih
nivojih v opti¢nih lobulih, je omogocila, da v temotnih pogojih Zive¢i nevretencarji
zaznavajo svet enako uspesno kot njihovi dnevno aktivni sorodniki. Med letom lahko v
mraku prepoznavajo barve in premagujejo rahlo osvetljene ovire. Lahko se tudi orientirajo
na podlagi naucenih razpoznavnih znakov okolice, ozvezdja ali pa na podlagi vzorca
polarizirane svetlobe, ki jo tvorita luna ali Mlecna cesta. Nocni nevretencarji so torej
razvili o€i, s katerimi lahko pridobijo dovolj podatkov, da prezivijo v temacnem svetu in se
uspesno razmnozujejo (Warrant in Nilsson, 2006).

Veliko no¢nih in globokomorskih Zivali ima refrakcijsko superpozicijsko oko, s katerim
pridobijo visoko svetlobno obcutljivost.

Sonc¢na svetloba, ki je glavni izvor svetlobe na Zemlji, ¢ez dan osvetljuje neposredno,
ponoc¢i pa posredno, kot odsev od Lune in tako sta si spektra son¢ne svetlobe in mesecine
podobna. Toda intenziteta meseCine je priblizno milijjonkrat manjSa in razsvetljenost
Zemlje na no¢ brez mesecine je Se 100 krat Sibkejsa (Lythgoe, 1979).
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Najvecji izziv, s katerim se sreca zival v Sibki svetlobi, da Se lahko zadovoljivo loci
objekte med seboj, je sprejem zadostne koli¢ine fotonov (Laughlin, 1990). Vid v $ibki
svetlobi je namre¢ nezanesljiv zaradi t.i. “vidnega Suma”, ki slabSa kakovost vidnih
signalov. Cim manj fotonov absorbira fotoreceptor v danem &asu, tem ve&ji je $um v
primerjavi s signalom. In obratno, ¢im ve¢ fotonov absorbira v enakem c¢asu, tem vecji je
signal v primerjavi s Sumom in s tem so vi§je prostorska, Casovna in barvna loc¢ljivost vida.
Verodostojnost opti¢nega signala je torej lahko izboljSana z omi, ki so visoko obcutljive
na svetlobo.

Znacilnost o¢€i, prilagojenih na temo, so velike zenice in veliki fotoreceptorji. Veliko
nevretencarjev s kamricastimi o¢mi ima zelo velike o€i in zenice. Posteriorno mediane oci
no¢nega pajka Deinopis subrufus imajo lece, katere premer je lahko 1,4 mm in veljajo za
najvecje lece kopenskih ¢lenonozcev (Blest in Land, 1977). Globokomorski velelignji
imajo brez dvoma najvecje in najbolj obcutljive o€i v Zivalskem kraljestvu. Premer ocesa
velelignja Architeuthis dux, ujetega konec devetnajstega stoletja na Irskem, naj bi meril 37
cm (Land, 1981). V tako velikem ocesu je lahko zenica SirSa od 10 cm.

Siroke zenice lahko najdemo tudi pri nevretenéarjih s sestavljenimi omi, vendar ne pri
¢lenonozcih z apozicijskimi ofmi. Pri apozicijskih oceh je vsak omatidij lo¢en od
sosednjih omatidijev s slojem zasc¢itnih pigmentov, ki absorbirajo svetlobo in tako rabdom
doseze svetloba, ki pride le iz kornealne lece enega omatidija. Pri vecini apozicijskih o€i je
kornealna leca majhna, le nekaj deset mikrometrov velika. Posledicno majhne zenice
apozicijskih o¢i praviloma omejujejo zivljenje zuzelk in rakov na svetle habitate (Warrant,
2008).

Nasprotno pa velja, da imajo visoko obcutljivost superpozicijske o¢€i, ki so znacilne za
no¢ne zuzelke in globokomorske rake. Bistri pas ter posebno oblikovani kristalni stoZci
omogocajo, da se svetloba iz ve¢ omatidijev fokusira na en sam fotoreceptor. Te opti¢ne
modifikacije omogocajo, da svetlobo za en sam fotoreceptor zbira kar do 2000 kornealnih
le¢, kar predstavlja prav tolikokrat veliko vecjo zenico od zenice iz ene same fasete pri
apozicijskem oc¢esu (Warrant, 2008).

2.2.8 Adaptacija

Razlika v jakosti svetlobe na soncen dan ter na no¢ brez Lune znasa nekaj 10 magnitud. Na
povrsini Zemlje idealna bela povriina na sonéen dan odbija 4 x 10*° fotonov m™ sr'' s, v
noé¢i brez Lune okoli 10" fotonov m™ sr’' s ter 10" fotonov m™ sr' s v noéi obsijani z
Luno. Odgovor tipicnih fotoreceptorskih celic pa se popolnoma nasi¢i s povecanjem
jakosti svetlobe za okoli 4 magnitude nad pragom zaznave (Land in Chittka, 2013).

Vecina superpozicijskih o¢i je visoko obcutljivih, zato morajo podnevi zas¢ititi svoj vidni
pigment z adaptacijskimi mehanizmi, ki lahko zmanjSajo svetlobo slike za nekaj
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velikostnih razredov. Nekateri ¢lenonozci v temi razsirijo svoje rabdome in/ali skrajs$ajo
fokalne dolzine (Leggett in Stavenga, 1981; Williams, 1982, 1983; Nilsson 1989), pri
zuzelkah z refrakcijskimi superpozicijskimi ofmi pa pride do migracije zascitnih
pigmentov tako v primarnih kot v sekundarnih pigmentnih celicah, s ¢imer ponoci razsirijo
receptivno polje fotoreceptorjev, podnevi pa ga zozijo in s tem zmanjSajo koli¢ino
svetlobe, ki doseze mreznico. V temi so granule nagnetene med kristalnimi stozci, ko pa
nastopi svetloba, pride do migracije granul navznoter, s ¢imer zasedejo vecino bistrega
pasu (Warrant, 2008).

Slika 6: Temno in svetlo adaptirano superpozicijsko oko. Najpogostejsi nacin adaptacije na temo je migracija
temnih pigmentnih granul v notranjost ocesa, v bistri pas. Vir: Warrant E., Nilsson D-E. 2006.

Adaptacija v mreznici poteka na dveh nivojih:

1)

2)

uravnava se koli¢ina svetlobe, ki doseze receptorje

Kolic¢ina svetlobe, ki doseZe rabdom, je uravnana s potovanjem pigmentnih zrn v
za8Citnih celicah, v€asih tudi v povezavi z anatomskimi spremembami v omatidiju.
Potovanje pigmentnih zrn najlepSe vidimo pri superpozicijskih oc¢eh. Pri temno
adaptiranih oceh pigmentne granule potujejo proti distalnemu delu mreznice v
distalne dele pigmentnih celic. Zato lahko svetloba v bistrem pasu potuje med
omatidiji. Pri visokih jakostih svetlobe se pigmentne granule premaknejo
proksimalno in svetloba potuje do rabdoma le po ozkem pasu preko bistrega pasu
in apertura omatidija postane zelo majhna. Oko v tem primeru lahko deluje kot
apozicijsko oko, saj v skrajno svetlo adaptiranem oc€esu omatidiji delujejo kot
samostojne enote. (Land in Chittka, 2013).

Spremeni se lahko obcutljivost fotoreceptorjev.

Pri apozicijskih oceh lahko sledimo strukturnim spremembam fotoreceptorskih
celic. Fotoreceptorji vsebujejo zrnca zas¢itnih pigmentov, ki uravnavajo koli¢ino
svetlobo, ki jo absorbira rodopsin, in tako delujejo kot pupila. V svetlo adaptiranih
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celicah so pigmentne granule blizu nastavkov mikrovilov in tako absorbirajo
energijo modulusov, ki potujejo zunaj rabdoma. V temno adaptiranih celicah se ta
zrnca lateralno umaknejo stran od rabdoma. Poleg tega se v endoplazemskem
retikulumu razvijejo veliki vezikli, ki okoli rabdoma tvorijo prazen prostor, t.i.
palisade, in ga lo¢ijo od zrnc zas¢itnega pigmenta (Land in Chittka, 2013).

Spremembe nastajajo tudi na sinapsah med receptorskimi celicami in internevroni v lamini,
kar vpliva na signal, ki vstopa v centralni ziveni sistem. Tam poteka adaptacija v smislu
sprememb povezav v zivéni mrezi.

2.2.9 Spektralna obcutljivost

Najvi§ja obcutljivost zuzel¢jih fotoreceptorskih celic (Amax) se nahaja v obmocju med 300
nm in 640 nm Am,x in je odvisna od zaporedja aminokislin opsinske beljakovine. Specifi¢ne
aminokislinske zamenjave, ki vplivajo na kromoforo, povzrocijo spektralno uglasevanje.
Ostali faktorji, ki vplivajo na spektralno uglaSevanje in obliko obcutljivostne krivulje, so
kromofor (retinal ali 3-hidroksi retinal), zaS¢itni pigmenti, tapetum, vzajemno sencenje
med razlicnimi tipi fotoreceptorskih celic, ki sestavljajo rabdom ter mehanizmi
geometrijske in valovne optike, ki vplivajo na spekter svetlobe, ki doseze opsinsko
molekulo.

Fotoreceptorji predniskih pterigotnih Zuzelk so bili najverjetneje del prvotnega
trikromatskega sistema, obcutljivi na UV, modro in zeleno svetlobo. Ta nabor je ohranjen
pri velikem Stevilu sedanjih Zuzelk (Land in Chittka, 2013).

2.2.10 Barvni vid Zuzelk

2.2.10.1 Rodopsin

Vidni pigment, rodopsin, je sestavljen iz neproteinskega dela, svetlobno obcutljive
kromofore, in beljakovine opsina. Opsini spadajo v druzino z G-proteinom sklopljenih
receptorjev in vsebujejo 7 transmembranskih (TM) domen. Kromofora se nahaja med
dvema vijatnima TM domenama. Tu specifiéne aminokislinske skupine vplivajo na
elektrone v dvojnih vezeh kromofore in povzrocijo premik obcutljivosti kromofore, ki je
sama po sebi obcutljiva na UV svetlobo (300 — 400 nm), na daljSe valovne dolZine.
Zaporedje aminokislin v opsinski molekuli in kromofora vplivata na absorpcijski
maksimum (A,,,) vidnega pigmenta. Absorbanca rodopsina in spektralna obcutljivost
fotoreceptorske celice, ki ga vsebuje, se naCeloma ujemata, vendar na spektralno

obcutljivost vplivajo sencenje in drugi, prej navedeni mehanizmi (Briscoe in Chittka,
2001).
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2.2.10.2 Kromofora

Znotraj rodopsina je pri vretencarjih vezan kromofor 11-cis retinal, pri dvokrilcih in
nekaterih drugih zuzelkah pa kromofor 11-cis-3-hidroksi retinal. Kromofor absorbira foton
in sprva pride do spremembe rodopsina v metarodopsin, nazadnje pa do depolarizacije
mikrovilarne membrane (Land in Chittka, 2013).

Absorpcijski spekter dolgovalovnih (A,,,, > ~420 nm) vidnih pigmentov ima dva vrha, vecji

o vrh v dolgovalovnem in manjsi (~25% amplitude a vrha) B vrh v UV dela spektra, ki
nastane zaradi cis dela kromofore. Ko se A, premika proti modremu delu spektra,  vrh
postopoma izgine pod vecji o vrh (Briscoe in Chittka, 2001). Vecina zuzelk uporablja
enega ali maksimalno dva tipa kromofor, 11-cis retinal (A1) ali (3R) in (3S)-enantiomere
11-cis 3-hidroksretinala (A3) (Seki in Vogt, 1998). Z eno ali dvema kromoforama ter z
razlicnimi kombinacijami opsinov, lahko ZuZelke tvorijo do Sest spektralnih razredov
fotoreceptorjev in ve¢ razredov omatidijev, ki jih tvorijo razlicne kombinacije
fotoreceptorskih celic, obcutljivih na razlicne valovne dolzine (Kitamoto in sod., 1998).
Seki in Vogt sta leta 1998 predlagala, da imajo ZuZelke razlicne kromofore zaradi
biosintetskih prekurzorjev Al in A3. To sta karoten in ksantofil, pridobljena iz rastlin.
Ksantofili (prekurzorji A3) nastanejo iz karotena (prekurzor za Al) ob prisotnosti

molekularnega kisika.

2.2.10.3 Opsin

Pri vseh zivalih je vid odvisen od druZine proteinov, t. i. opsinov, ki vsi izvirajo iz
skupnega prednika. Opsini spadajo v druzino z G-proteinom sklopljenih receptorjev
(GPCR) in vsi imajo podobno strukturo s sedmimi transmembranskimi domenami. Od
drugih GPCR se razlikujejo na podlagi lizinskega ostanka, ki je vezavno mesto za retinal
(Terakita, 2005).

2.2.10.4 Spektralna obcutljivost

Spektralno obcutljivost fotoreceptorskih celic doloca tudi prostorska ureditev vidnih in
zaSCitnih pigmentov, kromofor ter fotoreceptorskih celic v oCesu Zuzelk. Vidni pigmenti
ter zaSCitni pigmenti lahko z vzajemnim delovanjem dolocijo spektralno obcutljivost
fotoreceptorske celice (Briscoe in Chittka, 2001).

Vecina do sedaj raziskanih Zuzelk ima zeleno obcutljive fotoreceptorje z maksimalno
obcutljivostjo pri ~530 nm. Pri vecini vrst so nasli tudi UV obcutljive receptorje, A, =
~350 nm (Briscoe in Chittka, 2001). Rdeéi receptorji, A,,, = ~565 nm naj bi se razvili

veckrat neodvisno pri kacjih pastirjih, koZekrilcih, metuljih in hros$¢ih (Gleadall in sod.,
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1989; Seki in Vogt, 1998). Devonski predniki ZuZelk so najverjetneje imeli UV, modre in
zelene receptorje. Vecina vrst iz reda metuljev imajo UV, modre in zelene receptorje,
prisotni so lahko tudi rdeci receptorji (Arikawa in Stavenga, 1997). Ti so se verjetno razvili
neodvisno vsaj Stirikrat (Briscoe in Chittka, 2001).

Barvni receptorji v mreZznici vecine ZuZelk niso enakomerno razporejeni. Vzorec vidnih
pigmentov preko oc€i velikokrat sovpada z vidno ekologijo. Vzemimo za primer metulja
Lycaena heteronea and Lycaena rubidus. Obe vrsti imata 4 tipe fotoreceptorjev, A, =
360, 437, 500 in 568 nm, toda njihova razporeditev v retini se razlikuje. L. heteronea ima
modra krila in na ventralni strani oCesa prevladujejo modri receptorji. Pri L. rubidus krila
odbijajo UV in rdeCo svetlobo in pri tej vrsti na ventralni strani ni modrih receptorjev
(Bernard in Remington, 1991).

Zuzelgji fotoreceptorji posredujejo podatke v opti¢ne lobule po ve¢ vzporednih poteh:
elementarnim detektorjem gibanja, srediS¢em za barvni vid in srediS¢em za polarizacijski
vid. Osnovna struktura opti¢nih lobulov vi§jih rakov in Zuzelk je izredno podobna in je bila
najverjetneje prisotna pri skupnem predniku (Osorio in Bacon, 1994). Vidna informacija
poteka od receptorjev do treh zaporednih ganglijev, lamina, medula in lobula. Od 8 ali 9
fotoreceptorjev v omatidiju, jih 6 ali 7 kon¢a v lamini (kratka vidna vlakna), 1-3 potekajo
do lobule (dolga vidna vlakna) (Osorio in sod., 1995). Pri muhah (Hardie, 1986; Kaiser in
Liske, 1974), kobilicah (Osorio, 1986) in Cebelah (Lehrer, 1998), kratka vidna vlakna z
dolgo valovno obcutljivostjo (na zeleno) pripomorejo k zaznavanju gibanja. Pri muhah je
barvni vid posredovan v celoti z dolgimi vidnimi vlakni z obcutljivostjo na UV, modro in
zeleno svetlobo (Fukushi, 1994; Troje, 1993), torej sta pot za barvni vid in pot za
zaznavanje gibanja med seboj loceni celo na receptorskem nivoju. Pri drugih ZuZelkah,
npr. pri Cebelah, dolgo valovni receptorji sluZijo tako barvnemu vidu kot zaznavanju
gibanja. Tu dolga in kratka vidna vlakna prispevajo k barvnemu vidu (Briscoe in Chittka,
2001).

2.3 FOTOTRANSDUKCIJA

2.3.1 Biokemijski mehanizem

Fototransdukcija je proces, pri katerem absorpcija fotona povzroci elektri¢ni odziv na
membrani fotoreceptorske celice. Sedem transmembranskih regij vidnega pigmenta

prehaja preko membrane mikrovilov, ki tvorijo rabdomero. Na rabdomeri Drosophile se na
40 000 mikrovilih nahaja med 500 in 2000 molekul rodopsina.

Kromofor 11-cis retinal se po absorpciji fotona ustrezne valovne dolZine spremeni v all-
trans retinal, ki sprozi konformacijsko spremembo rodopsina (R) v metarodopsin (M), ta
pa aktivira heterotrimerni G-protein. Metarodopsin lahko aktivira 5-10 molekul G-
proteinov, dokler ga ne inaktivira arestin (Land in Chittka, 2013).
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Zuzelgji metarodpsin je obéutljiv na svetlobo, njegova absorbanca pa se razlikuje od
absorbance rodopsina, iz katerega je nastal. Rodopsini z Imax < 500 nm tvorijo
metarodpsine z Imax> 500 nm, rodopsini z Imax >500 (vkljuéno s poglavitnim, zeleno
obcutljivim zuzel¢jim rodopsinom) pa metarodopsine z Imax < 500 nm (Stavenga, 1993).

Aktiviran metarodopsin povzroci disociacijo podenote a iz G-proteina, ki se odcepi od Py
dimera in se veze na fosfoinozitid-specificno fosfolipazo C (PLCP). Pri nevretencarjih
efektorski encim PLCP cepi membranski fosfolipid fosfatidil inositol 4,5-bifosfat (PIP,) na
topni inositol 1,4,5-trifosfat (InsP3) in membransko vezani diacilglicerol (DAG) (Berridge,
1993). Temu sledi odprtje ionskih kanalov TRP (“transient receptor potential”) in TRPL
(“transient receptor potential-like”) (Hardie, 2001). Trenutne raziskave kazejo, da sta
izpraznjenje membrane mikrovila, in poslediéno poviSana napetost v membrani
najpomembnejSa dejavnika, ki vodita k odprtju kationskih kanalov (Hardie in Franze,
2012).

Ca®", ki vstopi v mikrovile skozi kanale TRP in TRPL, ima dva nasprotna si u¢inka na
elektricni odgovor. Sprva hitro senzibilizira ostale kanale v mikrovilu, ki se posledi¢no
odprejo in s tem ojatajo odgovor. Zaradi ve¢jega pritoka Ca*" pride do inaktivacije
kanalov v mikrovilu in do refraktarne periode, ki traja okoli 100 ms. Pri absorpciji enega
fotona se koncen ucinek teh dveh procesov kaze kot t.i. kvantni sunek. Kvantni sunek je
hitra elektricna depolarizacija velika 1-2 mV, s tokom okoli 10 pA in trajanjem okoli 30

ms. Odgovor na vecje Stevilo fotonov se seSteje preko receptorja in sprozi odgovor velik
do 70 mV (Song in sod., 2012).

2.3.2 Kvantni sunki

Odgovor fotoreceptorjev na na en sam foton nastane v mikrovilarnih fotoreceptorjih z
odprtjem kanalov, v pali¢icah in ¢epkih vretencarjev pa z zaprtjem kanalov. V pali€icah
vretencarjev je v temi odprtih priblizno 10 000 kanalov in za zadosten odgovor (1pA) je
potrebno zaprtje ve¢ sto kanalov. Pri nevretencarjih pa so kanali med mirovanjem zaprti in
odprtje le enega kanala lahko zadostuje za zadosten odgovor. Povprecen kvantni sunek
velikosti 10pA pri Drosophili melanogaster predstavlja soCasno aktivacijo 15 kanalov
(Henderson in sod. 2000.), ki se najverjetneje nahajajo na istem mikrovilu. Palicice
vretendarjev dosezejo saturacijo pri okoli 500 fotonih na sekundo (500 fotonov s™), mugji
fotoreceptorji pa se odzivajo tudi na najbolj svetle pogoje, kar je ekvivalentno 10° fotonov
na sekundo na fotoreceptor (10° fotonov s' fotoreceptor') (Hardie, 2001). Stevilo
aktiviranih kanalov, ki sodelujejo pri nastanku kvantnega sunka, je vrstno specificno, od
nekaj 10 pri Drosophili in do nekaj tiso¢ pri ventralnih fotoreceptorjih Limulus (Katz in
Minke, 2009). Amplituda kvantnih sunkov je dinami¢no uravnavana, s svetlobno
adaptacijo progresivno pada. Fotoreceptorska membrana kvantne sunke elektrotoni¢no
integrira v receptorski potencial.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POSKUSNE ZIVALI

Nase poskusne zivali so bili odrasli osebki koruznih ves¢. Podatke smo izmerili iz 13
osebkov vrste Ostrinia nubilalis (8 samic in 5 samcev), 4 osebkov vrste Ostrinia furnacalis
(2 samici, 2 samca) in iz 4 osebkov vrste Ostrinia scapulalis (2 samici, 2 samca). Osem
zivali O. nubilalis smo dobili iz laboratorijske kulture dr. Magde Rak Cizej na InStitutu za
hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije v Zalcu. Stiri Zivali O. nubilalis so bile ujete z lovilno
mreZo v Sinji Gorici na koruznem polju. Zivali smo imeli v posodi z rastlinami, katere smo
vsak dan poskropili z vodo. Osebke vrste O. furnacalis in O. scapulalis smo dobili iz
laboratorijske kulture prof. Yukia Ishikawe iz Univerze v Tokiu.

3.2 MIKROSKOPIJA

Vidni sistem treh vrst koruznih ve$¢ smo preucili z uporabo svetlobne in elektronske
presevne mikroskopije.

3.2.1 Svetlobna mikroskopija

3.2.1.1 Priprava preparatov

Samico evropske koruzne vesce (O. nubilalis) smo sprva dekapitirali, nato pa z britvico ter
s Skarjami izrezali ocesi. Ker smo oci izolirali pri dnevni svetlobi, je zival svetlo
adaptirana.

Izolirane o¢i smo nato fiksirali z raztopino 3,5 % glutaldehida, 4 % formaldehida v O,1 M
Na-kakodilatnem pufru, s pH umerjenim na 7,2. Po 1,5 h je sledilo spiranje: 6 x 10' z O,1
M Na-kakodilatnem pufrom ter 3 x 10' z destilirano vodo. Sledila je dehidracija v
narascajoci alkoholni vrsti: 10' v 50 % etanolu, 10' v 70 % etanolu (nase preparate smo ¢ez
no¢ pustili v 70 % etanolu ter nadaljevali z dehidracijo ¢ez en teden), 10' v 80 %, 10' v
90% etanolu ter 10' v 100 % etanolu. Dehidracijo smo nadaljevali z nara$¢ajoCo vrsto
alkohola in propilenoksida: 15' v EtOH:propilenoksid 3:1, 15' v EtOH:propilenoksid 1:1,
EtOH:propilenoksid 1:3 ter 2 x 15' v propilenoksidu. Sledilo je vklapljanje v umetno
epoksi smolo Spurr: 1 h v raztopini propilenoksid:Spurr 3:1, 1 h v propilenoksid:Spurr 1:1,
v propilenoksid:Spurr 1:3 pa smo preparate pustili cez no¢. Naslednjo jutro smo preparate
dali v ¢isti Spurr. Po 24 urah smo vzorcke oc€i polozili v plasticne model¢ke. Modelcke s
preparati smo zalili s smolo Spurr, pri ¢emer smo pazili, da v modelckih niso bili prisotni
mehurcki. Ko so bili modelcki do polovice napolnjeni s smolo, smo ocesa ustrezno
orientirali ter nato dolili s smolo, da je bila gladina smole izbocena. Modelcke smo polozili
v susilnik, kjer je polimerizacija potekala 12 ur pri temperaturi 60 °C.
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Mesanico smole Spurr smo pripravili po sledecem postopku: 13 g NSA (nonenil sukcinil
anhidrid), 5 g ERL (vinil ciklohesen dioksid), 3 g DER (diglicidilni eter polipropilenskega
glikola). Ko smo te tri komponente dobro premesali, smo dodali 0,2 g DMAE (dimetil
aminoetanol).

3.2.1.2 Priprava rezin za svetlobno mikroskopijo

Vzorce z naSimi vzorci smo z britvico oblikovali v obliko prirezane piramide, odstranili
smo odveCen del smole ter pripravili ustrezno povrsino za rezanje, ki je imela obliko
trapeza. Blokec smo nato prestavili v vpenjalo mikrotoma Leica. S steklenim noZzem smo
narezali rezine debele 1 pum in jih prestavili na objektna stekla, premazana s polilizinom.
Oko je bilo rezano vzdolzno, torej precno na opti¢no os omatidijev.

Pol tanke rezine smo pobarvali z barvilom Azur II. Objektna stekla z nasimi rezinami smo
za okoli pol minute prekrili z barvilom in jih polozili na vroco termoplos¢o. Po priblizno
treh minutah smo objektna stekla sprali z destilirano vodo in jih zopet dali na termoplosco.
Ko so bili preparati suhi, smo na njih kapnili prosojno umetno smolo ter pokrili s krovnimi
stekli.

3.2.1.3 Svetlobno mikroskopiranje

Na Katedri za botaniko Oddelka za biologijo smo posneli slike na mikroskopu Axiscope 2
MOT (Carl Zeiss, Jena, Nemcija). Uporabili smo kamero Axovision 4,8 (Carl Zeiss
Vision, Halbergmoos, Nemcija). Slike smo zajeli s programom AxioCam MRc (Carl Zeiss
Vision, Halbergmoos, Nemcija).

3.2.2 Elektronska mikroskopija

3.2.2.1 Priprava preparatov

Vsi postopki presevne elektronske mikroskopije, od priprave zivali, fiksacije, dehidracije,
vklapljanja, polimerizacije rezanja ultra tankih rezin ter mikroskopije, so potekali na
japonski univerzi Sokendai, pod mentorstvom dr. Kentara Arikawe. S presevnim
elektronskim mikroskopom smo pogledali o¢i O. nubilalis (N=2; 1 samec, 1 samica), O.
furnacalis (N=4; 2 samca, 2 samici) in O. scapulalis (N=4; 2 samca, 2 samici). Ker smo
oc¢i izolirali pri dnevni svetlobi, so bile Zivali svetlo adaptirane.

Priprava preparatov za elektronsko mikroskopijo je potekala podobno kot za svetlobno
mikroskopijo. Izolirane o¢i smo 2 h fiksirali v 2,5 % paraformaldehidu in 2 %
glutaraldehidu v 0,1 M Na-kakodilatnem pufru, s pH umerjenim na 7,2. Po spiranju 3 x 10'
z 0,1 M Na-kakodilatnem pufrom je sledilo tretiranje preparatov v 2 % OsO4 in 0,1 M Na-
kakodilatnem pufru. Preparate smo sprali z vodo (2 x 5' in 2 x 10") in nato dehidrirali v
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acetonski vrsti (po 15' v 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % in dvakrat v 100 % acetonu). Ko
so bili preparati v 95 % acetonu, smo pripravili smolo Epon. Preparate smo nato za 2 x 15'
dali v propilenoksid ter nato v meSanico Epona in propilenoksida 1:1, kjer smo jih ponoci
pustili na stresalniku. Naslednji dan smo preparate dali za 2 h v smolo Epon. Po 2 h smo
modelcke s preparati zalili s smolo Epon. Ko so bili model¢ki do polovice napolnjeni s
smolo, smo oc¢esa ustrezno orientirali ter nato dolili s smolo, da je bila gladina smole
izbo¢ena. Modelcke smo polozili v suSilnik, kjer je polimerizacija potekala 24 ur pri
temperaturi 60 °C.

Mesanico smole Epon smo pripravili po sledeCem postopku: 10 ml EPON, 8 ml DDSA,
6,5 ml MNA. Po 30 minutah meSanja smo dodali 0,8 ml DMP in mesali §e 20 minut.

3.2.2.2 Priprava rezin za elektronsko mikroskopijo

Pod stereomikroskopom smo doloc€ili najboljSo orientacijo preparata ter iz preparata
odstranili odve¢no smolo. Z uporabo diamantnega noza (Histo, Diatome, Svica) smo
narezali rezine debeline 1 pum. Na vsakih 10 um smo vzeli rezine za svetlobno
mikroskopijo. Na podro&ju rabdoma smo z diamantnim nozem (Ultra 35, Diatome, Svica)
naredili ultra tanke rezine, debeline 50 nm. Rezine smo kontrastirali s 4 % uranil acetatom,
ki smo ga sprali z deionizirano vodo in z 0,1 N NaOH. Suhe rezine smo nato za 3-5 minut
prestavili na kapljico 0,4 % svinCevega citrata in jih dobro sprali z deionizirano vodo.

3.2.2.3 Presevna elektronska mikroskopija

Preparate smo opazovali na presevnem elektronskem mikroskopu H7650, Hitachi, Tokio.
Za zajem podatkov smo uporabili kamero Hitachi in racunalniSki program iTEM.

3.3 ELEKTROFIZIOLOGIJA

3.3.1 Preparacija zivali

Zivali smo skupaj s posodo postavili na led in jih tako ohladili, s ¢Gimer smo zmanjali
njihovo premikanje. Preparacijo smo opravili pod lupo. Za lazjo preparacijo smo Zivalim
najprej s Skarjicami odrezali krila in noge. S spodnjo stranjo navzdol smo zival postavili v
nastavek, ki smo ga naredili iz konice za pipete. Zival smo na nastavek pritrdili z me3anico
cebeljega voska in kolofonije, s ¢imer smo prekrili celoten del toraksa ter glavine regije, z
izjemo o&i ter ocelov. Zivali je bilo potrebno dobro pritrditi, da se med poskusom ne bi
zalele premikati. Zivali smo nato na bazi antene napravili zarezo ter vanjo potisnili
referencno elektrodo, Ag/AgCl Zico (premer 0,05 mm), drugo anteno pa smo odrezali ali
pritrdili ob telo. Za snemanje znotrajceli¢nih signalov smo v izpostavljeno oko vrezali
majhno luknjo v obliki trikotnika, kamor smo kanili majhno koli¢ino mineralnega olja, ki
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je preprecila izsuSitev oCesa. Nastavek s tako pripravljeno Zivaljo smo postavili na
goniometer, ki je omogocal premikanje preparata v treh planarnih oseh, x, y in z, ter dveh
rotacijskih oseh, nagib naprej in nazaj ter okoli navpi¢nice. Z goniometrom smo torej lahko
postavili oko v opti€no os fotostimulatorja. Mikromanipulator je bil name$cen na
goniometer, kar je omogocalo premikanje zivali v oseh tudi med tem, ko smo bili z
elektrodo v celici. Zival, goniometer ter mikromanipulator so bili postavljeni v Faradayevo
kletko.

3.3.2 Merilne elektrode

Za izdelavo elektrod smo uporabili steklene kapilare iz borosilikatnega stekla z zunanjim
premerom 1,5 mm, notranjim premerom 0,7 mm ter s filamentom premera 10 um. Merilne
elektrode smo naredili na aparatu za vlecenje elektrod P-97 (Sutter, Novato, ZDA).

3.3.3 Postavitev poskusa

3.3.3.1 Ostrinia nubilalis

Vir svetlobe je predstavljala 150 W ksenonova Zarnica XBO (Osram, Nemcija). Svetloba
je potekala skozi monokromator (B&M, Nemcija), s katerim smo nastavili svetlobo
poljubne valovne dolzine ter pasovno S$irino 10 nm. Monokromatsko svetlobo smo z
zbiralno leCo usmerili skozi reflektivne kvarcne sive filtre (Melles Griot, Didam,
Nizozemska) ter skozi motoriziran kvarcni sivi klin (opti¢na gostota 0-4, Thorlabs, ZDA).
Sledila je kvar¢na objektivna leca, s katero smo svetlobo fokusirali na oko zivali. Obliko
zarka smo nadzorovali z aperturno in poljsko zaslonko, ki sta se nahajali pred objektivno
leco.

Dodatno 150 W ksenonovo zarnico XBO, monokromator (77250-M, Newport Oriel,
Irvine, ZDA), nevtralne filtre in lee iz kvarcnega stekla smo uporabili pri selektivni
adaptaciji oCesa. S kvar¢nimi polprepustnimi zrcali (Melles Griot, Didam, Nizozemska)
smo adaptacijsko svetlobo usmerili koaksialno z glavnim drazilnim zarkom.

Za merjenje elektroretinogramov smo uporabili elektrode z upornostjo nekaj kQ. Elektrode
smo napolnili s fiziolosko raztopino za zuzelke (v mM: NaCl 130, KCI 2, CaCl, 2,
NaHCO; 10, MgCl, 5, pH=7) ter jih postavili v nosilec mikromanipulatorja z Ag/AgCl
zico. Z mikromanipulatorjem smo z elektrodo predrli korneo na sredini o¢esa in namestili
konico elektrode tik pod njeno povrsino. Referen¢na elektroda, Ag/AgCl Zica, je bila
vstavljena v bazo antene. Z goniometrom smo poiskali mesto osvetlitve ocesa, kjer je bil
signal najvecji.

Za merjenje ERG iz ocelov smo z mikromanipulatorjem vodili elektrodo skozi kutikulo tik
ob ocelu ali pa smo predrli ocel na njegovi bazi. Konico elektrode smo namestili pod
korneo ocela. Referencna elektroda, Ag/AgCl zica, je bila vstavljena v bazo antene. Z
goniometrom smo nastavili smer osvetlitve ocela, tako da je bil signal najvecji.
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Znotrajcelicne meritve so bile opravljene na sestavljenem ocesu evropske koruzne vesce.
Za merjenje znotrajcelicnih meritev smo uporabili elektrode z upornostjo 50-100 MQ.
Elektrode smo napolnili s 3M KCl in jih postavili v nosilec mikromanipulatorja z Ag/AgCl
zico. Referencna elektroda, Ag/AgCl Zica, je bila vstavljena v bazo antene. Iz ocesa smo
izrezali del¢ek kornee v obliki trikotnika, ter na to mesto kanili malo mineralnega olja, ki
je prepreceval izsuSitev ocesa. Skozi izrezano korneo v ocesu (s tem smo preprecili
lomljenje elektrode na trdni kornei), smo merilno elektrodo z mikromanipulatorjem vodili
preko bistrega pasu (pribl. 230 wm od povrSine kornee) do mreznice. Pozicijo elektrode v
fotoreceptorski celici smo zaznali s padcem napetosti, prisotnostjo kvantnih sunkov ter z
nastankom receptorskih potencialov ob osvetljevanju ofesa. Z goniometrom smo poiskali
mesto osvetlitve oCesa, kjer je bil signal fotoreceptorske celice najvedji.

Signale smo ojacali z ojaevalcem SEC-10LX (NPI, Tamm, Nemcija). Za digitalizacijo
signalov smo uporabili laboratorijski vmesnik Micro 1401 (CED, Cambridge, Vel.
Britanija). Signale smo zabelezili s programom WinWCP (John Dempster, Univerza v
Strathclydu, Vel. Britanija).

3.3.3.2 Ostrinia furnacalis in Ostrinia scapulalis

Vir monokromatske svetlobe je predstavljala 500 W ksenonova Zzarnica skupaj z 22
ozkopasovnimi interferen¢nimi filtri od 300 do 700 nm. Jakost svetlobnega pulza smo
uravnavali z nevtralnimi filtri in opti¢énim klinom razpona 4 logaritemskih enot. Svetlobo
smo fokusirali na konec opti¢nega vlakna, ki je vodil svetlobo v faradayevo kletko. Drugi
konec optiénega vlakna je bil povezan s kardanskim perimetrom, in je predstavljal
tockoven vir svetlobe (1,6° v premeru). Kvantni tok vsakega monokromatskega drazljaja je
bil umerjen z radiometrom (model 470D; Sanso, Tokio, Japonska). Maksimalni kvantni tok
vsakega monokromatskega drazljaja (5,0 - 10" fotonov cm™ s™) je bil nastavljen z
dodatnim opti¢nim klinom.

Z elektrodo smo predrli korneo na sredini o¢esa in namestili konico elektrode tik pod njeno
povrsino. Referencna elektroda, Ag/AgCl zica, je bila vstavljena v bazo antene. S
premikanjem opti¢nega vlakna smo poiskali mesto osvetlitve oCesa, kjer je bil ERG signal
najvecji.

ERG signale smo ojacali z ojacevalcem (MEZ- 7200; Nihon-kohden, Tokio, Japonska) in
filtrirali z osciloskopom (VC- 11; Nihon-kohden). Signale smo zabelezili s programom
WinWCP (John Dempster, Univerza v Strathclydu, Vel. Britanija).
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3.3.4 Eksperimentalni protokoli
3.3.4.1 Obcutljivost na intenziteto svetlobe

3.3.4.1.1 Ostrinia nubilalis

Za dolocitev intenzitetne krivulje, smo na monokromatorju nastavili valovno dolzino na
tisto, pri kateri je bil odgovor mreznice ali fotoreceptorja najvecji: 530 nm pri meritvah iz
sestavljenega ocesa ter 360 nm pri meritvah iz ocela. Z avtomatiziranim sivim klinom smo
spreminjali intenziteto drazljaja, v korakih po 0,5 log, in sicer od atenuirane (- 4
logaritemske enote) do polne svetlobe (0 logaritemskih enot). Posneli smo torej devet
meritev. Pulz je pri vsaki intenziteti svetlobe trajal 1 s, premor med pulzi je trajal 5 s.

Izmerili smo amplitude odgovora od mirovnega membranskega potenciala do srednje
vrednosti. Vrednostim smo nato racunalniSko prilagodili parametre Hillove krivulje (n =
Hillov koeficient, opisuje naklon krivulje , Vmax = maksimalna amplituda odgovora ter /5 =
jakost drazljaja, ki izzove polovico maksimalnega odgovora). Mati¢ in Laughlin (1981) sta
uporabljeno funkcijo, ki opisuje odnos med velikostjo odgovora in logaritmom jakosti
svetlobe, formulirala v obliki:

V/ Vmax=In/ (In+150n) vee (1 )

3.3.4.1.2 Ostrinia scapulalis in O. furnacalis

Amplitude odgovorov superpozicijskega ocesa, na razlicne intenzitete svetlobe, smo
izmerili pri valovni dolzini 560 nm. Z avtomatiziranim sivim klinom smo spreminjali
intenziteto drazljaja, v korakih po 0,25 log, in sicer od atenuirane svetlobe (- 5
logaritemskih enot) do polne svetlobe (0 logaritemskih enot). Posneli smo 20 meritev. Pulz
je pri vsaki intenziteti svetlobe trajal 1 s, premor med pulzi je trajal 8 s.

3.3.4.2 Spektralna obcutljivost ocesa

3.3.4.2.1 Ostrinia nubilalis

Pri merjenju spektralne obcutljivosti, smo uporabili 5 nm korake, od valovne dolzine 260
nm do 760 nm. Koli¢ina fotonov oziroma fotonski tok je bil pri vseh valovnih dolzinah
enak, kar smo zagotovili z uporabo motoriziranega sivega klina. Drazljaji so bili dolgi 200
ms, premor med njimi je trajal 2 s.
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3.3.4.2.2 Ostrinia scapulalis in furnacalis

Pri merjenju spektralne obcutljivosti, smo uporabili korake velike 20 nm, od valovne
dolzine 300 nm do 740 nm. Koli¢ina fotonov oziroma fotonski tok je bil pri vseh valovnih
dolzinah enak, kar smo zagotovili z uporabo motoriziranega sivega klina. Drazljaji so bili
dolgi 200 ms, premor med njimi je trajal 5 s.

3.3.4.3 Svetlobna adaptacija

3.3.4.3.1 Ostrinia nubilalis

Glavni drazilni Zzarek smo nastavljali po enakem protokolu, kot pri meritvi spektralne
obcutljivosti ocesa. Drazljaji so bili dolgi 200 ms, premor med njimi je trajal 2-5 s. Med
merjenjem spektralne obcutljivosti smo z drugo 150 W ksenonsko luc¢jo, neprekinjeno
svetili s svetlobo razli¢nih valovnih dolzin, od 380 nm do 620 nm, v korakih po 20 nm.
Tako smo posneli spektre z adaptacijo na svetlobo razli¢nih valovnih dolzin.

3.3.43.2 Ostrinia scapulalis in furnacalis

Glavni drazilni Zzarek smo nastavljali po enakem protokolu, kot pri meritvi spektralne
obcutljivosti ocesa. Drazljaji so bili dolgi 200 ms, premor med njimi je trajal 2-5 s. Med
merjenjem spektralne obcutljivosti smo z ro¢no LED svetilko ter zelenim ozkopasovnim
filtrom (535 nm, 20 nm $irine; Asahi spectra, Tokio, Japonska) neprekinjeno svetili v oko.
Tako smo posneli spekter z adaptacijo na zeleno svetlobo.

Za ugotavljanje spektralne obcutljivosti fotoreceptorskih celic smo uporabili 200 ms
drazljaje z valovnimi dolzinami med 260 in 760 nm s 5 nm korakom. Svetlobna jakost je
bila prilagojena z motoriziranim sivim klinom, tako da so imeli testni drazljaji vseh
valovnih dolzin enak fotonski tok (takoimenovani izokvantni drazljaji).

3.3.4.4 Zaznavanje polarizirane svetlobe

Polarizacijsko obcutljivost smo ugotavljali pri isti valovni dolzini kot za intenzitetno
krivuljo. Linearni polarizacijski filter OUV2500 (Knight optical, Velika Britanija) smo
vrteli okoli osi s korakom 11,25°. Pri celicah, ki so bile obcutljive na smer polarizacije
svetlobe smo polarizacijsko obcutljivost merili pri razlicnih valovnih dolZinah.

3.4 SPEKTROFOTOMETRIJA

Spektrofotometrijske meritve smo izvedli na Univerzi v Groningenu, na Fakulteti za
matematiko in naravoslovje, pod mentorstvom prof. dr. Doekeleja G. Stavenge.
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Absorbanco pigmentnih granul smo izmerili iz nepobarvanih pol tankih rezin z
mikrospektrofotometrom, ki sestoji iz ksenonove zarnice, mikroskopa Leitz Ortholux,
kvarénega opti¢nega vlakna ter iz spektrometra (SD2000, Avantes, Eerbeek, Nizozemska).
Signale smo zabelezili s programom AvaSoft 7.6.1 USB2. Absorbanco primarnih
pigmentnih granul smo izmerili na podro¢ju okoli kristalnih stozcev, absorbanco
sekudarnih pigmentnih granul pa na podroc¢ju bistrega pasu.

Absorbanco primarnih pigmentnih granul smo izmeri 75 krat, absorbanco sekundarnih
pigmentnih granul pa 151 krat.

3.5 REFLEKSIJA OCESA

Zivali smo pripravili na podoben nacin kot za elektrofizioloske meritve. Zival v nosilcu
smo postavili pod objektiv epifluorescentnega mikroskopa, narejenega iz delov Linos
Photonics. Mikroskop je bil sestavljen glede na mikroskop, ki ga je opisal Stavenga (2002)
in so ga uporabili Belusi¢ in sod. (2013). Skozi objektiv (Leitz L32, NA 0,6) smo svetili z
belo svetlobo (ro¢na bela LED svetilka, Cree warm white). Geometrijo svetlobnega zarka
smo nastavili z aperturno in poljsko zaslonko na tak nacin, da smo oblikovali svetlobni
zarek Sirine 2-3 faset. Svetlobo, ki se je odbila iz tapetuma, smo slikali z barvno kamero
(Olympus, DP72). Slike refleksije ocesa smo posneli iz temno adaptiranih oci.

3.6 OBDELAVA REZULTATOV

Signale smo zabelezili s programom WinWCP (John Dempster, Univerza v Strathclydu,
Vel. Britanija). Izmerili smo amplitude odgovorov in podatke prenesli v Microsoft Excel
(Microsoft, ZDA), kjer smo izracunali relativno obcutljivost. Podatke smo nato prenesli v
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, ZDA). Prikaz znotrajceli¢nega posnetka pri
razli¢nih intenzitetah svetlobe smo obdelali s programom CorelDraw (Corel Corporation,
Ottawa, Canada).

Receptorskim potencialom pri razli¢nih intenzitetah svetlobe smo s programom GraphPad
Prism 6.0 prilagodili parametre Hillove krivulje: Vpax (maksimalen odgovor), Isg
(polovi¢na vrednost) ter n (naklon krivulje). Ve¢ji kot je naklon krivulje, manjse je
obmocje delovanja ocesa ali receptorja ter ve€ja je polovicna vrednost, manjSa je
obcutljivost ocesa ali fotoreceptorja.

Razlike med ERG amplitudami O. nubilalis, O. furnacalis in O. scapulalis smo analizirali
s Studentovim t-testom v programu GraphPad QuickCalcs.
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4 REZULTATI

4.1 ZUNANJA MORFOLOGIJA VIDNEGA SISTEMA

Koruzna ves¢a ima par sestavljenih oci ter par ocelov. Sestavljeno oko koruzne vesce je
izboceno, okrogle oblike, zeleno-rjave barve in v premeru meri okoli 1 mm. Sestavljeno je
iz priblizno 2000 enako velikih faset, premer posamezne fasete meri ~ 20 um. Ocela se
nahajata na dorzalni strani glave med sestavljenima o¢esoma ter za antenama.

Slika 7: Zunanji izgled vidnega sistema koruzne ve$¢e. A — Ventralni, B — dorzalni pogled na glavo azijske
koruzne vesée, Ostrinia scapulalis. Vidne so sestavljene o¢i in dorzalno par ocelov. Merilce: 0,5 mm.

4.2 SVETLOBNA MIKROSKOPIJA

1 um debele rezine fiksiranih in v smolo Spurr (O. nubilalis) ali Epon (O. scapulalis in O.

furnacalis) vklopljenih o¢i, smo pobarvali z barvilom Azur II. Sestavljeno oko koruzne
veSCe je sestavljeno distalno iz dioptricnega aparata, ki ga tvorijo kornealne lece ter
kristalni stozci, bistrega pasu, ter proksimalno iz svetloCutnega, fotoreceptivnega dela
omatidija, ki ga tvorijo rabdomi. Bistri pas je obsezen in meri okoli 200 pm.
Interomatidijski kot A¢ meri 2,3°. Interomatidijski kot smo graficno ovrednotili iz
svetlobne mikroskopske slike pre¢nega prereza mreznice. Rezine za svetlobno
mikroskopijo so bile narejene na svetlo adaptiranih zivalih, zato je pod kristalnimi stoZci
veliko Stevilo pigmentnih granul. Pre¢ni prerezi v ravni rabdoma kaZejo na zapleteno
strukturo, ki bi jo utegnilo tvoriti veliko Stevilo (9-12) fotoreceptorskih celic na omatidij.
Med svetlobnimi rezinami vrst O. nubilalis, O. furnacalis in O. scapulalis nismo opazili
razlik.
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Slika 8: Pre¢ni prerez svetlo adaptiranega sestavljenega ocesa O. scapulalis. 1um debele, obarvane rezine z
barvilom Azur II, vklopljene v smolo Epon. A - Pre¢ni prerez, polovica o¢esa. Distalno vidimo dioptri¢ni
aparat, ki ga tvorita kornea (cornea, C), kristalni stozec (crystalline cone, CC). V sredi rezine je obsezen
bistri pas (clear zone, CZ), ki vsebuje tudi drobne distalne rabdome (rhabdom — distal, Rh — d). Proksimalno
je svetloCutni del omatidijev, rabdom (rhabdom, R). B — Pre¢ni prerez proksimalnih rabdomov kaze
kompleksno obliko cveta.

Slika 9: Pre¢ni prerez svetlo adaptiranega sestavljenega oc¢esa O. nubilalis. 1pm debele, obarvane rezine z
barvilom Azur II, vklopljene v smolo Spurr. Distalno vidimo dioptriéni aparat, ki ga tvorita kornea (cornea,
C) in kristalni stozec (crystalline cone, CC). Primarne pigmentne celice s pigmentnimi zrni obdajajo
kristalne stozce. V bistrem pasu (clear zone, CZ), ki vsebuje tudi drobne distalne rabdome (rhabdom — distal,
Rh - d), vidimo sekundarne pigmentne celice s svojimi pigmentnimi zrni. Proksimalno pod rabdomi
(rhabdom, Rh), ki jih zakljuCujejo pigmentirane bazalne celice (basal cell, bc), vidimo traheole (tracheole,
tr), ki tvorijo tapetum lucidum.
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4.3 ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Preparati oci O. nubilalis, ki so bili vklopljeni v epoksi smolo Spurr, so bili slabo fiksirani
ter slabo polimerizirani, zaradi nezadostnega meSanja smole ob vklapljanju. Kljub temu
lahko na podlagi vidnih dezmosomov med fotoreceptorskimi celicami (Slika 14)
ugotovimo, da je ultrastruktura mreznice O. nubilalis zelo podobna ultrastrukturi O.
Sfurnacalis in O. scapulalis.

Kornealna lec¢a vseh treh vrst koruznih ves¢ je planokonveksne oblike in zunanji sloj je
pokrit z izrastki epikutikule, t. i. tuberkuli (corneal nipples) (slika 10B). Kornea je debela
okoli 8 um. Kristalni stoZzec ima obliko topovskega izstrelka in je sestavljen iz Stirih celic
(slika 10B). Ultra tanke rezine kristalnih stoZcev so pokazale gradient v gostoti kristalnega
stoZca, znacilen za superpozicijske oci (slika 10A).

Na elektronskih mikrografijah je jasno razvidno, da so temni vkljucki v bistrem pasu (Slika
8A) dejansko distalni deli rabdoma. Rabdom je tako v direktnem stiku s kristalnimi stoZci.
Distalni rabdom (slika 11) je manjSega premera od SirSega proksimalnega rabdoma (slika
12B). Premer distalnega rabdoma je okoli 2 do 3 um, proksimalnega rabdoma pa okoli 8
um. Proksimalni rabdom obdajajo traheole, ki tvorijo tapetum. Retinula celice v distalnem
rabdomu vsebujejo pigmentne granule, v proksimalnem delu ocesa pa jih ne zasledimo.
Tako v distalnem kot v proksimalnem delu rabdoma, fuzionirani rabdom tvori 9 do 12
retinula celic. Distalni rabdom je bolj ali manj cilindricne oblike, med tem ko ima
proksimalni rabdom v pre¢nem prerezu obliko cveta z 10-12 ven¢nimi listi (slika 12B).

Pigmentne granule se nahajajo v primarnih in v sekundarnih pigmentnih celicah. V
fotoreceptorskih celicah se pigmentne granule nahajajo samo na distalnem delu omatidija.
Povpre¢ni premer pigmentnih granul fotoreceptorskih celic je 0,54 + 0,07 (N=13),
povpre¢ni premer sekundarnih pigmentnih granul je 0,36 + 0,09 (N=13). Povprec¢ni premer
pigmentnih granul fotoreceptorskih celic je statisticno znacilno vecji od povprecnega
premera sekundarnih pigmentnih granul (p < 0,001).

Bazalna celica vsebuje pigmentne granule velike 0,2 - 0,4 um. Bazalne celice se nahajajo v
blizini bazalne lamine in k proksimalnemu rabdomu prispevajo svoje rabdomere.

Aksoni retinalnih celic potekajo skozi bazalno lamino in so obdani z velikim Stevilom
traheol (slika 13).
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Slika 10: Presevna elektronska mikrografija dioptricnega aparata omatidija svetlo adaptirane azijske koruzne
vesce, Ostrinia furnacalis (A) in evropske koruzne vesce, O. nubilalis (B). A — Pre¢ni prerez kristalnega
stozca (crystalline cone, CC), ki ga tvorijo §tiri celice (oSteviléene z 1-4). Merilce: 2 um. B — VzdolZni prerez
kornee (cornea, C) in kristalnih stozcev (CC). Gradient gostote je viden tako v kristalnem stozcu (A), kot tudi
v kornei (B). Kristalni stoZci imajo obliko topovskega izstrelka. Na kornei opazimo tuberkule (CN). Merilce:
5 pm.
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Slika 11: Presevna elektronska mikrografija pre¢nih prerezov distalnih rabdomov svetlo adaptirane azijske
koruzne vesce, Ostrinia scapulalis. Rabdom (rhabdom, Rh) tvori razli¢no Stevilo fotoreceptorskih celic
(ostevilcene z 1-12). Na sliki vidimo rabdom, ki ga tvori 10 fotoreceptorskih celic (A), 11 celic (B) ter 12
fotoreceptorskih celic (C). Ob rabdomu vidimo dezmosome (ozraceni s puscico). Merilce: 2 um.
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Slika 12: Presevna elektronska mikrografija pre¢nega prereza mreznice O. furnacalis. A — Prehod med
kristalnimi stozci (crystalline cone, CC) in distalnim rabdomom (rhabdom, Rh). Na rahlo poSevni rezini je
videti, da se distalni rabdom zacne tik pod konico kristalnih stozcev. K rabdomu na sliki prispeva 10
fotoreceptorskih celic (osteviléene z 1-10). Pigmentne granule fotoreceptorskih celic (retinal cell pigment,
RCP) so vecja od pigmentnih zrn obdajajo¢ih pigmentnih celic (pigment cell, PC). B — Proksimalni rabdom,
ki ga tvori 12 fotoreceptorskih celic (oStevilcene z 1-12) ima znacilno obliko cveta.
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Slika 13: Presevna elektronska mikrografija pre¢nega prereza proksimalnega dela mreznice O. scapulalis.
Veliko $tevilo traheol (tracheoles, tr) tvori tapetum in obdaja bazalno celico (basal cell, be) ter 11 aksonov
fotoreceptorjev (osteviléeni z 1-11). Bazalna celica vsebuje pigmentne granule. Merilce: 1 pm.

Slika 14: Elektronska presevna mikrografija pre¢nega prereza distalnega dela mreznice O. nubilalis. Zaradi
slabe fiksacije preparata smo to¢no $tevilo fotoreceptorskih celic (1-12) dolodili na podlagi dezmosomov
(oznacen z rde¢im krogom).
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4.4 REFLEKSIJA OCESA

Oko temno adaptirane O.furnacalis smo skozi objektiv mikroskopa osvetlili z ozkim
zarkom bele svetlobe z majhno aperturo in posneli asovni potek refleksije. Osvetlitev treh
faset je povzrocila nastanek odboja iz velikega Stevila neosvetljenih faset. S tem smo
potrdili, da imajo o¢i koruzne vesce superpozicijsko optiko. Ugotovili smo, da se je oko
popolnoma svetlo adaptiralo v ¢asu dobrih dveh minut.

Slika 15: Refleksija ali “Eyeshine” iz sestavljenega oCesa samca Ostrinia scapulalis, tekom 190 s
osvetljevanja o¢esa z ozkim Zarkom bele svetlobe. Zarek svetlobe vstopa v oko skozi 3 fasete (bela pika na
sredini slik). Epiiluminacija temno adaptiranega oCesa povzro¢i odboj svetlobe iz omatidijev, ki gledajo v
svetlobni zarek. Oko koruzne vesce je superpozicijsko oko, saj zarek svetlobe, ki pade le na 3 fasete,
povzro¢i refleksijo vseh omatidijev, ki so v aperturi pupile. Nekoliko temneje obrobljene fasete okoli
vstopnega zarka so bile osvetljene od strani ob preparaciji.

Iz intenzitetnega profila slike refleksije temno adaptiranega ocesa (Slika 16) smo
izracunali, da superpozicijsko vstopno pupilo tvori maksimalno 175 faset.
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Slika 16: Horizontalni profil intenzitete refleksije (slika 15, 0 s) . Prikazana je normalizirana intenziteta
posameznih faset, ki si sledijo preko eyeshina. Superpozicijsko vstopno pupilo tvori maksimalno 175 faset.

4.5 ELEKTROFIZIOLOSKE MERITVE IZ SESTAVLJENIH OCI
4.5.1 Elektroretinografske raziskave
4.5.1.1 Spektralna obcutljivost

4.5.1.1.1 Ostrinia nubilalis

Oko smo osvetljevali z izokvantnimi drazljaji svetlobe razli¢nih valovnih dolzin, med 300
do 700 nm, s 5 nm koraki. Poskus smo napravili na sedmih zivalih evropske koruzne vesce
(4 samice, 3 samci). Amplitude ERG smo z uporabo reverzne Hillove transformacije
preracunali v relativno obcutljivost.

Svetlobni bliski so povzro€ili ERG majhnih amplitud, maksimalno 4 mV kornejsko
negativne napetosti. Spektralna obcutljivost, izmerjena z elektroretinogramom, je imela
primarni vrh a v zelenem delu spektra pri ~540 nm in sekundarni vrh 3 v ultravijolicnem
delu spektra pri ~360 nm. Podatkom spektralne obcutljivosti smo prilagodili rodopsinski
nomogram (Stavenga in sod., 1993).

Povprecna spektralna obcutljivost superpozicijskih o€i sedmih zivali, izmerjena z
elektroretinogramom, je imela najve¢jo amplitudo odgovora, t.i. primarni vrh o, v zelenem
delu spektra pri 534,0 £ 0,57 nm ter manjSo amplitudo, t.i. sekundarni vrh f, pri 367,2 +
2,78 nm (N=7). Relativna amplituda vrha 3, izraCunana kot delez vrha alfa, /a=0,13.
Podatki ustrezajo modelu absorbance enega zeleno obcutljivega opsina z nekoliko
zmanjSanim beta vrhom.
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Slika 17: Povprecna spektralna obcutljivost mreznice sestavljenih o¢i O. nubilalis, izmerjena z
elektroretinogramom (N=7; 4 samice, 3 samci). Najve¢ja amplituda odgovora je v zelenem delu spektra pri
534 + 0,57 nm, manjsi sekundarni vrh  je pri 367 + 2,78 nm. Nomogram je prirejen po Stavenga in sod.,
1993. Podatke smo zdruzili za oba spola, saj nismo opazili razlik. Krozci prikazujejo srednje vrednosti,
¢rtkani Crti prikazujeta standardno napako sredine, krepka ¢rta prikazuje nomogram.

4.5.1.1.2 Ostrinia furnacalis in Ostrinia scapulalis

Oko smo osvetljevali z monokromatsko svetlobo razli¢nih valovnih dolzin, med 300 do
700 nm, z 20 nm koraki. Poskus smo napravili na §tirih zivalih O. furnacalis (2 samici, 2
samca) in §tirih zivalih O. scapulalis (2 samici, 2 samca). Amplitude ERG smo z uporabo
reverzne Hillove transformacije preracunali na spektralno obcutljivost. Svetlobni bliski so
povzrocili ERG odgovore z amplitudo ~20 mV kornejske negativne napetosti.

Povprecna spektralna obcutljivost superpozicijskih o€i Stirih zivali O. furnacalis, izmerjena
z elektroretinogramom, je imela najvecjo amplitudo odgovora, t.i. primarni vrh o, v
zelenem delu spektra pri 532,7 2,78 nm ter manjSo amplitudo, t.i. sekundarni vrh f, pri
355,6 £ 5,29 nm (N=4); razmerje /a=0,16.

Povprecna spektralna obcutljivost superpozicijskih oci stirih zivali O. scapulalis, izmerjena
z elektroretinogramom, je imela najvecjo amplitudo odgovora, t.i. primarni vrh o, v
zelenem delu spektra pri 532,3 + 2,82 nm ter manjSo amplitudo, t.i. sekundarni vrh 8, pri
358,5 = 7,85 nm (N=4); razmerje f3/a=0,38.
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Mreznica azijskih koruznih ves¢ je, tako kot evropska koruzna vesc¢a, najbolj obcutljiva na
zeleno svetlobo.

Valovna dolzina vrhov v zelenem delu spektra se med vrstami O. nubilalis, O. furnacalis
in O. scapulalis ne razlikuje. Valovna dolzina vrha v UV delu spektra pri O. nubilalis pa se
statisticno znacilno razlikuje od vrha v UV delu spektra tako pri O. furnacalis (p = 0,0013)
kot pri O. scapulalis (p = 0,0028).
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Slika 18: Povpreéne spektralne ob¢utljivosti mreznice O. nubilalis (A), O. furnacalis (B) in O. scapulalis (C)
manjsi vth v UV delu spektra. A — N=7 (4 samice, 3 samci). B — N=4 (2 samici, 2 samca). C — N=4 (2
samici, 2 samca). Podatke smo zdruzili za oba spola, saj nismo opazili razlik. Krozci prikazujejo srednje
vrednosti, ¢rtkani érti prikazujeta standardno napako sredine, krepka ¢rta prikazuje nomogram.
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4.5.1.2 Selektivna adaptacija

Oko smo selektivno adaptirali s konstantno monokromatsko svetlobo razli¢nih valovnih
dolzin (od 380 nm do 620 nm, v korakih po 20 nm). Intenziteto adaptacijske svetlobe smo
nastavili na toliko, da se je odgovor oCesa na serijo monokromatskih bliskov zmanjsal
priblizno za polovico. Hkrati smo merili spektralno obcutljivost s serijo monokromatskih
bliskov med 300 in 700 nm v 5 nm korakih. V primeru razli¢nih tipov fotoreceptorskih
celic, bi monokromatska adaptacijska svetloba selektivno zmanjSala odziv tistih
fotoreceptorskih celic, ki so najbolj obcutljive v delu spektra adaptacijskega draZljaja.
Izmerili smo amplitude ERG ter jih preracunali v spektralno obcutljivost. Selektivna
adaptacija je vselej povzroc€ila zniZzanje odziva pri valovnih dolzinah med 300 in 540 nm
(slika 19). Odziv ERG se je zmanjSal v kratkovalovnem delu spektra < 530 nm, ne glede na
valovno dolzino adaptacijske svetlobe.
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Slika 19: Spektralna obcutljivost ocesa O. nubilalis z adaptacijsko svetlobo razli¢nih valovnih dolzin. A, B,
adaptacijski drazljaj valovne do 1zine 420 nm (A) in 530 nm (B); odgovor izmerjen z ERG pri samcu. C in D,
adaptacijski drazljaj valovne dolzine 500 nm (C) in 620 nm (D); odgovor izmerjen z ERG pri samici.
Adaptacijski drazljaj tako pri samici kot pri samcu povzro¢i zmanjSanje odgovora ERG pri valovnih dolzinah
med 300 in 540 nm.
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Slika 20: Spektralna obcutljivost ofesa z adaptacijsko svetlobo razlicnih valovnih dolzin, izmerjena z
elektroretinogramom pri samici O. nubilalis. Obcutljivost je vselej normalizirana na odgovor pri 530 nm in
prikazana na logaritemski skali. Crte povezujejo diskretne vrednosti obcutljivosti, izmerjene na 5 nm
natan¢no. Pri vsaki valovni dolzini adaptacijske svetlobe pride do zmanjSanja odgovora ERG samo pri
valovnih dolzinah 300 do 540 nm, medtem ko ostaja pri valovnih dolzinah >540 nm amplituda odgovora
nespremenjena.

4.5.1.3 Intenzitetna krivulja

Meritve intenzitetne krivulje so bile potrebne za izracun spektralne obcutljivosti. Oko
koruzne vesce smo osvetljevali s svetlobnimi draZljaji razlicnih svetlobnih intenzitet, od -4
do 0 log enot (polna svetloba) v korakih po 0,5 log. Za merjenje intenzitetne krivulje smo
uporabili valovno dolzino 540 nm.

Amplitudam odgovora od izoelektricne tocke do srednje vrednosti smo racunalnisko
prilagodili parametre Hillove krivulje (» = Hillov koeficient, opisuje naklon krivulje, Vmax
= maksimalna amplitude odgovora ter Iso = jakost drazljaja, ki izzove polovico
maksimalnega odgovora). Krivuljo smo povzeli po formulaciji Mati¢a in Laughlina
(1981):

V/ Vmax=In/ (IH+I50n) cee (2)

Minimalni odgovor ERG smo zaznali pri razli¢nih svetlobnih intenzitetah, od -3,5 log do -
2 log. Nismo zabelezili razlik med spoli, torej so samci in samice enako obcutljivi na
svetlobo. Amplituda odgovora se razlikuje najverjetneje zaradi zamika preparata iz
optimalne osi ekscitacijskega Zarka.
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Slika 21: Intenzitetne krivulje (N=5; 3 samice, 2 samca) prikazujejo odvisnost amplitude odgovora ERG od
jakosti svetlobnega pulza valovne dolzine 540 nm.

4.5.2 Znotrajceli¢ne meritve

Izmerili smo signale iz 23 fotoreceptorskih celic iz sedmih osebkov vrste O. nubilalis (4
samice, 3 samci). Pozicijo elektrode v fotoreceptorski celici smo zaznali s padcem
napetosti, prisotnostjo kvantnih sunkov ter z nastankom receptorskih potencialov ob
osvetljevanju ocesa. Ko smo elektrodo vstavili v fotoreceptorsko celico, je mirovni
membranski potencial znasal med -30 in -50 mV. Maksimalni depolarizacijski odgovor
fotoreceptorjev smo dobili z osvetljevanjem z belo svelobo zarka niftega reda iz
monokromatorja.

Fotoreceptorski odgovor na razlicne jakosti svetlobe (krivulja V-log /) smo izmerili s 300
ms svetlobnimi drazljaji valovne dolzine 540 nm pri jakostih svetlobe od 0 do 4
logaritemskih enot. Pri svetlobnih bliskih Sibke jakosti (3,5 logaritemskih enot pod
maksimalno jakostjo svetlobnih draZljajev) smo lahko opazili naklju¢ne serije kvantnih
sunkov. S povefevanjem jakosti svetlobe se kvantni sunki zlijejo v gladek receptorski
potencial. Tipi¢ni receptorski potencial lahko razdelimo na tri faze: hitra depolarizacija,
plato in repolarizacija. Visina depolarizacije variira, odvisno od jakosti svetlobnih Zarkov
ter od tega ali je bil svetlobni zarek dobro fokusiran na tar¢ni fotoreceptor ali ne. Iz
amplitude receptorskega potenciala, ki smo jo graficno prikazali kot funkcijo jakosti
svetlobe in prilegli Hillovo krivuljo, smo dobili Hillov naklon, n = 1.018 + 0.565 (N=7).
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Slika 22: Receptorski potenciali O. nubilalis. Fotoreceptorsko celico smo osvetljevali s svetlobnimi drazljaji
razli¢nih svetlobnih intenzitet, od -4 do 0 log enot (polna svetloba) v korakih po 0,5 log. A, odgovor
fotoreceptorske celice na drazljaje valovne dolzine 540 nm. Jakost drazljaja nara$c¢a od spodaj navzgor. B,
odvisnost normalizirane amplitude receptorskega potenciala od relativne jakosti svetlobe. Krozci prikazujejo
amplitudo platoja signala (A), krivulja predstavlja Hillovo krivuljo z optimalnimi parametri.

Spektralno obcutljivost fotoreceptorjev smo izmerili s serijo 300 ms dolgih
monokromatskih bliskov, valovnih dolzin med 300 in 700 nm v 5 nm korakih. Amplitude
receptorskih potencialov smo z reverzno Hillovo transformacijo preracunali v obcutljivosti.
Spektralno obcutljivost smo nato opisali z modelom absorbance opsina (Stavenga in sod.,
1993). Zaradi sipanja podatkov smo uporabili parametre nomograma, ki smo jih izracunali
z ERG. Parametri se zelo dobro ujemajo (R*=0,82) Vegina fotoreceptorjev je imela vrh
obcutljivosti v zelenem delu spektra.



42

Sporar K. Barvni vid koruzne ve$ée (Ostrinia nubilalis).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2015

A

Retstivna cbéutivost

1.04
054
¥ N
' - - 00 - -
30 400 o o am 400 800 600 0
Valovna dotina [nm)

500
Valowa dottina [rm)

1.04
E 0.5
3
(4
0.0 v - - \
300 400 500 €00 To0
Valovna doiZina [nm) Valovna dolZina [nm)
104 . 204 e ‘:’:
194 3
™ /\/\\
\
T 104 “' \ l| \
| \

[ ' \

Il '\ l’ '

| \

q
/I‘ ‘\l ," s l.l\
, | \ o \
&0 00 0 100 200 300
O-m:p )

30 400 500
Valowna doiina [nm)

Slika 23: Povpreéne spektralne obcutljivosti fotoreceptorskih razredov v mreznici (N=23 celic (7 zivali, 4
samice, 3 samci)). A — Povprecna spektralna obcutljivost fotoreceptorskih celic v mreznici, z vrhom
obcutljivosti v zelenem delu spektra, pri 530 nm. N= 20 celic. B — Povpre¢na spektralna obcutljivost
fotoreceptorskih celic v mreznici, z vthom obcutljivosti v modrem delu spektra, pri 480 nm. N=2 celici.
Podatki so zdruzeni za oba spola. Nomogrami so prirejeni po Stavengi in sod., 1993. Krozci prikazujejo
srednje vrednosti, ¢rtkani €rti prikazujeta standardno napako sredine. C — Koruzne ve$¢e imajo v mreznici
sestavljenih o¢i tri tipe fotoreceptorskih celic, z vrhovi ob¢utljivosti v UV, modrem in zelenem delu spektra.
Prevladujejo fotoreceptorji z vrhom obcutljivosti v zelenem delu spektra. Posneti smo uspeli samo eno
celico, ki je imela vrh obcutljivosti v UV delu spektra, pri 360 nm. D in E — Spektralne obcutljivosti dveh
receptivnih enot, sestavljenih iz para celic, z vchom obcutljivosti v modrem delu spektra ter manj$im vrhom v
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UV delu spektra. Celica z vrhom v modrem delu spektra je bila izjemno obcutljiva na smer polarizacije
svetlobe, celica z vrhom v UV pa sploh ne. Izmerili smo spektralno obcutljivost s polarizatorjem v
horizontalni poziciji (POL H) in v vertikalni poziciji (POL V). Spektralno obcutljivost s polarizatorjem v
vertikalni poziciji smo odsteli od spektralne obcutljivosti celice s polarizatorjem v horizontalni poziciji (H-
V). S tem smo dokazali, da smo snemali spektralno obcutljivost iz dveh fotoreceptorskih celic, z vchovoma
obcutljivosti v UV in modrem delu spektra. F — Primer celice z vhom obcutljivosti v modrem delu spektra, ki
je bila izjemno obcutljiva na smer polarizacije svetlobe. Obcutljivost na polarizirano svetlobo smo posneli pri
350 nm ter pri 520 nm. Z rotacijo polarizacijskega filtra pri valovni dolzini 530 nm, se je obcutljivost
zmanj$ala za kar 250 krat, pri 350 nm pa ni prislo do sprememb v obcutljivosti.

4.5.3 Mikrospektrofotometrija absorbance zas¢itnih pigmentov

Absorbanco pigmentnih granul smo izmerili iz nepobarvanih, 1 pm debelih, pol tankih
rezin, z mikrospektrofotometrom. Absorbanco primarnih pigmentih granul smo izmerili na
podrocju okoli kristalnih stozcev, absorbanco sekudarnih pigmentnih granul pa na
podrocju bistrega pasu. Pigmentne celice vsebujejo granule s temno rjavim pigmentom, ki
deluje kot $¢it med posameznimi omatidiji in uravnava svetlobni tok na rabdomere
Sekundarni zaS¢itni pigmenti kazejo najvecjo absorbanco pri valovnih dolzinah 300 do 560
nm. Primarni in sekundarni za$¢itni pigmenti imajo najvecji u€inek v tem valovnem pasu.

= Sekundarni zas¢itni pigmenti
= Primarni za¢€itni pigmenti

0.4

0,24

Absorbanca

0,0 v v Y v "
300 400 500 600 700 800
Valovna dolZina [nm]

Slika 24: Meritev absorbance zaséitnih pigmentov na pre¢nih rezinah svetlo adaptiranega superpozicijskega
ocesa koruzne ve$e, Ostrinia nubilalis. A — Primarne pigmentne celice (PPC) obdajajo kristalne stozce
(CC), desno od njih vidimo temnej$e sekundarne pigmentne celice (SPC). 1um debele, neobarvane rezine,
vklopljene v epoksi smolo Spurr. Merilce: 20 pm. B — Absorbanca primarnih in sekundarnih pigmentnih
granul, izmerjena z mikrospektrofotometrom iz rezin v A.

4.6 ELEKTROFIZIOLOSKE MERITVE OCELOV

4.6.1 Spektralna obcutljivost

Ocel smo osvetljevali z izokvantnimi drazljaji svetlobe razli¢nih valovnih dolzin, med 300
do 700 nm, s 5 nm koraki. Poskus smo napravili na petih osebkih (3 samice, 2 samca).

Najprej smo izmerili intenzitetne krivulje, ki so potrebne za za izracun spektralne
obcutljivosti. Ocel O. nubilalis smo osvetljevali s svetlobnimi draZljaji valovne dolZzine
360 nm razli¢nih svetlobnih intenzitet, od -4 do 0 log enot (polna svetloba) v korakih po
0,5 log. Amplitudam odgovora od izoelektricne to¢ke do srednje vrednosti platoja smo
racunalniSko prilagodili parametre Hillove krivulje. Amplitude ERG smo z uporabo
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reverzne Hillove transformacije preracunali na spektralno obcutljivost. Povprec¢na
spektralna obcutljivost, izmerjena z elektroretinogramom, je imela primarni vrh pri 357
+ 0,77 nm in sekundarni vrh v UV delu spektra pri 533 + 4,06 nm (slika 25). Podatkom
spektralne obcutljivosti smo prilagodili model absorpcije dveh opsinov (nomogram
prirejen po Stavenga in sod., 1993).

Relativna obcutljivost

0,0-===

300 400 500 600
Valovna dolzina [nm]

Slika 25: Spektralna ob¢utljivost ocelov koruzne vesce, izmerjena z elektroretinogramom. KroZzci prikazujejo
srednje vrednosti, ¢rtkani ¢rti standarni napaki sredine, krepka ¢rta nomogram (N=4, 3 samice, 2 samca).
Vrhova obcutljivosti sta v UV delu spektra pri 357,0 £ 0,77 nm in v zelenem delu spektra pri 533 + 4,06
nm. Podatke smo zdruzili za oba spola, saj nismo opazili razlik. Nomogram je prirejen po Stavengi in sod.,
1993. Podatki se ujemajo z modelom absorpcije dveh opsinov.

4.6.2 Selektivna adaptacija

Ocel smo selektivno adaptirali s konstantno monokromatsko svetlobo valovnih dolZin 360
nm in 500 nm. Hkrati smo merili spektralno obcutljivost s serijo monokromatskih bliskov
med 300 in 700 nm v 5 nm korakih. Bliski so bili dolgi 200 ms. V primeru prisotnosti
razliénih tipov receptorskih celic, bi monokromatska adaptacijska svetloba selektivno
zmanjSala odziv tistih receptorskih celic, ki so najbolj obcutljive na svetlobo valovne
dolzine adaptacijskega drazljaja. Izmerili smo amplitude ERG ter jih preracunali v

spektralno obcutljivost. Adaptacija z valovno dolzino 360 nm je povzrocila manjsi odgovor
ERG v UV delu spektra (slika 26).
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Slika 26: Spektralna obcutljivost ocela samca O. nubilalis brez ter z adaptacijskim drazljajem dveh razli¢nih

valovnih dolzin (360 nm, 500 nm), izmerjena z elektroretinogramom.
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5 RAZPRAVA

5.1 MREZNICA KORUZNE VESCE IMA ZNACILNOSTI SUPERPOZICIJSKEGA
IN APOZICIJSKEGA OCESA

Zuzelke, ki so aktivne v mraku in zori, se s0ocajo s hitrimi in obseznimi spremembami v
jakosti svetlobe. Zaradi tega so izpostavljene nasprotujo¢im selekcijskim pritiskom na
njihov vidni sistem, ki na eni strani vodijo k povecanju opticne obcutljivosti ofesa, na
drugi strani pa k ohranitvi prostorske in ¢asovne locljivosti vida (Frederiksen in Warrant,
2008). Zuzelke, ki Zivijo v razmerah z malo svetlobe, imajo ve¢inoma superpozicijske o¢i.
Koruzna vesca je aktivna zvecer, zato ima ocCi prilagojene na vid v Sibki svetlobi.
Anatomska raziskava je pokazala, da imajo koruzne veSCe superpozicijski tip ocesa.
Superpozicijska optika poveca obcutljivost o¢i, toda s tem lahko pride do zmanjSane
prostorske lo€ljivosti, saj ve¢ faset prispeva k superpozicijski pupili. Posledi¢no lahko
pride do pomnozZitve opti¢nih napak posameznih faset, zato je lahko interomatidijski kot
manj$i od vpadnega kota rabdoma (Ap>>A¢) (Belusic, 2013). Efektivna apertura rabdoma
ni ve¢ vpadni kot ene fasete, temvec je vpadni kot nekaj desetih ali nekaj stotih faset. To
poveca intenziteto zbrane svetlobe za 1-3 magnitude in omogoci zuzelkam kot so vesce in
nekateri hros¢i, letenje in parjenje pozno v vecer (Land, 1997).

5.1.1 Zunanja morfologija

Oko koruzne vesce je sferi¢ne oblike in je sestavljeno iz okoli 2000 faset.

Kornealne lec¢e so pokrite s t. i. tuberkuli, ki najverjetneje ne vplivajo na vid, temvec je
njihova glavna naloga zmanjsati reflektanco o¢i in s tem predacijo (Stavenga in sod.,
2006). Poleg tega tuberkuli delujejo kot hidrofobni premaz, zato kapljice vode zdrsijo iz
ocesa (Yang, 2014). Dolgo ¢asa so menili, da so tuberkuli znacilnost nocnih metuljev in da
je njihova funkcija povecanje obcutljivosti. Pravzaprav ima veina dnevnih metuljev
reducirane tuberkule (Hesperiidae, Lycaenidae in Pieridae) ali pa le-te manjkajo
(Papilionidae) (Yack in sod., 2007). Zanimivo, ve€ina dnevnih vrst druzine Nymphalidae
ima zelo dobro razvite tuberkule. Na podlagi njihove prisotnosti torej ne moremo zagotovo
trditi da gre za no¢no zival ali lociti no¢nega od dnevnega metulja (Yack in sod., 2007).

Kotna lo€ljivost sestavljenih oc¢i je doloCena z interomatidijskimi koti, pa tudi z opti¢no
kvaliteto dioptri¢nega aparata in s premerom rabdomov. Manjsi kot je interomatidijski kot,
vecja je razdalja pri kateri lahko Zival prepozna objekte, npr. plen, predatorje ali listje. Pri
zuzelkah so interomatidijski koti veliki od ve¢ deset stopinj pri skupini Apterygota do le
0.24° pri nekaterih kacjih pastirjih, ki imajo zato najvecjo kotno locljivost. Kaze, da boljse
lo¢ljivosti ni mogoée dosedi v sestavljenih o&eh realisti¢nih velikosti. ZuZelke z razli¢nimi
zivljenjskimi slogi imajo neenakomeren vzorec interomatidijskih kotov, s t. i. akutnimi
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conami, kjer se S$tevilo omatidijev v danem kotu povefa, s Cimer se zmanjsa
interomatidijski kot (Land, 1997). Koruzna ve$¢a nima akutnih con in njen interomatidijski
kot meri 2,3°, kar je relativno malo za no¢ne metulje. Lahko je aktivna v pogojih z vec¢
svetlobe, torej v mraku, in ne le ponoci. Interomatidijski koti nekaterih drugih veS¢ merijo
npr. 3° pri Ephestia kuehniella, 3,82° pri samcih in 4,13° pri samicah Acentria ephemerella
ter 2,80° pri samcih in 3,20° pri samicah Operophtera brumata. Pri majhnih o¢eh vesce
Ectoedemia argyropeza se obcutljivost oCesa ne more povecati na rafun bistrega pasu,
temvec se poveca s povecanjem faset in s tem s povecanjem interomatidijskega kota na 8°,
s ¢imer lahko v posamezno faseto vstopi ve¢ svetlobe (Honkanen in Meyer-Rochow,
2009). Vecja svetlobna obcutljivost omogoca boljSo zaznavo Sibkega kontrasta. Oko z
vecjo svetlobno obcutljivostjo lahko razloc¢i ve¢ odtenkov sivine (Horridge, 1977).

5.1.2 Tapetum in refleksija ocesa

Prisotnost dobro oblikovanega tapetuma je tipina za superpozicijsko oko. V
superpozicijskih oc¢eh tapetum nastane z delitvijo trahej v mrezo mnogih manjsih traheol
na ravni bazalne lamine (precni tapetum) ter tako, da traheole obdajo omatidij vzdolz
rabdoma (vzdolzni tapetum). Oko koruzne veS€e ima tipi€en tapetum, znacilen za
superpozicijske oc¢i. Veliko manj obsezen tapetum lahko najdemo tudi v nekaterih
apozicijskih oceh, npr. pri kacjih pastirjih, kjer imajo traheole v tapetumu vlogo pri dihanju
in zmanjSevanju mase ocesa z velikim premerom in visoko lo¢ljivostjo (Yack in sod.,
2007).

Refleksija iz temno adaptiranega ocesa nastane, ko se svetloba odbije od sloja tapetuma.
Svetloba, ki vstopi v oko in se ne absorbira tekom prvega prehoda skozi sloj rabdomov,
dobi novo priloznost absorpcije, preden zapusti oko. Prisotnost tapetuma poveca
obcutljivost z ucinkovito podvojitvijo dolzine rabdomov in neabsorbirana svetloba, ki
zapusti oko, tvori refleksijo ocesa. Aperturo faset, ki so vkljuCene v sijaj, imenujemo tudi
superpozicijska apertura in je enaka aperturi faset, ki so zbrale svetlobo v en sam rabdom v
mreznici. Premer refleksije iz oCesa je torej enak pupili superpozicijskega ocesa in njegova
velikost je pokazatelj obcutljivosti ocesa (Yack in sod., 2007). Superpozicijska apertura
koruzne vesce obsega od 1 do 175 faset ter omogoca visoko obcutljivost in velik dinami¢ni
razpon vida v razli¢nih svetlobnih pogojih.

Obseg vzdolznega tapetuma, ki lo¢uje rabdome med seboj, v superpozicijskih oceh je
dober pokazatelj kvalitete in fokalne pozicije slike ofesa. Rabdome, ki so obdani s
traheolami do njihovih distalnih koncev, najdemo pri dnevnih superpozicijskih oceh
nekaterih vrst reda Lepidoptera in te zivali imajo ostre slike, ki se tvorijo na koncu
rabdoma (Warrant in sod., 1999). V ocesu koruzne vesce traheole ne segajo do distalnega
dela rabdoma. Kvaliteta slike je slabSa kot pri dnevnih superpozicijskih oceh, saj prihaja do
sipanja svetlobe pod ravnino fokusa. Ce traheole ne bi bile prisotne, bi se mo¢no zmanjsala
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prostorska locljivost zaradi odboja posevnih zarkov (Yack in sod., 2007). Precni tapetum
poveca obcutljivost, vzdolzni tapetum pa izboljsa loc¢ljivost o¢esa (Rochow, 2008).

Pri svetlobni adaptaciji ni priSlo do zmanjSanja premera refleksije iz o¢esa, temvec je prislo
le do manj moc¢nega sijaja. Sijaj je najvecji v centru refleksije in se zmanjSuje stran od
centra. Ce bi v otesu koruzne vesée prislo do longitudinalnih migracij pigmentnih granul
(migracije v proksimalen del ocesa), potem bi se morala refleksija ofesa in s tem
superpozicijska apertura zmanjSati. Oko koruzne vesce torej ne uravnava koli¢ine svetlobe,
ki pade na rabdom, z longitudinalno migracijo sekundarnih pigmentnih granul.

5.1.3 Dioptric¢ni aparat in fotoreceptorske celice

Kristalni stoZci in fotoreceptorske celice v vseh treh vrstah koruzne ves¢e imajo nekatere
morfoloske znacilnosti, ki so znacilne za tipi¢ne superpozicije o¢i. Kristalni stozci imajo
obliko topovskega izstrelka in imajo velik gradient lomnega koli¢nika, ki je potreben za
teleskopsko optiko superpozicijskega ocesa (Caveney in Mclntyre, 1981). Prav tako je
prisoten bistri pas med rabdomi in dioptriénim aparatom, ki je ravno tako potreben za
superpozicijsko optiko. Tretja znacilnost superpozicijskih o€i, ki jo najdemo pri koruzni
vescl, je Sirok rabdom, ki lahko sprejme veliko koli¢ino svetlobe. Dnevni metulji imajo
obicajno zelo ozke in veliko manj obcutljive rabdome, ki pogosto merijo le 1-2 um. Ker so
ti premeri podobni valovnim dolzinam svetlobe (priblizno 0,5 pum), rabdom deluje kot
svetlobni vodnik, ki §iri svetlobo v obliki valovanja (valovna optika) (Warrant in
Mclntyre, 1993). 8 um Sirok rabdom koruzne vesce pa sluzi kot svetlobni vodnik, ki Siri
svetlobo v obliki Zarkov (geometrijska optika). Cetrta znacilnost je rabdom v obliki roze,
ki so ga do sedaj nasli samo v superpozicijskih oceh. To¢en pomen te oblike do sedaj Se ni
znan (Yack in sod., 2007). Dobro razvit distalni rabdom v oceh koruzne vesce sega skozi
bistri pas, vse do dioptricnega aparata. Distalni rabdom je posebnost nekaterih
superpozicijskih o¢i (Fischer, 2012). Oc¢i koruzne veSfe imajo torej lastnosti tako
superpozicijskih kot apozicijskih o¢i, zato jih lahko uvrstimo v vmesni tip (Fischer, 2012).

Pri metuljih je dnevni nacin Zivljenja dovolil povecanje obsega distalnega rabdoma, ki ima
malo vpliva na procese temne adaptacije superpozicijskih o€i. S povecanjem velikosti oci
(ve¢ji polmer ocesa, man;jsi interomatidijski kot, daljSi omatidiji) se potreba po distalnem
rabdomu zmanjSa zaradi vecjih proksimalnih rabdomov in vecjega Stevila faset, ki
sodelujejo pri superpozicijskih procesih (Fischer, 2012). Distalni rabdomi slabo
absorbirajo diagonalno potekajoce zarke v bistrem pasu, lahko pa pri popolnoma svetlo
adaptiranemu ocesu delujejo kot svetlobni vodniki od dioptricnega aparata do
priksimalnega rabdoma in tako oko deluje kot pravo apozicijsko oko. Navzkrizno svetlobo
lahko torej absorbirajo distalni rabdomi omatidijev, ki niso v osi padajoce svetlobe ter torej
niso rabdomi centralnega omatidija. Manjsi premer distalnega rabdoma poveca locljivost
ocesa.
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Distalne rabdome lahko najdemo tudi v sestavljenih oceh s polmerom > 250 um, kjer pa ne
dosezejo taksnih razseznosti kot pri majhnih vescah. Pri vrsti Ephestia kuehniella premer
distalnega rabdoma meri manj kot 1 pm in menijo, da naj ne bi oviral superpozicijske
optike (Kunze, 1979).

Vecina zuzelk vsebuje osem ali devet retinula celic, toda doloc¢ene vrste druzine Pyralidae
imajo 9-13 retinula celic (Fischer in Horstmann, 1970; Stone in Koopowitz 1976), vrste
druzine Geometridae imajo 15 retinula celic (Meyer-Rochow in Lau 2008), pri vrstah
druzine Noctuidae najdemo 14-16 retinula celic (Horridge in sod. 1977). Dnevni metulji
imajo vecinoma 9 retinula celic (Ribi 1978). Pri metuljih so dokazali, da je deveta retinula
celica analogna mus$jemu fotoreceptorju R7 ter da se je razvila s podvojitvijo R7 iz
prvotnega vzorca osmih retinalnih celic (Friedrich in sod. 2011). Pri nekaterih vrstah
druzine Pyralidae je znano, da Stevilo retinula celic znotraj enega ocesa variira (Fischer in
Horstmann, 1970). Poleg tega znotraj enega ocCesa variira tudi Stevilo celic, ki tvorijo
kristalni stozec. Pri vseh treh vrstah koruznih ve$¢ smo nasli 9-12 retinula celic ter bazalno
celico, ki je vsebovala pigmentne granule ter prispevala svoj del rabdomere v skupen zaprti
rabdom. Fischer (2012) navaja, da je bazalna celica prisotna tudi pri izredno majhnih
vrstah ves¢, ¢eprav ne prispeva nobene rabdomere. Bazalna retinula celica je prva celica, ki
se razvije pri razvoju omatidija in se zato imenuje tudi t. i. ustanoviteljska celica
(Tomlinson in Ready 1987).

Omatidij vseh treh vrst koruzne vesce je sestavljen iz kristalnega stozca, ki sestoji iz Stirih
celic, dveh primarnih in Sestih sekundarnih pigmentnih celic ter iz 9 — 12 retinula celic;
rabdom je zaprtega tipa. Horridge (1977) je raziskoval oko vesce P. tristifica, kjer ima
omatidij 14 fotoreceptorskih celic. Tocnega razloga za vecje Stevilo fotoreceptorskih celic
ni znal pojasniti. Menil je, da se fotoreceptorske celice med seboj razlikujejo v
obcutljivosti ali pa obstaja nek drug nacin, ki je vgrajen v opticnem lobulu in zagotovi
vec¢jo vidno diskriminacijo. Domnevamo, da je pri koruzni ves¢i zgradba omatidija, ki ga
tvori naklju¢no Stevilo fotoreceptorskih celic, povezana s pridobitvijo polarizacijskega
detektorja. Barvni vid Zzuzelk temelji na strogo doloCenem vzorcu povezav med
fotoreceptorji in nevroni; aksoni celic R1-6 izhajajo iz retine, se povezujejo z
elementarnimi detektorji gibanja v lamini in so vpleteni v nastanek slike ter zaznavanje
gibanja (Belusi¢, 2011). Aksoni centralnih rabdomer (R7 in R8) pa potekajo skozi lamino,
tvorijo sinapse z nevroni drugega opti¢nega ganglija, imenovanega medula in so vpleteni v
barvni vid in v zaznavanje polarizirane svetlobe (Katz in Minke, 2009). Nekatere zuzelke
imajo na dorzalnem delu ocesa t.i. dorzalni obro€. To je regija o€esa, ki je specializirana za
zaznavo smeri polarizacije svetlobe (Land in Nillson, 2002). Koli¢ina absorbirane svetlobe
je vecja, manjsi je kot med e-vektorjem polarizirane svetlobe in osi dipola pigmentne
molekule. Molekula pigmenta torej absorbira najve¢ oziroma najmanj fotonov, ¢e je e-
vektor vzporedno oziroma pravokotno z njeno osjo dipola. Kadar osi dipolov pigmentnih
molekul v celici potekajo vzporedno z dolzino mikrovilov in so mikrovili v rabdomeri
orientirani vzporedno, potem je takSna celica selektivho vzdrazna glede na ravnino
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polarizacije svetlobe. Koruzne vesce nimajo dorzalnega obroca, temve¢ se polarizacijsko
obcutljive celice pojavljajo nakljuéno v mreznici sestavljenega ocesa. Pridobitev
polarizacijsko obcutljivih celic v mrezZnici sestavljenega ocesa je verjetno vodila v smer
pomnozitve rabdoma in Stevila fotoreceptorskih celic v omatidiju.

5.2  ELEKTROFIZIOLOGUJA

5.2.1 Elektrofiziolo§ke meritve iz mreZnice

Do sedaj Se nimamo trdnih dokazov, kdaj in kako pogosto so se razvile lastnosti, ki tvorijo
predpogoj za barvni vid, npr. prisotnost dveh razlicnih opsinskih pigmentov v dveh
razli¢nih fotoreceptorjih in z njimi povezane nevronske povezave. Jasno je, da se je barvni
vid razvil veckrat neodvisno. Dosedanji dokazi kazejo, da lahko opsine Zuzelk razdelimo v
tri razrede. Ti razredi ustrezajo opsinom vidnih pigmentov, ki absorbirajo v ultravijolicnem
(UV), modrem (B) in v dolgo-valovnem delu vidnega spektra (LW). Npr., ¢ebele imajo po
en opsin iz vsakega razreda izrazenega loceno v UV, modrih in zelenih receptorjih. Ta
osnovni vzorec pa je pogosto mocno spremenjen ravno pri metuljih, verjetno zaradi
njihovega nacina Zivljenja, ki je odvisen od sposobnosti barvne diskriminacije. OC¢i
metuljev imajo lahko tudi po ve¢ kot Sest razredov fotoreceptorjev. To deloma temelji na
Stevilnih podvojitvah opsinov. Opsini B so se neodvisno podvojili v druzinah Pieridae in
Lycaenidae, podvajanje opsinov LW je bilo ugotovljeno pri metuljih druzine Papilionidae
in Riodinidae, in podvojitve opsinov UV pri rodu Heliconius iz druzine Nymphalidae
(Wakakuwa, 2005).

Meritve ERG in znotrajcelicne meritve vseh treh vrst koruzne vesée se ujemajo z modelom
absorpcije zelenega opsina z vrhoma absorpcije pri Amax0=534 nm in Ap.xf=367 nm
(nomogram prirejen po Stavenga in sod., 1993). Rezultati so bili pri samcih in samicah
enaki. Pri vrstah iz reda Lepidoptera vecinoma najdemo vsaj dva ali tri pigmente.
Spektralna obcutljivost koruzne vesce je podobna spektralni obcutljivosti Nyctemera amica
(Erebidae) in Phalaenoides tristifica (Agaristidae). Pri vrsti P. tristifica so s selektivno

adaptacijo uspeli dokazati prisotnost UV pigmenta z vrhom pri okoli 370 nm (Horridge,
1977) (slika 28).

Jakost svetlobe se preko dneva moc¢no spreminja in zato imajo akromatski signali vecjo
informacijsko vrednost kot kromatski signali (Warrant in Nilsson, 2006). Veliko
nevretencarjev uporablja divergentne povezave posameznih razredov fotoreceptorjev za
prevajanje informacij v podsisteme vida: akromatski sistem za detekcijo kontrastov in
gibanja, polarizacijski vid, fototakso in za prikrivanje in vsa ta vedenja so lahko barvno
slepa (Warrant in Nilsson, 2006). Kot primer ¢ebele, pri katerih zaznavanje gibanja temelji
na receptorskih signalih iz zeleno obcutljivih fotoreceptorjev, polarizacijski vid temelji na
UV receptorjih, fototaksa pa temelji na vsoti signalov iz vseh receptorskih tipov (Warrant
in Nilsson, 2006). Meja uporabnosti barvnega vida je dolo¢ena z minimalno jakostjo
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svetlobe in obcutljivostjo o€i, torej s Stevilom razpoloZzljivih fotonov, ki jih vidni sistem
zazna v temotnih pogojih. V vecerni svetlobi je zaradi nizke jakosti svetlobe razmerje
signal:Sum zelo neugodno, kar omejuje barvno razlocevanje. Razmerje se izboljsa, tako da
skupine fotoreceptorjev konvergirajo na skupen nevron. Receptorski signali za
verodostojen signal konvergirajo skupaj in niso primerjani med seboj. Nocne in
globokomorske zivali rabijo dovolj obcutljive oc¢i, kar dosezejo s konvergenco
fotoreceptorjev na skupen nevron, s ¢imer pride do barvne slepote. Vecina vretencarjev
uporablja barvno slep sistem pali¢ic za vid v §ibki svetlobi in no¢ni vretencarji imajo manj
cepkov in vecje Stevilo pali¢ic, kot posledica adaptacije na njihov Zivljenjski stil.
Nevretencarji pa imajo le en morfoloski tip receptorjev za gledanje tako v svetli kot Sibki
svetlobi in no¢ne Zivali imajo manjSe Stevilo fotoreceptorskih tipov. Poleg tega lahko v
Sibki svetlobi zdruzijo signale iz razli¢nih tipov receptorjev ali pa le uporabijo akromatski
signal, ki ga posreduje najbolj obcutljiv tip receptorjev (Warrant in Nilsson, 2006).

Glede na spektralno obcutljivost imajo koruzne veSce v mreznici tri tipe fotoreceptorskih
celic, z vrhovi obcutljivosti v UV, modrem in zelenem delu spektra. Prisotnost treh
razli¢nih tipov fotoreceptorskih celic pa Se ne pomeni, da imajo razvit trikromatski barvni
vid. Celice, obcutljive v modrem delu spektra, so bile izjemno obcutljive na smer
polarizacije svetlobe, z maksimumom obcutljivosti v dorzo-ventralni osi ocesa.
Predvidevamo, da so te celice vpletene v polarizacijski vid, v zaznavanje vzorca
polarizirane svetlobe na nebu ter s tem poloZaja v prostoru ter navigacije. Celice s tako
visoko polarizacijsko obcutljivostjo niso primerne za zaznavo barv, saj bi pri njih Ze
majhne spremembe kota polarizacije svetlobe proizvedle velike spremembe odziva in s
tem laZzne barvne kontraste. Koruzne ves¢e imajo torej najverjetneje dikromatski barvni
vid, osnovan na osnovi fotoreceptorjev obcutljivih na UV in zeleno svetlobo.

Ze dva razli¢na tipa fotoreceptorskih celic pa lahko sluZita za barvni vid, sprozata razliéne
vedenjske vzorce, kot so fototaksa, iskanje partnerja ali ovopozicija. Zaznavanje gibanja je
vec¢inoma barvno slepo. Pri ¢ebelah so takSna vedenja posredovana le z inputom
receptorjev obcutljivih na zeleno svetlobo. Potrebni so vedenjski eksperimenti, da
dokazemo ali so odgovori fotoreceptorskih celic vkljuceni v sistem barvnega vida (Land in
Chittka, 2013).

Primerjali smo povpre¢ne spektralne obcutljivosti vseh treh vrst koruznih veS¢ in pri
glavnem vrhu obcutljivosti (na zeleno svetlobo) nismo opazili razlik. Ko pa smo primerjali
manjsi vth B (v UV delu spektra) O. nubilalis z O. furnacalis in O. scapulalis pa smo
opazili statisticno pomembne razlike. Razlog za razlike je veliko sipanje podatkov v UV
delu spektra ter posledi¢no slabo prileganje rodopsinskega nomograma (Stavenga, 1993).
Predvidevamo, da je vzrok razlik v B vrhu slabo nadzorovana svetlobna adaptacija, ki
ucinkuje na UV vrh. Meritve na Zzivalih O. furnacalis in O. scapulalis smo izvajali v
vecernem casu in so bile bolj temno adaptirane kot zivali O. nubilalis, pri katerih smo
meritve izvajali podnevi. Predvidevamo, da bi se  vrh pri zivalih O. nubilalis povisal, ¢e
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bi bile zivali popolnoma temno adaptirane.

5.2.2 Pigmentne granule in adaptacija

Zascitni pigmenti v oCeh nevretenCarjev uravnavajo tok svetlobe do fotoreceptorske
membrane. Pigmenti so lahko znotraj fotoreceptorskih celic, v specializiranih zasc¢itnih
pigmentnih celicah, v sloju glia celic okoli omatidijev in v epidermlnih celicah okoli o¢i. V
pigmentiranih celicah glija in epidermalnih celicah pigmentne granule sluzijo opti¢ni
izolaciji in dolocajo kotno obcutljivost in ostrino vida. Migracije za$€itnih pigmentov
lahko zoZzijo ali raz$irijo pupilo ter razkrijejo ali zakrijejo tapetum (Warrant in Nilsson,
2006).

Pri selektivni adaptaciji smo oko selektivno adaptirali s konstantno monokromatsko
svetlobo razli¢nih valovnih dolzin. V primeru razli¢nih tipov fotoreceptorskih celic, bi
monokromatska adaptacijska svetloba selektivno zmanjSala odziv tistih fotoreceptorskih
celic, ki so najbolj obcutljive v delu spektra adaptacijskega drazljaja. Selektivna adaptacija
je povzrocila znizanje odziva pri valovnih dolzinah med 300 in 540 nm pri vseh valovnih
dolzinah adaptacijske svetlobe. Razlog za znizanje odziva v UV delu spektra je absorpcija
svetlobe s pigmentnimi granulami primarnih in sekundarnih pigmentnih celicah, v zelenem
delu spektra pa je razlog manjSega odziva ERG absorpcija svetlobe s pigmentnimi
granulami sekundarnih pigmentnih celic, katerih granule absorbirajo svetlobo valovnih
dolzin do 540 nm (Slika 27).

Selektivna adaptacija z monokromatsko svetlobo ni izzvala selektivne supresije
obcutljivosti mreznice in s tem ni razkrila razli¢nih tipov fotoreceptorjev. Dopusc¢amo
moznost zelenih in UV receptorjev, ki jih zaradi delovanja primarnih in sekundarnih
pigmentov nismo uspeli prikazati. Kot primer uspesSne selektivne adaptacije vzemimo
Phalaenoides tristifica, pri kateri je spektralna obcutljivost ofesa enaka kot pri koruzni
vesci. Adaptacijska svetloba pa je selektivno zmanjsala odziv tistih fotoreceptorskih celic,
ki so najbolj obcutljive v tem delu spektra adaptacijskega drazljaja (slika 28) (Horridge in
sod, 1977).
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Slika 27: Povezava med uc¢inkom selektivne adaptacije (leva ordinata, adaptacija s svetlobo valovne dolzine
460 nm) in absorbanco primarnih in sekundarnih zas¢itnih pigmentov (desna ordinata). Pri adaptaciji se
zmanj$a odziv na drazljaj med 300 in 540 nm, kar sovpada z maksimumom absorbance pigmentnih granul.
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Slika 28: Spektralna ob¢utljivost ofesa Phalaenoides tristifica z adaptacijsko svetlobo valovnih dolzin 360 in
530 nm. Spektralna obcutljivost se spremeni pri adaptaciji z dolgo- in kratkovalovno svetlobo, kar kaze na
prisotnost zelenega in UV pigmenta. Vir slike: Horridge in sod., 1977.

5.2.3 Spektralna obcutljivost ocelov

Oceli vecine zuzelk vsebujejo dva ali tri vidne pigmente; enega z vrhom obcutljivosti v UV
delu svetlobnega spektra in dodatne pigmente z maksimalno obcutljivostjo na modro ali
zeleno svetlobo (Berry in sod., 2010). Oceli metuljev koruzne ve$¢e imajo primarni vrh
obcutljivosti v UV delu spektra (~360 nm) ter sekundarni vrh v zelenem delu spektra
(~540 nm). Podatkom spektralne obcutljivosti smo prilagodili model absorpcije dveh
opsinov (nomogram prirejen po Stavenga in sod., 1993). Oceli O. nubilalis vsebujejo dva
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vidna pigmenta, UV- in zeleno-obcutljivi opsin in imajo potencial za dikromatski barvni
vid.

Wilson (1978) je predlagal, da je obcutljivost v UV delu spektra zelo koristna za vidni
sistem zuZzelk, ki sodeluje pri dolocanju polozaja telesa, saj je kontrast med nebom in
zemljo Se posebej mocan v UV delu spektra. Poznamo vrste, ki v svojih ocelih nimajo
kratkovalovnih vidnih pigmentov, npr. no¢ni $¢urki Periplaneta americana ali Blaberus
craniifer. Pri njih so nasli le en vidni pigment z vrthom ob¢utljivosti pri 500 nm (Goldsmith
in Ruck, 1958). S¢urki niso dobri letalci, zato so morda visoko kontrastne razlike med
nebom in zemljo v UV obmocju za njih manj pomembne in njihovih oceli imajo
najverjetneje neko drugo funkcijo (Berry, 2010).

5.3 Aplikacija rezultatov

Pojavljanje in razvoj populacij Skodljivih Zuzelk lahko spremljamo z razli¢nimi pastmi, kar
sluzi dolocanju potrebe zatiranja Skodljivcev in njihove casovne opredelitve. Pri
dosedanjih feromonskih in drugih privabilnih vabah so potrebni redni terenski vizuelni
pregledi, zato je vse bolj aktualno daljinsko zaznavanje Skodljivih organizmov.

Na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Zalcu Ze veé kot 30 let
spremljajo dinamiko pojavljanja metuljev koruznih ves¢ in svetlobna vaba se je izkazala za
najbolj uspesno metodo spremljanja. V svetlobnih pasteh uporabljajo visokotlacne
zivosrebrne HBO sijalke, ki imajo izrazite emisijske vrhove v vidnem in UV delu
svetlobnega spektra. Slabost HBO sijalk je, da se lahko napajajo le iz 220V omrezja, zato
so neuporabne na vec€ini kmetijskih zemljis¢. S podjetjem Efos iz Razdrtega poskusajo
izdelati svetlobno vabo, ki bi lahko delovala na akumulatorski pogon, brez omrezne
napeljave. Gre za delta past s son¢no celico, ki napaja baterijo in tako je past na terenu
neodvisna. V pasti so lepljive plos¢e in sistem Sestih kamer, ki posnamejo posamezne
odseke lepljive plosce. Slike se preko GPRS protokola prenesejo v centralni streznik, kjer
se obdelajo in jih lahko vidimo v spletni ali mobilni aplikaciji Trapview. Za podatke o
ulovljenih Zuzelkah ni treba iti na teren, saj lahko s slik od¢itamo podatke o ulovljenih
zuzelkah (Rodi€ in sod., 2013).

HBO so se odlocili nadomestiti z belo LED sijalko, ki pa je bila popolnoma neucinkovita,
saj ni privabila nobenih zuzelk. Za pomo¢ so se obrnili na Katedro za fiziologijo,
antropologijo in etologijo Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.

Na osnovi naSih meritev smo jim svetovali, naj za izdelavo svetlobne pasti uporabijo UV
LED sijalko (slika 30).
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Slika 29: Na podlagi nasih rezultatov spektralne obcutljivost mreznice in fotoreceptorjev koruzne vesce so
Stefan¢i¢ Matej in sod. iz EFOS d.o.0. izdelali ustrezno svetlobno past z UV LED sijalko, ki uspesno lovi
metulje koruzne vesce v Casu njihovega izletavanja v hmelju ali koruzi. Avtor slike: Matej Stefancic.
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Slika 30: Spektralne lastnosti svetil, uporabljenih pri spremljanju koruzne vesce, izrazene kot odvisnost
normalizirane radiance od valovne dolzine. Svetlosiva krivulja prikazuje spekter visokotla¢ne Zivosrebrne
sijalke (HBO). Izraziti emisijski vrhovi se pojavljajo vzdolz vidnega in UV dela svetlobnega spektra. Crtkana
krivulja prikazuje spekter bele LED (W LED). Bela LED emitira svetlobo nad 420 nm in ne v UV delu
spektra. Crna krivulja prikazuje spekter UV LED (UV LED). Ta svetilka ima maksimum v UV delu spektra
pri 375 nm in njena pasovna Sirina zna$a okoli 20 nm.

Izvor podatkov: HBO, Zeiss microscopy campus; W LED in UV LED, Roithner Lasertechnik. Avtor slike:
Belusic, 2014.
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Slika 31: Ulov koruzne vesce s svetlobno vabo z zivosrebrno sijalko (HBO) v primerjavi z ulovom na vabo
Trapview z UV LED sijalkami v letu 2014. Vir podatkov: IHPS-Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo
Slovenije.

Ulov koruzne vesce je mnogo manjsi, saj predstavlja od 7,0 do 10,3 % ulova na klasi¢no
svetlobno vabo (Rak Cizej in sod., 2014). Ker pa je elektricna mo¢ LED vabe 300 krat
manj$a od mo¢i HBO sijalke, razlika med njunima uc¢inkovitostma pa je 10 do 14 kratna, je
torej izkoristek LED vabe 23 do 33 krat visji od izkoristka HBO sijalke.

6 SKLEPI

Vidni sistem koruzne vesce je sestavljen iz sestavljenih o¢i in ocelov. OC¢i odlikuje
superpozicijska optika z dobro razvitim tapetumom in z aperturo max. ~175 faset, ki se pri
svetlo adaptiranih oeh popolnoma zatemni. Omatidiji v bistrem pasu vsebujejo dobro
razvit distalni rabdom premera 1-2 mm, ki v svetlo adaptiranem ocesu najverjetneje
omogo¢a zmerno oster vid z apozicijsko optiko, omejen s sorazmerno majhnim
interomatidijskim kotom 2,3°. Zunajcelicna meritev spektralne obcutljivosti z ERG in
selektivno adaptacijo je razkrila vrh obcutljivosti v zelenem delu spektra in dodaten vrh v
kratkovalovnem delu. Vrh v kratkovalovnem delu je odvisen od ucinkovitosti, ne pa od
valovne dolzine adaptacijskega drazljaja. Znotrajcelicne meritve so pokazale, da ima
prevladujoci tip fotoreceptorjev vrh obcutljivosti v zelenem delu spektra, sekundarni vrh
obcutljivosti mreznice pa v UV delu spektra. Najverjetneje dikromatski vid in no¢ni nacin
zivljenja sta verjetno vplivala na strukturo omatidijev, ki jih sestavlja naklju¢no Stevilo 9-
12 fotoreceptorskih celic. Vid koruzne vesée je znotraj rodu Ostrinia visoko ohranjen, saj
med evropsko in dvema vrstama azijske vesce (O. scapulalis, O. furnacalis) nismo zaznali
fizioloskih in anatomskih razlik. Spektralna obcutljivost ocelov kaze dva izrazita vrhova v
UV in zelenem delu spektra pri 357 nm in 534 nm. Sklepamo, da imajo oceli dikromatski
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vid, ki ve$¢i omogoca detekcijo z zaznavo horizonta. Koruzne vesce je moc¢ uloviti s
svetlobnimi pastmi. Pri tem je Zivosrebrna sijalka ucinkovita, bela LED sijalka pa ne.
Ugotovili smo, da bela LED sijalka ne oddaja UV svetlobe. Ker gre za dikromatski sistem
iz UV in zeleno obcutljivih receptorjev, smo za privabljanje ves¢e uporabili UV LED
sijalke z vthom pri 370 nm. S tak$nimi sijalkami smo bili pri lovu koruzne vesce uspesni.
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7 POVZETEK

Raziskali smo vid treh vrst koruznih ves¢, evropske vrste Ostrinia nubilalis ter dveh
azijskih vrst O. furnacalis in O. scapulalis. Koruzne vesce povzrocajo veliko gospodarsko
Skodo v Evropi ali v Aziji in so pomembni Skodljivci predvsem koruze in hmelja. Koruzna
vesca je aktivna zvecer, zato ima oci prilagojene na vid v §ibki svetlobi.

Sestavljene oc¢i koruznih ve$¢ smo preucili pod svetlobnim in presevnim elektronskim
mikroskopom. Kristalni stoZci in fotoreceptorske celice v vseh treh vrstah koruznih ves¢
imajo morfoloske znalilnosti, ki so znalilne za tipicne superpozicije oc¢i. Ker pa je
dioptri¢ni aparat v kontaktu z distalnim delom rabdoma, kar je lastnost apozicijskih o¢i,
lahko o¢i koruzne ve$ce uvrstimo v vmesni tip med superpozicijske in apozicijske oci.
Proksimalni rabdom ima obliko cveta, kar so do sedaj opazili samo v superpozicijskih
oceh.

Spektralne obcutljivosti superpozicijskih oci in ocelov smo izmerili z elektrofizioloSkimi
metodami s ciljem, da bi izdelali ustrezno svetlobno past. Senzori¢ne lastnosti v njithovem
vidnem sistemu smo izmerili in prikazali kot zunajceli¢ni elektroretinogram (ERG), za
podrobnejso sliko pa smo opravili tudi znotrajcelicne meritve iz fotoreceptorskih celic. O.
nubilalis, O. furnacalis in O. scapulalis so najbolj obcutljive na zeleno svetlobo, s
primarnim vrhom v zelenem in sekundarnim vrhom v ultravijolicnem delu spektra.
ElektrofizioloSke meritve smo izvajali na temno adaptiranih zivalih in podatke smo
zdruzili za samce in samice. Selektivna adaptacija z monokromatsko svetlobo ni izzvala
selektivne supresije obcutljivosti mreznice, temvec je prislo do zmanjSanja odgovora ERG.
Razlog za zmanjSanje odgovora ERG je v primarnih in sekundarnih pigmentnih celicah.
Pigmentne celice vsebujejo granule s temno rjavim pigmentom, ki deluje kot $¢it med
posameznimi omatidiji in ureja svetlobni tok na rabdomere. Izmerili smo absorbanco
primarnih in sekundarnih pigmentnih celic in obmoc¢je njihove absorbance sovpada z
obmoc¢jem valovnih dolzin, kjer je priSlo do manjSega odgovora ERG. Meritve so bile
narejene na o€esu svetlo adaptirane Zivali.

Spektralna obcutljivost temno adaptiranih ocelov, izmerjena z ERG, kaze najvi§jo
obcutljivosti v UV delu spektra in manjsi sekundarni vrh obcutljivosti na zeleno svetlobo.
Domnevamo, da oceli O. nubilalis vsebujejo dva vidna pigmenta, vsakega v drugem tipu
receptorskih celic in imajo tako potencial za dikromatski barvni vid.
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