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POVZETEK

Sorodstveni odnosi med populacijami ¢loveske ribice so bili dolgo neznanka. Njeno evolucijsko zgodovino smo ugotavljali
s filogenetsko analizo zaporedij mitohondrijskih genov. Z uporabo molekulske ure smo priblizno ocenili ¢ase locitev
evolucijskih linij. Cepitve med tremi najve¢jimi kladi, iz (1) Istre, (2) Slovenije in (3) osrednjih Dinaridov ter Dalmacije in
Hercegovine so se po nasih ocenah zgodile pred priblizno 7,216 milijoni let. Klada (2) in (3) sta naprej deljena. Edinstvena
pigmentirana rasa ¢loveske ribice iz Bele krajine je del jugovzhodnoslovenskega klada. Glede na reciprocno monofilijo
geografsko ali hidrografsko loc¢enih kladov in visoke genetske razdalje, ki dosegajo ali presegajo genetske razdalje med
sestrskimi vrstami drugih dvozivk, smo identificirali ve¢ domnevno samostojnih evolucijskih linij, oziroma razli¢nih vrst
Cloveske ribice. Tudi pigmentirana ¢loveska ribica verjetno predstavlja samostojno vrsto kljub temu, da smo pri tej
populaciji zaznali precej$njo genetsko podobnost s sorodnimi belimi ¢loveskimi ribicami. Z inovativno metodo detekcije
okoljske DNA (eDNA) v podzemni vodi smo namre¢ ugotovili, da se areala ¢rne in bele cloveske ribice v Beli krajini
stikata. Ker pa doslej njunih krizancev nismo zaznali ne z genetskimi ne z morfoloskimi metodami, domnevamo, da sta
populaciji reproduktivno izolirani, kar ustreza klasi¢cnemu bioloskemu konceptu vrste. Metodo okoljske DNA ¢loveske
ribice smo uspesno uporabili tudi v izvirih Crne Gore, zunaj doslej znanega obmod¢ja njene razgirjenosti, kar predstavlja
prvo rabo te metode na kateri koli jamski zivali na svetu.

Kljuéne besede: ¢loveska ribica, evolucija, eDNA, Dinarski kras.

Voda v prevotljenem apnencu nudi domovanje Stevilnim
specializiranim zivim bitjem. Zagotovo najbolj znamenita
prebivalka kraskih podzemnih voda je ¢loveska ribica. To je
edina v Evropi ziveca dvozivka (sorodnica pupkov, moceradov,
zab in krastac), ki je prilagojena zivljenju v podzemlju. Od
njenega uradnega znanstvenega poimenovanja pred 251 leti
(Laurenti, 1768) do danes so ¢lovesko ribico opazili na skoraj
300 nahajalis¢ih — ponavadi v jamah in izvirih — vzdolz
Dinarskega krasa med So¢o v Italiji in TrebiSnjico v
Hercegovini. Izérpen pregled 250 let raziskav ¢loveske ribice
podaja Aljanci¢ (2019).

Vendar kraske vode niso povezane v neprekinjen podzemni
splet, ampak zaradi netopnih kamninskih zaplat deloma tecejo
po povrsju. Skozi geolosko zgodovino se je obmocje danasnjega
Dinarskega krasa predvsem zaradi tektonskih premikov in
klimatskih dejavnikov zelo spreminjalo, in to se dogaja Se danes.
Tudi nadzemni in podzemni vodni preplet se stalno spreminjata:
ponekod se prej locene vode s¢asoma ali nenadno zlijejo, drugje
spet presahnejo. TaksSne hidrografske spremembe lahko
prekinejo stik med prej prostorsko povezanimi osebki iste vrste.
Vsaka od teh populacij se poslej spreminja in razvija povsem
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loéeno od drugih. Ce so povezave med populacijami prekinjene
dovolj dolgo, se iz prej enotne vrste lahko razvije ve¢ novih.
Osebki tako nastalih razli¢nih vrst se ob morebitnem ponovnem
stiku navzkriZzno razmnoZujejo le zares izjemoma.

Evolucijska zgodovina vsakega organizma se odraza v
njegovih dednih lastnostih (morfologiji, vedenju, zaporedju
DNA itd.). Pri preucevanju in klasifikaciji takih vrst, katerih
razmnozevanja v naravi ni mogoce opazovati, laboratorijski
poskusi pa bi trajali predolgo, si zato pomagamo z analiziranjem
njihovih dednih lastnosti. Velika podobnost dveh ali veé
osebkov v neki lastnosti je lahko odraz njihovega bliznjega
sorodstva in nedavnega skupnega prednika ali pa, nasprotno,
podobnih zivljenjskih pogojev, v katerih so se izmed nekoc
razliénih nesorodnih pojavnih oblik ohranile le take z
dolocenimi lastnostmi. V primerjavi z genetskimi znaki je lahko
vpliv okolja na morfolo$ke lastnosti izrazitejsi in pogostejsi. Pod
vplivom enako usmerjene selekcije lahko prihaja do
konvergenc, to je do podobnih izpeljanih morfoloskih stanj, ki
izvirajo iz med seboj razlicnih predniskih stanj (vendar
konvergence niso nujno adaptivnega znacaja). Ta pojav nas torej
lahko zavede v prepricanju, da so si med seboj podobni
organizmi tudi neposredno sorodni, kar pa ni nujno res. Tudi pri
¢loveski ribici je povsem mogoce, da populacije, ki naseljujejo
med seboj lo¢ena poredja, ali ki so med seboj oddaljene nekaj
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sto kilometrov, pravzaprav sorodstveno niso tako tesno
povezane, kot domnevamo glede na njihov podoben izgled.

Kot kaze, nas je ¢loveska ribica glede tega vprasanja dolgo
Casa slepila, in sicer vsaj odkar je Leopold Fitzinger leta 1850
pod rodovnim imenom Hypochthon na osnovi morfoloskih
razlik med tedaj znanimi populacijami ¢lovesko ribico razdelil
na sedem vrst. Sodobniki Fitzingerjeve ¢lenitve niso sprejeli. Ob
tem je treba tudi poudariti, da se je v sredini 19. stoletja
Clovestvo Sele zacelo zavedati dolgega Zemljinega obstoja in
pocasnega geoloskega in klimatskega spreminjanja zemeljskega
povrsja (1830), niso vedeli za tektonske premike zemeljske
skorje (sredina 20. stoletja) in niso poznali ne evolucije
(Darwinova knjiga o izvoru vrst je izSla 1859) ne principov
dedovanja (Mendlove ugotovitve objavljene 1865, vendar
povsem neznane do zacetka 20. stoletja) in ne DNA (prvi€ so jo
izolirali 1869, kot nosilko dednega zapisa pa identificirali Sele
1943). Verjeli so, da so tako vrste kot tudi visje bioloske skupine
fiksne, produkt enkratnega nastanka neko¢ v preteklosti.
Medtem ko Fitzingerjeve ugotovitve niso bile statisticno
ovrednotene (zacetek biometrije sega v zgodnje 20. stoletje), pa
v nobeni od novejsih analiz raziskovalci na osnovi morfologije
niso uspeli zbrati dovolj trdnih dokazov, da bi ¢lovesko ribico
lahko razdelili na ve¢ vrst.

Odkritje ¢rne ¢&loveske ribice v Beli krajini leta 1986
(Aljanci¢ in sod., 1986) je sprozilo serijo multivariatnih
biometri¢nih obdelav te in belih Eloveskih ribic iz razli¢nih
koncev areala (obmocja razsirjenosti; Sket in Arntzen, 1994;
Grillitsch in Tiedemann, 1994; Arntzen in Sket, 1997; Ivanovi¢
in sod., 2013). Domnevamo, da je ¢rna ¢loveska ribica, ki po
svojem izgledu izrazito odstopa od drugih populacij, podobna
izumrlemu skupnemu predniku ¢loveskih ribic iz evolucijske
preteklosti, ko te Se niso naselile podzemlja in postale
troglomorfne. Na osnovi izrazitih razlik v morfologiji sta Boris
Sket in Jan Arntzen leta 1994 razdelila ¢lovesko ribico na dve
podvrsti: Proteus anguinus anguinus (bela ¢loveska ribica) in
Proteus anguinus parkelj (¢rna ¢loveska ribica). Ta delitev je v
veljavi Se danes.

Omenjeno analizo je spremljala opredelitev ozko sorodnih
encimov (alocimov) v nekaterih slovenskih populacijah, s
pomocjo katere sta raziskovalca skusala ugotoviti genetsko
strukturo vrste. V primerjavi vzorcev podobnosti alocimov in
morfologije sta prvi¢ pri ¢loveski ribici nakazala, da so nekatere
hidrografsko izolirane populacije, ki so si v splo$nih
troglomorfnih znakih med seboj zelo podobne, genetsko
pravzaprav precej razlicne. Verjetno je bil genski pretok med
temi populacijami prekinjen ze v povrsinskih vodah, pred
vselitvijo v podzemlje, morfoloska podobnost pa bi lahko bila
rezultat konvergentne evolucije.

Problematiko znotrajvrstnih odnosov, kjer so morfoloske
razlike ve¢inoma zelo majhne, lahko bolj zanesljivo razjasnimo
z uporabo molekulskih znakov. Ena od molekularno genetskih
metod, ki nam to omogoca, je analiza informacij v zaporedju
mitohondrijske DNA (mtDNA). MtDNA je v primerjavi z
jedrnim geni klonalno dedovana po materini liniji in je zato brez

rekombinacij, a ima visoko stopnjo mutabilnosti (pojavljanja
mutacij). Zaradi  hitre  evolucije = dolocenih  delov
mitohondrijskega genoma in enostarSevskega dedovanja lahko
za ugotavljanje sorodstvenih odnosov na ravni populacij
uporabimo mtDNA v kombinaciji z metodami, ki temeljijo na
filogenetskih konceptih. Pri tem upostevamo le znacilnosti, za
katere ugotovimo, da so izpeljane (apomorfije), za izvorna stanja
(pleziomorfije) pa velja, da ne nosijo v te namene nobene
uporabne informacije. Na ta nacin sva s Petrom Trontljem na
Oddelku za biologijo Univerze v Ljubljani pred nekaj leti
preucevala sorodstvene odnose med populacijami Eloveske
ribice s celotnega obmocja njene takrat znane razSirjenosti
(Goricki, 2006; Goric¢ki in Trontelj, 2006; Trontelj in sod., 2007;
Trontelj in sod., 2009). V ta namen sva zbrala podatke o
zaporedju nekaj manj kot Cetrt dolzine mtDNA pri skoraj 180
primerkih ¢loveske ribice.

Z analizami mtDNA sva potrdila in nadgradila, kar so
nakazali ze alocimi: izraCunala sva, da so nekatere populacije
¢loveske ribice med seboj locene ze ve¢ milijonov let (Slika 1);
domnevamo, da so podzemlje naselile lo¢eno in neodvisno ena
od druge. Bazalna logitev na tri klade (Istra, Slovenija-Italija in
Dalmacija-Hercegovina-Bosanska Krajina) bi se naj po nasih
ocenah bila zgodila pred priblizno 16 do 8,8 milijoni let. Vzrok
cepitve teh linij bi lahko bile miocenske morske transgresije, Ki
bi predniku teh kladov predstavljale migracijsko bariero. Vse od
karpatske do zgodnje-badenijske (17,3-14 milij. let) transgresije
naj bi namre¢ morje pokrivalo obmodje osrednje Slovenije
(Rogl, 1998), Istra pa bi lahko bila lo¢ena od kontinenta. Zadnja
miocenska morska transgresija naj bi po Paveli¢u (2002) to
obmocje poplavila pred 13,4 milijoni let. Tako v slovenskem kot
v juznodinarskem kladu je po naSih pribliznih ocenah do
nadaljnih cepitev pri§lo pred 5,4—4,2 milijonoma let. Cepitve
med lisko, bosansko in dalmatinsko-hercegovsko skupino bi se
lahko bile zgodile v dokaj kratkih ¢asovnih presledkih ali celo
istotasno. Casi logitev teh treh glavnih evolucijskih linij s tega
obmocja sovpadajo z domnevnim obstojem nepovezanih jezer v
mesiniju, pribl. 6 do 5,5 milijonov let nazaj (Prelogovi¢ in sod.,
1975), v katerih bi se te linije lahko loc¢ile. Konec miocena naj
bi tudi v juzni Sloveniji tektonska aktivnost povzrocila nastanek
lo¢enih jezerskih kotanj (Prelogovi¢ in sod., 1975), kjer bi lahko
prislo do diferenciacije prednikov danasnjega jugovzhodnega
(Sti¢na, Dolenjska, Bela krajina) in jugozahodnega (Pivka,
Ljubljanica, Kras) klada. Stiska linija naj bi se od drugih
populacij jugovzhodne Slovenije lo¢ila pred vsaj priblizno 3,6—
2,9 milijoni let, to pa sega Zze v obdobje, ko so se v severnem
delu Dinarskega krasa postopoma formirale prve vodne jame
primerne za naselitev jamskih vrst, ki jih poznamo danes
(Mihevc, 2007). Znotraj omenjenih samostojnih evolucijskih
linij ¢loveske ribice se nadaljnja, novejsa genetska ¢lenitev v
veliki meri, a ne povsem, ujema z danaSnjo hidrografsko
razmejitvijo njihovih arealov. V primerih odstopanj genetski
podatki morda nakazujejo na njihovo nepopolno hidrografsko
razmejitev (Habic, 1989) in obstojec genski pretok ali neodvisne
poti kolonizacije dveh porecij iz homogene izvorne populacije
(ohranitev predniskih alelov), nasprotno pa ponekod v
hidrografsko povezanih obmogjih verjetno prihaja do izolacije z
razdaljo. Veliko slabSe pa je ujemanje genetske strukture z
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morfologijo (in torej tudi s Fitzingerjevo ¢lenitvijo na vrste),
Ceprav je nekatere od teh skupin vendarle mozno dokaj dobro
razlikovati na osnovi zapletene kombinacije znakov, kot so
Stevilo in razporeditev zob, Stevilo repnih vretenc in drugih.

Ce stopnje divergence med imenovanimi sestrskimi kladi
Cloveske ribice primerjamo z razlikami v zaporedju mtDNA
nekaterih sestrskih vrst repatih dvozivk, ugotovimo, da bi te
populacije lahko predstavljale razlicne vrste, te pa so zdruzene
morda celo v razli¢ne rodove. Analiza mitohondrijskega genoma
pa ima nekaj pomanjkljivosti, zato je, kot je tudi sicer normativ
v znanosti, treba te ugotovitve preveriti Se z dodatnimi,
neodvisnimi pristopi. Danes so na voljo laboratorijske in
bioinformacijske tehnologije, ki omogocajo analizo veliko
vejega segmenta genskega zapisa, vkljucno z jedrno DNA, ki
paje pri ¢loveski ribici izredno velika in zapletena (njena skupna
dolzina je skoraj 50 Gbp, kar je 15-krat ve¢ od ¢loveskega
genoma in je eden najvecjih genomov katerega koli organizma
na Zemlji). Ta problem je nedavno uspesno zaobsla mednarodna
skupina raziskovalcev (Vords in sod., 2019) z analizo jedrnih
mikrosatelitnih lokusov, to je kratkih ponavljajo¢ih se zaporedij
DNA, pri katerih primerjamo $tevilo zaporednih ponovitev med
osebki in med populacijami. S to metodo so analizirali vzorce iz
treh geografskih obmo¢ij na Hrvaskem (Istra, Lika in
Dalmacija) ter potrdili globoko genetsko ¢lenjenost ¢loveske
ribice, ki smo jo ugotovili v analizah mtDNA. Zelo razveseljiv
je tudi podatek, da se ocena Casa bazalne cepitve na osnovi
analize mikrosatelitov (18,2-7,2 milij. let) povsem ujema z naso
oceno na osnovi mtDNA. Upamo, da bodo rezultati analiz
preostalih populacij tudi kmalu na voljo.

Ce si sedaj podrobneje ogledamo najmlajie cepitve
evolucijskega drevesa ¢loveske ribice, je najbolj nenavaden
polozaj ¢rne rase iz Bele krajine. Cepitev ¢rne in bele oblike
dolenjskobelokranjske genetske skupine bi se lahko po ocenah
hitrosti evolucije mtDNA bila zgodila sele pred kake 500.000
leti, Ceprav je mozno, da sega celo do 2,4 milijona let nazaj.
StarejSa, predpleistocenska datacija se ujema z domnevnim
zatetkom zakrasevanja na tem obmoc&ju (Radinja, 1972).
Zacetek zakrasevanja bi lahko vodil do genetske izolacije ¢rne
in bele belokranjske populacije zaradi morebitnega ¢asovno in
prostorsko lo¢enega vseljevanja v podzemlje (Sket in Arntzen,
1994). Kljub vsem dosedanjim raziskavam ¢rne ¢loveske ribice
(Bizjak-Mali in Sket, 2019) pa $e vedno ne znamo razloziti,
zakaj in kako je ¢rna ¢loveska ribica ohranila svojo prednisko
obliko, saj je po na¢inu zivljenja povsem troglobiontska (vezana
na podzemlje), tako kot vse njene bele sorodnice. V tem smislu
si veliko obetamo od primerjalnih analiz genoma in
transkriptoma  (funkcionalnih molekul RNA)
populacij.

Ugotovitev, da tudi ta izjemno redka in na videz zelo
posebna ¢loveska ribica predstavlja samostojno vrsto velja kljub
temu, da smo pri tej populaciji zaznali precej$njo genetsko

razli¢nih

podobnost s sorodnimi belimi ¢loveskimi ribicami. Pot do tega
odkritja se nam je odprla leta 2008, ko so varstveni biologi prvi¢
uspesno uporabili forenzi¢no metodo detekcije DNA v okolju
pri recentnem (danes zive¢em) vodnem vretencarju, invazivni
volovski Zabi (Ficetola in sod., 2008).
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Leta 2012 smo na pobudo Gregorja Aljancica iz Jamskega
laboratorija Tular v Kranju zaceli razvijati metodo detekcije
DNA cloveske ribice, ki jo ta, kjer je navzoca, oddaja v okolje
(Aljanéi€ in sod., 2014a,b; Stankovi¢ in sod., 2016; Goricki in
sod., 2016, 2017). Pri tem smo veliko dela opravili prostovoljno.
Metoda je Se posebej primerna ravno za ugotavljanje
razsirjenosti vrst, ki so zelo redke ali zivijo v c¢loveku
nedostopnem podzemlju. Na ta naéin je kolega David Stankovi¢
s sodelavci v vzorcih jamske in izvirske vode v Crni Gori
nakazal na moznost, da ¢loveska ribica naseljuje tudi krasko
podzemlje te drzave. Potrditev DNA ¢loveske ribice v izvirih
Crne Gore, torej moznost obstoja povsem neznanih populacij
zunaj doslej znanega obmodja razsirjenosti, predstavlja prvo
rabo metode detekcije okoljske DNA (eDNA) na kateri koli
jamski zivali na svetu. Opogumljeni s tem uspehom smo
analizirali $e ducat izvirov, vodnjakov in vodnih jam v Beli
krajini ter ugotovili, da se areala ¢rnih in belih ¢loveskih ribic
tam stikata. To pomeni, da osebki ¢rne in bele populacije preko
obcasnih podzemnih hidrografskih povezav (Habi¢ in sod.,
1990) potencialno prihajajo v stik drug z drugim. Ker pa doslej
njihovih krizancev nismo zaznali ne z genetskimi ne z
morfoloskimi metodami, domnevamo, da sta populaciji
reproduktivno izolirani, kar ustreza klasi¢nemu bioloskemu
konceptu vrste.

S temi pionirskimi raziskavami v svetovnem merilu (Culver
in Pipan, 2019) smo, upamo, dostojno obeleZili 250-to obletnico
znanstvenega opisa Cloveske ribice (1768) in hkrati 30-to
obletnico odkritja ¢rne ¢loveske ribice (1986). Slovenija v svetu
velja za zibelko speleobiologije (jamske biologije): ¢loveska
ribica iz Slovenije je bila prva znanstveno opisana jamska Zival
na svetu. Tehnologija eDNA, ki jo v lastnem podjetju v
sodelovanju s partnerskimi podjetji in inStituti razvijam $e naprej
(Gori¢ki in sod., 2018), omogoca decentralizacijo raziskav
Cloveske ribice in enakovredno vkljucitev nekraskega Pomurja
v mednarodni znanstveni ugled Slovenije na podrocju
speleobiologije. NasSe analize pomembno prispevajo k
izboljSanju razumevanja poteka evolucijskih dogodkov na
Dinarskem krasu in danasnje razsirjenosti ¢loveske ribice, zal pa
se jih Se vedno ustrezno ne upoSteva pri njenem varstvu in
ohranjanju njenega habitata.

Uvodni del tega prispevka je objavljen na https://www.e-
sticna.si/narava/cloveska-ribica/: Posebnosti ¢loveske ribice iz
Sti¢ne (dr. Spela Goric¢ki)
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Slika 1: Rekonstrukcija sorodstvenih odnosov med populacijami
¢loveske ribice in priblizne ocene ¢asa locitev linij (v milijonih
let) na osnovi molekulske ure mitohondrijske DNA (Goricki,
2004; Goricki, 2006) in mikrosatelitnih lokusov jedrne DNA
(Voro6s, 2019; v kurzivu). Cepitve izpisane na ¢rni podlagi so se
najverjetneje zgodile v povrSinskih vodah, pred vselitvijo v
podzemlje, ko je ¢loveska ribica izgledala podobno kot danasnja
pigmentirana populacija iz Bele krajine (zgoraj desno). Vse
ostale danes znane populacije ¢loveske ribice so troglomorfne
(depigmentirane in slepe). S ¢rtkano ¢rto je oznafena manj
izrazita ali zanesljiva genetska diferenciacija. Foto: Gregor
Aljanéi¢, Jamski Laboratorij Tular, Kranj
Viri
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