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Cloveska ribica pod drobnogledom

Tajda Gredar in Lilijana Bizjak Mali

Bilo je konec januarja, ko se je svet zaradi
nepredvidenega sre¢nega dogodka v Postojn-
ski jami (samicka je pricela z odlaganjem
jajéec) zalel zanimati za ¢lovesko ribico ozi-
roma mocerila (Proteus anguinus). Po stirih
mesecih razvoja zarodkov pa smo prica tudi
prvemu izleganju licink. Da je moceril zelo
zanimiva in skrivnostna jamska zival, zelo
dobro vemo raziskovalci, ki se ukvarjamo s
preucevanjem njegove specifi¢ne biologije. V
tokratnem prispevku Zelimo razkriti novej-
$e raziskave, v katerih smo pod drobnogled
vzeli mocerilove krvne celice in kromosome.

Dolo¢anje spola in kultivacija krvnih celic
Ugotavljanje spola po zunanjih morfoloskih
znakih je pri mocerilu zelo negotovo, saj ni
izrazenega spolnega dimorfizma. Samci in
samice so prepoznavni le med paritvenim
obdobjem, in sicer samci po zadebeljenem

stoku ali kloaki ter samice zaradi $tevilnih
zrelih jajéec v jaj¢nikih, ki presevajo sko-
zi tanko trebusno steno. Podatek o spolu
je kljucen za $tudij populacijske dinamike,
ugotavljanje razmerja spolov v naravnih po-
pulacijah, raziskave evolucije spolnih kro-
mosomov ter ne nazadnje za uspe$en pro-
gram razmnozevanja mocerila v ujetnistvu.
V iskanju nedestruktivne metode dolocanja
spola smo se odlocili za citogenetski pri-
stop in vizualizacijo njegovih kromosomov.
Predvidevali smo, da so spolni kromosomi
mocerila heteromorfni (velik kromosom X
in mali Y), kot je to znacilno za njegove-
ga najblizjega sorodnika nekturusa (Sessi-
ons, 1980). Nekturus ali blatni kuzek Zi-
vi v povrsinskih vodah severovzhodnega
predela Zdruzenih drzav Amerike, skupaj
z mocerilom ga uvr§¢amo v druzino mo-
Cerilarjev (Proteidae). Poleg neoteni¢nosti

Cloveska ribica ali moceril (Proteus anguinus) je endemit podzemnih voda vzdolz Dinarskega krasa. Je pomembna

krovna vrsta ter nasa neprecenljiva naravna in kulturna dediséina. Foto: D. Dalessi (Speleoloski laboratorij Oddelka za
biologijo na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani).
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in fiziolo§kih znacilnosti je obema skupno
haploidno §tevilo 19 kromosomov, pa tudi
ostale citogenetske znacilnosti. Se pred-
no smo kultivacijo mocerilovih krvnih ce-
lic uspesno optimizirali, se je pokazalo, da
so spolni kromosomi mocerila popolnoma
druga¢ni od nekturovih. Pri mocerilu spol-
ni kromosomi niso heteromorfni, pa¢ pa so
pri samcu in samici popolnoma identi¢ni.
S proganjem kromosomov se je razkril tudi
zanimiv vzorec, ki je enak vzorcu kromoso-
ma Y pri nekturu. Predvidevamo, da se je
dogodila tranzicija kromosoma Y na kromo-
som X (Sessions in sod., 2016), kar se kaze
tudi v mocerilovi specifi¢ni reproduktivni
biologiji, kot so nizko preZivetje potomcev
(Juberthie in sod., 1996), razmerje spola v
prid samicam, zastopanost jaj¢nih celic v te-
stisih (Bizjak Mali in Bulog, 2015), §tevil-
ni propadajoéi jajéni folikli v dozorevajocih
jaj¢nikih (Bizjak Mali in Bulog, 2011) in
ne nazadnje hermafrodizem, kot se je po-
kazalo pri nedavnem preudevanju morfolo-
gije gonad mocerila (Bizjak Mali, ¢lanek v
pripravi).

Za citogenetske raziskave, to je $tudij kro-
mosomov, je potreben ustrezen material, ki
zagotovi dovolj dele¢ih se celic z vidnimi
kromosomi. Pri dvozivkah za citogenetske
raziskave najpogosteje uporabljajo notranje
organe, kot so Crevesje, testisi in kostni mo-
zeg. Moceril je zakonsko zavarovana vrsta,
saj je zaradi svojih specifi¢nih prilagoditev
na jamsko okolje izredno ranljiva vrsta, po-
tencialno jo ogroza vsakovrstno onesnazenje
njenega Zivljenjskega prostora. Material za
citogenetske raziskave smo Zeleli pridobiti z
metodo, ki ne zahteva Zrtvovanja Zivali ter
je zanjo ¢im manj stresna. Odlo¢ili smo se
za povzetje metode iz Cloveske citogenetike,
kjer iz odvzete krvi vzgojijo primarno celi¢-
no kulturo krvnih celic.

Standardni postopek odvzema krvi pri dvo-
zivkah je odvzem krvi iz srénega ventrikla,
medtem ko je Zival uspavana. Kot anestetik
pri vodnih vretencarjih uporabljajo trikain

matansulfonat ali MS-222 (Ross in Ross,

2008). Iz srénega ventrikla dvozivk se od-
vzame varna koli¢ina krvi, ki je odvisna od
telesne teze zivali. Pri mocerilu smo odvze-
li majhen vzorec krvi (do 100 mikrolitrov),
saj nismo Zeleli tvegati. Poseg so vsi osebki
uspes$no prestali in hitro okrevali. Srce pri
modcerilu je vidno skozi tanko kozo, ki osta-
ja neobarvana, saj v njej ni veliko pigmen-
tnih celic ali melanofor. Slednje nam je olaj-
$alo odvzem krvi iz ventrikla.

Za vizualizacijo kromosomov je treba spod-
buditi celi¢ne delitve krvnih celic z mito-
genom, nato pa celi¢no delitev v metafazi
ustaviti z antimitotikom. Celi¢nih delitev
niso sposobne vse krvne celice, temve¢ lah-
ko z mitogenom k delitvam spodbudimo
samo limfocite. V ta namen uporabljajo mi-
togen, imenovan fitohemaglutinin ali PHA-
-M, ki je izoliran iz navadnega fizola. Prve
celi¢ne delitve limfocitov v celi¢ni kulturi
pri mocerilu nastopijo Eetrti dan, njihovo
Stevilo pa se v naslednjih treh do $tirih dne-
vih poveca. Celi¢ni cikel je pri njem izredno
pocasen. Za primerjavo lahko povemo, da
se Cloveski limfociti v zadovoljivem §tevilu
delijo Ze tretji dan kultivacije. Citogenetsko
analizo uporabljajo pri rutinskih postopkih
ugotavljanja napak na kromosomih ¢love-
Skega zarodka.

Kot antimitotik, torej molekulo, ki zau-
stavlja celi¢ne delitve, uporabljajo alkaloid
kolhicin in njegovo biosintezno predstopnjo
kolcemid, ker preprecujeta nastanek mikro-
tubulov in tako onemogocita nastanek niti
delitvenega vretena, posledi¢no se celi¢ni
cikel zaustavi v metafazi, ko so kromosomi
najbolj kondenzirani in s tem tudi najlepse
vidni.

Metodo gojenja krvnih celic mocerila smo
uspes$no optimizirali in ugotovili, da so v
primerjavi s ¢lovesko citogenetiko potrebne
mnogo vi§je koncentracije PHA-M in kol-
hicina, prav tako je izpostavitev omenjenim
kemikalijam bistveno daljsa. Tako je bila
potrebna kar 48-urna izpostavitev kolhicinu,
v ¢loveski citogenetika je potrebna le 30- do
90-minutna izpostavitev. Pokazali smo, da
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lahko pridobimo material za citogenetske
§tudije z varno metodo, ki ne zahteva Zzr-
tvovanja Zivali. Presenetljivo je tudi, da je
gojitev celic uspesno potekala pri tempera-
turi 25 stopinj Celzija, ki je bistveno vis-
ja od temperature v jamskem okolju. To je
zanimivo, saj nadi rezultati potrjujejo vecjo
temperaturno toleranco mocerila, kot se je
doslej predvidevalo. Podatek je tudi izre-
dnega pomena za vzpostavitev optimalnih
umetnih razmer za uspe$nejSo vzgojo in
razmnozevanje mocerila v ujetnistvu.

Morfologija krvnih celic

Kri in krvne celice so ob¢utljiv kazalec one-
snazenja v vodnih okoljih (Barni in sod.,
2007). Kroni¢na izpostavljenost onesnazilom
v okolju privede do sprememb v morfologiji
in delezu krvnih celic, do pojava mikroje-
der in padca proliferacije celic, do oslabitve
imunskega sistema in posledi¢no do zvisane
dovzetnosti za okuzbo s paraziti. Preucili
smo morfologijo krvnih celic mocerila in
analizirali deleZze posameznih tipov celic v
krvi. Narejena je pomembna osnova za na-
¢rtovane hematoloske $tudije. Hematoloski
parametri so pomembni kazalci fizioloskega
stanja Zzivali, z njimi lahko prepoznamo mo-

Kromosomi mocerila (Proteus
anguinus) v metafazi celicnega
cikla, ki smo jih pridobili z
metodo, povzeto po cloveski
citogenetiki. Barvano z Giemso.
Merilo = 10 mikrometrov.

Foto: Tajda Gredar.

rebitne stresne poloZaje in okuzbe, prav ta-
ko so pomembna podlaga za raziskave slabo
preucenih obrambnih odzivov mocerila na
okuzbe.

Eritrociti mocerila so med vedjimi pri vre-
tencarjih, kar se ujema z velikostjo genoma,
ki je kar 15-krat vecji od cloveskega. C-vre-
dnost, to je koli¢ina DNA v haploidnem je-
dru, izrazena v pikogramih, je pri mocerilu
48,4 pikograma (Gregory, 2001), povprecna
dolzina eritrocitov pa 53 mikrometrov. Pri
cloveku C-vrednost znasa samo 3 pikogra-
me, eritrociti pa merijo le okrog 7 mikro-
metrov.

Tako kot pri velini vretencarjev (izjema so
sesalci) imajo moderilovi eritrociti in tudi
trombociti jedro, ki omogoca sintezo belja-
kovin in prilagajanje metabolnih procesov.
V krvi mocerila so tudi $tevilne predstopnje
eritrocitov, kar kaze na to, da dozorevanje
eritrocitov poteka v krvi. To je znacilno tudi
za ostale repate dvozivke, saj v dolgih ko-
steh nimajo kostnega mozga, kjer bi sicer
predstopnje eritrocitov dozorevale.

Gojenje celic iz kos¢kov repnega tkiva
Uspesni smo bili tudi pri preliminarni kul-
tivaciji majhnega ko$cka repnega tkiva mo-



Cloveska ribica pod drobnogledom + Zoologija 403

Cerila (angl. explants) velikosti 0,5 krat 0,5
milimetra. Ze v prvem poskusu se je tkivo
pritrdilo na podlago kultivacijske plosée in
presenetljivo ohranilo viabilnost vse do 25
dni, kolikor smo ga spremljali. Po 16 dneh
kultivacije so celice pricele migrirati, pred-
videvamo, da so potekale tudi celi¢ne deli-
tve, kar moramo v nadaljevanju Se potrditi.
Glede na to, da je pri vsaki kultivaciji treba
prilagajati $tevilne parametre — temperaturo,
ozmolarnost gojis¢a, koncentracije, dolzine
inkubacij - ter da ni poznan vpliv sestavin

Kroni razmaz mocerila (Proteus
anguinus). Najvecje celice so
eritrociti, njim podoben, a manjsi

in z neenakomernim robom je
eritroblast (levo), ki je predstopnja
eritrocita. Vidni so Se limfociti (en
majhen in pet velikih) ter nevtrofilec
(skrajno zgoraj) z lobuliranim
Jedrom. Merilo = 20 mikrometrov.

Foto: Tajda Gredar.

gojisca, antibiotikov in antimikotikov, ki so
dodani goji$¢u, smo z izidom preliminarne
kultivacije nadvse zadovoljni. Na ta nacin
pridobljene celice predstavljajo nepogresljivi
material za citogenetske in druge (genetske,
biokemijske, fizioloske, toksikoloske) §tudi-
je brez poseganja v naravne populacije, kar
je Se posebej pomembno za mocerila, saj je
ranljiva in potencialno ogrozena vrsta.

" Posnetek migrirajocih celic iz koscka

o, * ’ repnega tkiva (zgoraj) mocerila
(Proteus anguinus), narejen z

S invertnim mikroskopom.

. Merilo = 100 mikrometrov.

5 Awtorica: Tajda Gredar.
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Tajda Gredar je absolventka molekulske in
funkcionalne biologije na Oddelku za bio-
logijo na Biotehniski fakulteti na Univer-
zi v Ljubljani. V okviru magistrske naloge
pod mentorstvom doc. dr. Lilijane Bizjak
Mali se je lotila zahtevne naloge optimiza-
cije kultivacije krvnih celic ¢loveske ribice.
Srednjo zdravstveno $olo Murska Sobota
je zakljucila kot zlata maturantka, nato pa
se je vpisala na $tudij biologije, ki ji je bil
pisan na kozo. Da se je med S$tudijem veli-
ko naucila in pridobila veliko izkusenj, se je
pokazalo tudi pri njenem delu v laboratori-
ju, tako za magistrsko nalogo, kot tudi pri
prostovoljnem delu, ki ji je izziv. Rezultate
svojega raziskovalnega dela je predstavila na
1. slovenskem posvetovanju mikroskopistov
v Piranu leta 2015, prav tako je soavtorica
objavljenega znanstvenega ¢lanka o gliobla-
stomu pri zarodkih cebric.

Dr. Lilijana Bizjak Mali je docentka na
Oddelku za biologijo na Biotehniski fakul-
teti na Univerzi v Ljubljani. Njeni podrogji
sta funkcionalna morfologija vretencarjev in
razvojna biologija. Raziskovalno se ukvarja
s preucevanjem bioloskih prilagoditev mo-
Cerila na jamsko okolje, osredotocena pa je
tudi na naravovarstveno problematiko za
ohranitev mocerila v njegovem naravnem
okolju. Njene raziskave so zadnjih nekaj let
usmerjene v reproduktivno biologijo mo-
Cerila, predvsem v preucevanje morfologije
gonad in zoritev spolnih celic, v preuceva-
nje spolnih kromosomov in dolo¢anje spola
ter v razvoj nedestruktivne metode doloc¢a-
nja spola. Da bo biologinja, je vedela ze kot
osnovnosolka, na $tudij biologije pa je prisla
predvsem zaradi strasti do rastlin. Med $tu-
dijem se je odlocila za ekolosko usmeritev,
nato pa je diplomirala iz popolnoma morfo-
loske teme pod mentorstvom prof. dr. Bo-
risa Buloga. V skupini prof. dr. Buloga je
tudi ostala kot stazist asistent in od takrat
dalje se njena Zivljenjska pot prepleta s pre-
ucevanjem skrivnostne jamske dvozivke, kar
ji je v velik izziv in veselje.
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Slovaréek:

C-vrednost. Kolicina DNA v haploidnem genomu
organizma, izrazena v pikogramih.

Citogenetika. Studij kromosomov.

Eritrociti. Rdece krune celice.

Levkociti. Bele krune celice.

Mitogen. Molekula, ki spodbudi celicno delitev oziroma
mitozo.

Proliferacija celic. Razmnozevanje celic s celicnimi
delitvami.

Trombociti. Krvne ploscice, pomembne za strjevanje
kroi.

Viabilnost celic. Delez Zivib celic.
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Zgodbe o mocvirnicah —

rod (genus) Epipactis (prvi del)

Matej Lipovsek

Raznolikost pri mocvirnicah iz rodu Epipac-
tis ni nenavadna. Odstopanja v morfoloskih
lastnostih nekaterih vrst so tako ocitna, da
ne moremo govoriti o mocvirnici v oZjem
pomenu vrste - sensu stricto (s. s.). To velja
predvsem za mnoge neopredeljene mocvir-
nice, ki so podobne Sirokolistni mo¢virnici
(Epipactis helleborine). Takino morfolosko
odstopajoco mocvirnico uvr§¢amo v obli-
kovni krog izhodi$¢ne Sirokolistne mocvir-
nice (Epipactis helleborine s. s.) in jo opre-
delimo kot $irokolistno mocvirnico v $irsem
pomenu — sensu lato (s. L.), torej Epipactis

helleborine s. 1.

Morfoloske raziskave teh mocvirnic so po-
kazale, da posamezne taksone ne moremo
oznaditi le kot variabilne ali kot podvrsto
izhodis¢ne mocvirnice. Poimenovanje ne-
katerih mocvirnic iz oblikovnega kroga si-
rokolistne mocvirnice je zato olajsalo pre-
gled v sistematiki, a ob tem so vendar ostali
pomisleki o utemeljenosti poimenovanja.
V botani¢nih kljuc¢ih razli¢nih avtorjev ne
vidimo dosledne hierarhi¢ne opredelitve.
Nekatere mocvirnice so oznacene kot svoja
vrsta, te iste pa drugje kot podvrsta ali pa
le z oznako Epipactis helleborine s. 1. Hel-
mut Presser, avtor knjige Orchideen (Presser,
2002), na primer sploh ne omenja mocvir-



