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Pri morfometri¢ni analizi skeleta ¢rnega mocerila (Proteus anguinus parkelj) smo
preizkusili klasicne in sodobne tehnike, ki omogocajo raziskave na skeletnem
sistemu. Preizkusili smo klasi¢no metodo presvetljevanja tkiv ter sodobni metodi
magnetno resonanco (MRI) in racunalnisko tomografijo (CT). Pri uporabi
presvetlitvenih tehnik smo kosc¢ene elemente obarvali z alizarinom ter jih tako
napravili bolje prepoznavne in dobili jasnejsi vpogled v skeletne elemente lobanje,
oplec¢ja in okol¢ja ter v Stevilo in obliko repnih vretenc pri ¢rnem mocerilu. Z
metodo racunalniSke tomografije smo izdelali tridimenzionalne modele okostij
mocerilov, ki so omogo¢ili podrobnejsi vpogled v obliko lobanjskih kosti, kos¢ene
elemente oplecja in okol¢ja ter obliko in Stevilo vretenc v posameznih regijah
hrbtenice. S pomoc¢jo omenjenih modelov smo izmerili in ovrednotili vecje
lobanjske kosti, glavne elemente visceralnega skeleta, propodialna elementa
humerus (nadlahtnica) in femur (stegnenica) ter vsa vretenca, razen najmanjSih
repnih vretenc. IzraCunani korelacijski koeficienti so potrdili naSo hipotezo, da so
izmerjeni elementi skeleta (kondilo-bazalna dolzina, dolzina nadlahtnice in
stegnenice) v pozitivni linearni odvisnosti glede na telesno dolzino ¢rnih mocerilov.
Prav tako smo s pomoc¢jo CT-posnetkov dolo€ili prostornino kalcija (Ca) v kostnem
tkivu mocerilov. Na podlagi priCujocega vzorca statisticno znacilne razlike v
prostorninah Ca med pigmentirano in nepigmentirano podvrsto mocerila nismo
ugotovili. Magnetna resonanca se ni izkazala za tako uspesno metodo, kot smo
sprva pricakovali. Tridimenzionalnega modela okostja iz nastalih slik ni bilo
mogoce izdelati.



v

Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razlicnimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

DN
DC
CX

AU
AA
PP
PB
PY
TI

DT
NO
LA
AL
AB

KEY WORDS DOCUMENTATION
Dn

591.485:57.08:597.92(043.2)=163.6

morphometric analysis/skeletal system/black olm (Proteus anguinus
parkelj)/clearing and staining method/computed tomography/magnetic resonance
imaging

CENTRIH, Tina

BULOG, Boris (mentor)

SI-1000 Ljubljana, Vecna pot 111

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Biology

2011

MORFOMETRIC ANALYSIS OF THE SKELETAL SYSTEM OF THE BLACK
OLM (Proteus anguinus parkelj) USING VARIOUS METHODOLOGICAL
APPROACHES

Graduation Thesis, University studies

XVIIL, 118 p., 8 tab., 117 fig., 3 ann., 41 ref.

sl

sl/en

For the morphometric analysis of the skeletal system of the black olm we applied
traditional and modern techniques which enable the study of the skeletal system.
Methods we applied where the clearing and staining method (CS) and the modern
techniques of magnetic resonance imaging (MRI) and computed tomography (CT).
With CS we cleared the bodies of black specimens and stained the bones with
alizarin. This allowed us to achieve a detailed view of the bony elements of the
skeletal system. With images acquired with CT we constructed three-dimensional
models of olm skeletons. These models provided a detailed view of the skull, the
pectoral and the pelvic girdle and the form and number of vertebrae. Using these
models we were able to measure the larger bones of the skull, the bony elements of
the splanchnocranium, the propodial elements humerus and femur and all the
vertebrae, except for the smallest caudal vertebrae. Statistics confirmed our
hypothesis that the measured elements of the skeletal system (the condilo-basal
length and the length of humerus and femur) showed a positive linear correlation in
comparison to the body length of the black olms. We also used CT images to
examine the calcium (Ca) content in the bone tissues of the examined olms. On the
basis of our sample, statistically significant differences in Ca content between the
black and the white subspecies were not found. MRI has proven not to be as
successful as initially expected. Three-dimensional models of the skeleton could
not be made from the resulting images.
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1 UVOD

Cloveska ribica (Proteus anguinus) je edini jamski vretenéar v Evropi. Poznamo dve
podvrsti ¢loveske ribice. Crni moderil (Proteus anguinus parkelj) je pigmentirana podvrsta
moéerila, ki Zivi le v podzemlju v 0Zji okolici Crnomlja in je belokranjski endemit (Bulog
in Sket, 2004). Pigmentirana podvrsta je bila kmalu po odkritju delezna vecje pozornosti in
opravljene so bile raziskave, ki so med drugim vkljucevale primerjavo razlicnih
morfometri¢nih parametrov, med katerimi so bile tudi primerjave elementov okostja med
belo in ¢rno podvrsto. Pri tem je bil zajet le manjsi vzorec ¢rnih zivali. Kasneje so bile
raziskave na mocerilu usmerjene predvsem na preucevanje funkcionalno morfoloSkih
znacilnosti prebavnega trakta, Cutilnih organov ter oogeneze in nadaljnje analize na skeletu
niso bile opravljene (Bizjak-Mali, Bulog 2004; Bulog 2007; Prelovsek, Bizjak-Mali, Bulog
2008; Schlegel, Steifartz, Bulog, 2009; Bizjak-Mali, Bulog 2010).

Morfometri¢ne podatke o skeletu so v preteklosti pridobivali s klasi¢nimi metodami, kot so
izolacija okostja in priprava barvnih preparatov. Dandanes nam racunalniska tehnologija
omogoca nacine osnovne anatomske analize, ki ne zahtevajo zrtvovanja zivali in zahtevne
izolacije organov. S pomocjo tridimenzionalne rekonstrukcije lahko rekonstruiramo
posamezne kosti ali celotno okostje ter na ta nacin pridobljeni tridimenzionalni objekt v
virtualnem prostoru vrtimo v vseh smereh, ga ogledujemo z vseh perspektiv ter s pomocjo
ustrezne programske opreme tudi izmerimo izbrane morfometricne parametre. Pri
morfometri¢ni analizi skeleta ¢rnega mocerila smo se odlocili za souporabo tako klasi¢nih
presvetlitvenih metod kot sodobnih racunalnisSkih tehnik. Z njihovo primerjavo zelimo

ugotoviti, ali so primerne in kako dobre rezultate nam lahko zagotovijo.

Sodobni metodi magnetna resonanca (MRI) in racunalniSka tomografija (CT) sta zelo
uporabni predvsem zaradi neinvazivnosti, torej za preiskavo ni potrebno zrtvovati. To je Se
posebej uporabno pri morfometri¢nih raziskavah na okostju strogo zavarovane vrste, kot je
¢rni moceril, katerega velikosti populacije Se ne poznamo in je Stevilo osebkov,
namenjenih raziskavam ustrezno majhno. Pricakujemo, da bi z uporabo teh metod uspesno

fotodokumentirali in izmerili posamezne dele okostja pri ¢rnem mocerilu.
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Z uporabo klasicnih in sodobnih metod za preucCevanje skeleta ter s Stevilcno vecjim
vzorcem pigmentiranih Zivali Zelimo ponovno ovrednotiti in dopolniti ze obstojeca

dognanja o skeletu ¢rnega mocerila.

1.1 CILJI DIPLOMSKEGA DELA

0 Predvidevali smo, da bomo s pomocjo uporabljenih metod dobili natancnejsi
vpogled v zgradbo posameznih skeletnih elementov glave, ople¢ja in okolcja ter
Stevilo repnih vretenc pri ¢rnem mocerilu.

0 S pomocjo racunalniSke tomografije smo nameravali pridobiti podrobnejse
morfometricne podatke o dimenzijah posameznih kosti ter njihovih razmerjih v

povezavi s telesno dolzino zivali.

0 S pomocjo statisticne analize smo nameravali ugotoviti, ali obstaja statisticno
znacilna odvisnost med dolZinami posameznih kosti ter velikostjo Zivali.

0 S pomocjo racunalniske tomografije smo nameravali izmeriti vsebnost kalcija v
kostnem tkivu, tako pri pigmentirani kot pri nepigmentirani podvrsti mocerila.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

0 Predvidevali smo dolocene specificne razlike v morfometricnih znakih skeleta
glave in skeleta trupa znotraj ¢rne podvrste glede na velikost Zivali oz. njihovo
starost.

0 Predvsem smo pricakovali specificne morfometri¢ne razlike v razmerju dolZine in

Sirine skeleta glave in dolzine skeleta trupa ter repa.

0 Predvidevali smo, da se bodo dolzine izbranih kosti vecale z nara$cajoco telesno
dolZino zivali.

0 Analiza z racunalniSko tomografijo naj bi posredovala natancnejSe podatke o
Stevilu trupnih in repnih vretenc, ki bi jih primerjali z dosedanjimi analizami.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CLOVESKA RIBICA (Proteus anguinus)

Cloveska ribica, tudi moceril ali proteus (Proteus anguinus), Zivi v podzemnih vodah
Dinarskega krasa od porecja reke Soce pri Trstu v Italiji, prek juzne Slovenije in
jugozahodne Hrvaske do hercegovsko-¢rnogorske meje (Sket, 1993; Sket, 1997).
Uvrsc¢amo jo med dvozivke (Amphibia), in sicer med repate krkone (Urodela) in v druzino
mocerilarjev (Proteidae). Je edina vrsta evropskih jamskih repatih dvozivk in najopazne;jsi
troglobiont. Je dinarski endemit, a tudi relikt nekdaj splosno razsirjene favne (Bulog, 1994;

Bizjak-Mali, Bulog 2004; Bulog 2007; Prelovsek, Bizjak-Mali, Bulog 2008).

Za razvoj &loveske ribice je znadilna pedomorfoza. Zivali spolno dozorijo, do preobrazbe
pa ne pride. Mladostni znaki se ohranijo celo Zivljenje. Pri odraslem osebku se ohranijo
zunanje Skrge, Skrzne reze in koZza z mnogimi znacilnostmi li¢inke. Za nepigmentirano
podvrsto mocerila so znacilne nekatere splosne troglomorfne znacilnosti, kot so zakrnele
o€, depigmentirana koza, specializirana cutila, podaljSani posamezni telesni deli, poCasen
metabolizem in majhna potreba po hrani, odpornost na stradanje ter dolga zivljenjska doba

(Bulog in sod., 2002b; Bizjak-Mali, Bulog 2004).

2.1.1 Evolucija

Stevilna in obsezna subtropska terciarna jezera na sedanjem dinarskem ozemlju je
poseljevala bogata favna dvozivk. Med njimi je morala biti tudi danasnjemu ¢rnemu
mocerilu podobna vrsta. Ko se je ozemlje zacelo zakrasevati in so tako nastale jame in
jamske vode, je ta pramoceril uspel prodreti v podzemlje in se prilagoditi tamkaj$njim
razmeram. S postopnim poslabSanjem razmer v povrSinskih habitatih so se ohranile le v

jamah zivece populacije in tako je moceril postal le jamska zival (Sket, 1993; Sket, 1997).
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Genetske raziskave pri mocerilu kazejo, da se je moceril razcepil na niz nekoliko razli¢nih
ras (morda pa celo vrst) Ze v povrSinskih rekah in jezerih v pliocenu. Ob napredujo¢em
zakrasevanju so se populacije razsirile tudi v podzemeljske vode, njihovi povrSinski deli pa
so izumrli. Danes so populacije morfolosko zelo podobne, kar je verjetno posledica
prilagajanja na podobne razmere v okolju. Njihovo naseljevanje v podzemlje je nedvomno
potekalo loceno, saj zivijo v biogeografsko lofenih obmo¢jih, ki med sabo nimajo
podzemeljskih vodnih povezav. Da je danaSnji vzorec razsirjenosti predvsem posledica
geografskih in klimatskih sprememb v preteklosti, dokazuje tudi dejstvo, da se razsirjenost
ujema z razSirjenostjo drugih jamskih organizmov, npr. jamske kozice (Troglocaris), ki

imajo popolnoma drugaéno ekologijo (Sket, 1993; Sket, 2007; Goricki, 2006).

Rezultati biokemijske analize nekaterih slovenskih populacij (Sket in Arntzen, 1994) in
geografsko obsirnejSe analize mitohondrijske DNA so pokazale, da skupina populacij bele
podvrste ni monofiletska. Z analizo zaporedij mitohondrijske DNA so ugotovili, da je
moceril globoko genetsko diferenciran. Vrsto sestavlja vsaj Sest loc¢enih kladov, ki
pripadajo geografskim obmoc¢jem Istre, Like in Gorskega Kotarja, Dalmacije in
Hercegovine, Bosanske krajine, jugozahodne Slovenije in jugovzhodne Slovenije, katere

del je tudi ¢rna podvrsta (Goricki, 2006).

Biokemijske analize so pokazale, da so dolenjski beli mocerili tesneje sorodni s ¢rnim, kot
so med seboj beli moéerili iz Dolenjske in Notranjske. Crni mogeril je tako le populacija iz
dolenjske skupine, ki je najverjetneje zaostala v prilagajanju na jamsko okolje (Goricki,

2006; Bulog, 2007).

2.1.2 Crni mo&eril (Proteus anguinus parkelj)

Crni mogeril (Proteus anguinus parkelj) je podvrsta mocerila, ki Zivi le v podzemlju v ozji
okolici Crnomlja in je belokranjski endemit. Prvi¢ so ga nasli leta 1986 ¢&lani Instituta za
raziskovanje krasa, ko so preucevali vodo iz kraskega izvira Dobli¢ice na Dolenjskem

(Bulog in Sket, 2004). Vecje Stevilo raziskav na ¢rnem proteusu je bilo opravljenih po letu


http://sl.wikipedia.org/wiki/Dolenjska
http://sl.wikipedia.org/wiki/Notranjska
http://sl.wikipedia.org/wiki/Populacija_(biologija)
http://sl.wikipedia.org/wiki/%C4%8Crnomelj
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1990, saj je bilo v tem ¢asu odkrito drugo nahajalis¢e pigmentirane podvrste mocerila v

blizini JelSevnika (Sket in Arntzen, 1994).

Crna in bela ¢loveska ribica se med seboj jasno razlikujeta po zunanji morfologiji, pa tudi
po drugih znakih. NajocitnejSa razlika je pigmentirana koza, po kateri je podvrsta dobila
tudi ime. Hrbet in boki ¢rne ¢loveske ribice so temni, pri nekaterih osebkih temno rjavi, pri
drugih pa skoraj popolnoma ¢rni z vijoli¢astim nadihom. Gobec je sajasto ¢rn, okoncine pa
svetlejSe s temnim vzorcem. Melaninski pigment se nahaja v pigmentnih celicah,
melanoforah v usnjici koze. Glava ¢rnega mocerila je krajSa, a enako Siroka kot glava
belega mocerila. Opazne so izrazitejSe izbokline na glavi, ki so posledica mo¢neje razvitih
&eljustnih migic. Stevilo zob je manjse kot pri nepigmentirani podvrsti. Trup je daljsi z
vec¢jim Stevilom trupnih vretenc. Vretenca sama so nekoliko robustnejsa, a ne toliko kot pri
drugih repatih krkonih. Rep in oba para okoncin so krajsi kot pri belem mocerilu. O¢i pri
¢rnem mocerilu so bolj razvite, pri odraslih osebkih dva- do Stirikrat vecje od oc¢i belega
mocerila, a vseeno sorazmerno drobne v primerjavi z drugimi dvozivkami. Razlika je tudi
v senzitivnosti nekaterih ¢util. Zvoc¢na valovanja pod vodo ¢rni mocerili zaznavajo ravno
tako dobro kot beli in se orientirajo po zemeljskem magnetnem polju (Bulog, 1994; Bulog

in Schlegel 2000; Bulog, 2007; Schlegel in sod., 2009).

2.1.3 OgrozZenost in varstvo

Ogrozenost jamskih biotopov je povezana z onesnazenjem povrSinskih voda na kraSkem
svetu. S ponikalnicami pritekajo v podzemno okolje industrijsko in komunalno onesnazene
vode, zaradi Cesar so jamske zivali Zivljenjsko ogrozene (Bulog in sod., 2002a). K
polnjenju kraskih vodnih rezervoarjev in vnasanju onesnazil veliko prispevajo ponikajoci
povrsinski vodotoki, ki so zelo obcutljivi na kakr$no koli onesnazenje. Med suho sezono
povrSinski vodotoki pogosto presahnejo, v podzemeljskih vodah pa se odplake
skoncentrirajo. Kompleksno pretakanje podzemeljskih vod tako prispeva k redéenju kot
tudi razsirjanju onesnazenja z enega zaris¢a (Sket in Velkovrh, 1981). Z industrijsko in
komunalno onesnazenimi vodami prihajajo v podzemlje strupene in nevarne snovi, kot so

umetna gnojila, pesticidi, kovine in drugi onesnaZevalci. Ve€inoma gre za kemijske snovi,
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ki se le pocasi, ¢e sploh, razgrajujejo z naravnimi procesi. Te snovi so za ziva bitja
toksicne, Ce se akumulirajo v vecjih koli¢inah (Bulog in sod., 2002a). Za obstanek Zivljenja

v vodotoku niso pomembne le povprecne koncentracije posameznih onesnazevalcev,

........

Zivljenje v podzemlju je ¢loveski ribici vtisnilo zna¢aj prave jamske Zivali. Pogoje za
uspesno zivljenje najde le v okolju, na katerega je dobro prilagojena. Povecana
onesnazenost njenega zivljenjskega prostora z nevarnimi in strupenimi organskimi snovmi
ter kovinami pa je zanjo lahko usodna. Cloveska ribica Zivi ve¢ deset let (do 100 let) in je
zato lahko izpostavljena stresom, ki jih povzro¢i morebitna spremenjena kakovost voda in
jamskih usedlin. Na povecano koncentracijo kovin se lahko odzove z njihovim
prekomernim kopicenjem v tkivih oziroma organih, kar lahko resno ogrozi njen obstoj

(Bulog in sod., 2002a).

Na ravni Evropske unije za ¢lovesko ribico velja Direktiva o ohranjanju naravnih habitatov
ter prosto ziveCih rastlinskih in zivalskih vrst. Odvzem ali zadrzevanje osebkov sta
dovoljena le pod strogo nadzorovanimi pogoji in v omejenem Stevilu, ki ga dolocijo
pristojni drzavni organi. Pri delu z osebki te vrste veljajo predpisi iz Pravilnika o uvrstitvi
ogrozenih rastlinskih in Zivalskih vrst. Clovesko ribico uvri¢amo na rde¢i seznam, njene
habitate pa v slovenski del omrezja Nature 2000 (Uradni list Republike Slovenije, 2002).
Moceril je uvrscen tudi v dodatek II in IV Habitatne direktive EU (92/43/EEC) in uvrscen

na rdeci seznam [UCN (International Union for Conservation of Nature).

2.2 SKELET DVOZIVK

2.2.1 Splo$ni pregled skeletnih elementov pri dvozivkah

NajstarejSe raziskave na dvozivkah so prav gotovo grobi in podrobni morfoloski opisi
posameznih organov oziroma celotnih organskih sistemov. Opazovanje in opisovanje

morfoloskih znacilnosti je bilo v€asih osnovno gonilo, ki je pripomoglo k razumevanju
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poteka filogenetskega razvoja preucevane vrste. Morfologija izbrane vrste nam pove, v
kaksni interakciji je organizem s svojim okoljem in kako je nanj prilagojen (Duellman in

Trueb, 1986).

Morfologija vrste oziroma njen gradbeni nacrt je rezultat vecgeneracijske interakcije
predstavnikov vrste z izbranim Zivljenjskim okoljem. Osnovna skeletna zgradba je pri
danes zivecih redovih dvozivk (Anura, Urodela, Ceacelia) v osnovi podobna. Vendar so v
gradbenih nacrtih posameznih redov razlike, ki so nastale kot posledica prilagajanja
dvozivk na razli¢na zivljenjska okolja. Skeletni sistem odraslih dvozivk lahko razdelimo v

tri enote: kranialni skelet, osni skelet in skelet okoncin (Duellman in Trueb, 1986).

Kranialni skelet (lobanja in visceralni skelet) je pri dvozivkah kompleksna enota okostja.
Lobanja dvozivk je glede na prvotno labirintodontno lobanjo mo¢no modificirana. Lobanja
je sploscena, Stevilo elementov nevrokraniuma in dermokraniuma pa je reducirano.
Nevrokranium ostaja vecinoma hrustancen. Kosti, ki obkrozajo orbito so reducirane, prav
tako pa se izgubijo elementi temporalne regije. Hiobranhialni aparat je del visceralnega
skeleta. Lezi na dnu ustne odprtine med parno mandibulo (spodnja ¢eljust) in ople¢jem ter
sluzi kot strukturna opora jeziku. Sestavljajo ga hioidni lok in ve¢ branhialnih lokov. Ima

pomembno vlogo pri dihanju in prehranjevanju dvozivk (Duellman in Trueb, 1986).

Osni skelet ali hrbtenica je toga, vendar fleksibilna vzdolzna os, ki daje oporo glavi,
okon¢inam in notranjim organom ter sluzi kot zaScita za hrbtenjaco. Hrbtenica je pri
razlicnih vrstah dvozivk sestavljena iz razlicnega Stevila vretenc. Vsako vretence je
sestavljeno iz centralnega dela (centruma), ki je cilindricne oblike, in razli¢no oblikovanih
stranskih izrastkov. Dorzalno so names¢eni nevralni loki z nevralnimi trni. Zigapofize so
parni izrastki trupnih vretenc in omogocajo omejeno dorzi-ventralno fleksijo hrbtenice
trupne regije. Lo¢imo pre- in postzigapofize. Diapofize ali transverzalni izrastki so
namesSceni lateralno in sluzijo za pripenjanje miSic ter kot vezavna mesta za rebra.
Hrbtenico dvozivk lahko razdelimo v Stiri osnovne regije: vratno, trupno, krizno ter repno

regijo (Liem in sod., 2001).
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Oplecje in okol¢je skupaj s pripadajo¢imi udi predstavljajo skeletne elemente okoncin.
Tako oplecje kot okol¢je sta vezana na hrbtenico, kosti udov pa se pripenjajo na omenjena
obroca. Oplecje lezi neposredno za glavo in je sestavljeno iz treh parnih kosti: scapula
(lopatica) s ploscato suprascapula, coracoid (korakoid) ter procoracoid. Scapula in coracoid
v predelu stika sestavljata fosso glenoidalis ali mesto za sklepno vezavo sprednje okoncine.
Okol¢je je nameSceno ob koncu trupa in je povezano z edinim sakralnim vretencem.
Sestavljeno je iz treh parnih kosti: ilium (¢revnica), ischium (sednica) in pubis (sramnica),

ki v predelu stika tvorijo acetabulum za vezavo stegnenice (Duellman in Trueb, 1986).

Okonline so sestavljene iz petih osnovnih segmentov. V distalni smeri si sledijo
propodialni elementi, epipodialni elementi, mesopodialni elementi, metapodialni elementi
ter falange. Pri vseh dvozivkah sta propodialna elementa humerus (nadlahtnica) in femur
(stegnenica). Epipodialna elementa, ki sledita nadlahtnici, sta radius (kozeljnica) in ulna
(podlahtnica), stegnenici pa tibia (golenica) in fibula (mecnica). Mesopodialni elementi, ki
oblikujejo zapestje in glezenj, so sestavljeni iz vecjega Stevila manjSih kosc¢ic. Dlani in
podplate sestavljajo metapodialni elementi ali metakarpalne kosti. Najbolj distalni deli

okoncin, torej prsti, pa so sestavljeni iz falang (Liem in sod., 2001).

2.2.2 Skeletne posebnosti repatih dvozivk in mocerila

Za razliko od brezrepcev (Anura) in sleporilov (Ceacelia) so repate dvozivke (Urodela)
prepoznavne po vitkem telesu, Stirih okoncinah, repu ter znacilni hoji. Lobanja vecine
repatih dvozivk je obokana, ozka ter ima ve¢ povezav s hrbtenico (4), kot je to znacilno za
ostale dvozivke (2). Najvec¢ skeletnih posebnosti najdemo pri vodnih predstavnikih repatih
dvozivk, med katere uvr§€amo tudi ¢lovesko ribico. Pogosto je posledica vodnega nacina
zivljenja redukcija skeletnih elementov, predvsem na skeletu okon¢in (Duellman in Trueb,

1986).
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Slika 1: Skelet repate dvozivke (http://www.arthursclipart.org/skeletons/skeletons/salamander.gif).

Lobanje repatih dvozivk so kompaktnejSe od lobanj ostalih dvozivk. Kranialna arhitektura
je raznolika in prilagojena kopenskemu ali vodnemu nacinu zivljenja. Dermalne kosti
strehe so majhne in jih je malo. Temporalne fose so odprte, orbite so velike, podroc¢je okoli
dermalne kosti nasale pa je Sibkeje obokano. Maksilarni lok je nepopoln, nevrokranium pa
je slabo razvit (Duellman in Trueb, 1986). Dolivo-Dobrovolsky (1926) v svojem delu
navaja, da je za mocerila znacilna ozka, nekoliko podolgovata lobanja z vecjim Stevilom
hrustan¢nih elementov. Predstavnikom druzine mocerilarjev (Proteidae) manjkajo
dermalni skeletni deli: nasale, prefrontale in maxilla (Celjustnica). Avtor prav tako opaza,
da sta za predstavnike mocerilarjev znacilni lobanjski strukturi pterygopalatinum in
opisthotic (okostelina). Pri mocerilarjih je pterygopalatinum prisoten vse Zivljenje, pri
ostalih druzinah repatih dvozivk pa med metamorfozo izgine. Po navedbah Dolivo-
Dobrovolskega gre v primeru prisotnosti pterygopalatinum ter visokega deleza hrustan¢nih
struktur na lobanji cloveske ribice za jasne embrionalne znake, ki potrjujejo dejstvo, da

ima moceril znacilnosti urodelske larve.

Slika 2: Lateralni pogled na lobanjo mocerila (Dolivo-Dobrovolsky, 1926).
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Pri vecini repatih dvozivk je zgornja Celjust sestavljena iz spredaj leZece premaxilla
(predceljustnica), ki je lahko parna ali ne, ter zadaj lezeCe maxilla (Celjustnica). Parno
premaxilla najdemo pri ¢loveski ribici. Pri vecini repatih dvozivk maxilla predstavlja
lateralni del zgornje Celjusti, pri mocerilu pa je reducirana. Spodnja celjust je pri repatih
dvozivkah sestavljena iz dveh dermalnih kosti in Meckelovega hrustanca. Pri mocerilu sta
to dentare in angulare. Obdajata Meckelov hrustanec, ki je na prednjem delu pokostel in
kot tak tvori spoj med mandibulama. Kost spodnje ¢eljusti, na kateri so namesceni zobje, je

dentare. Pri mocerilarjih je to najvecja kost spodnje Celjusti (Duellman in Trueb, 1986).

Oblika visceralnega skeleta pri repatih dvozivkah je raznolika. Kljub raznolikostim med
posameznimi druzinami repatih dvozivk pa je osnovna zgradba visceralnega skeleta
podobna. Pri vecini odraslih repatih dvozivk je wvisceralni skelet sestavljen iz
mandibularnega in hioidnega loka ter treh do petih branhialnih lokov. Prvi visceralni lok je
mandibularni lok ali spodnja Celjust, kamor sodi tudi Meckelov hrustanec kot jedro
spodnje Celjusti in sklepna vezava z zgornjo Celjustjo. Drugi visceralni lok je hioidni lok, ki
lezi neposredno za spodnjo celjustjo. Sestavljen je iz dveh elementov, krajSega
hipohialnega elementa, ki se veZze na sprednji del prvega basibranhialnega neparnega
elementa, in daljSega ceratohialnega elementa, ki je namesScen dorzilateralno. Osrednji
ventralno leze¢i podolgovati neparni elementi visceralnega skeleta so t. 1. basibranhialni
elementi, na katere so pri¢vrSceni ostali deli visceralnega skeleta. Za neotenine repate
dvozivke, med katere sodi tudi Cloveska ribica, je znacilno, da imajo dva osrednja
longitudinalna elementa. Pri mocerilu je basibranchiale I koS¢en, basibranchiale II pa
hrustancen. Neposredno za hioidnim lokom je names¢enih pet parov branhialnih lokov, ki
tvorijo tretji, Cetrti, peti, Sesti in sedmi visceralni lok. Vsak branhialni lok sestavljata parni
ceratobranhialni in epibranhialni element. Prvi in drugi branhialni lok imata dobro razvita
oba omenjena elementa. Prvi branhialni lok (= tretji visceralni lok) tvori ventromediano
tudi povezavo z osrednjima basibranhialnima elementoma. Pri mocerilarjih so peti, Sesti in
sedmi visceralni lok (= tretji, Cetrti in peti branhialni lok) reducirani, saj ceratobranhialni

elementi povsem manjkajo, ohranjeni pa so le epibranhialni elementi (Wischnitzer, 1993).



11
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

‘/EM

// \E\—— Dentary bone "

;A—J-—Spr‘emaf bone
Angular bone ; Mandibular arch
\ Meckel’s

e / cartilage

N en
Hyoid { Hypohyal cartffage='- .
£ / £ A st }Basfbfaﬁi?hfa" cartifages

arch |\ Ceratohyal carr.-)‘age
2nd

o ?-- : STt }Cerarobranchfa! cartilages
f.: gf/ ";;\\v L T 2nd
&u rfl U ?% s 1st
L~ 2nd } Epibranchial cartilages
3rd

Slika 3: Ventralni pogled na visceralni skelet nektura (Wischnitzer, 1993).

Visceralni skelet repatim dvozivkam omogoca, da lahko stegnejo jezik in ga tako
uporabljajo za lov. Zaradi takSnega nacina prehranjevanja repate dvozivke nimajo posebej
izoblikovanih ¢eljusti in zob, zato pa imajo toliko bolje razvita ¢utila, s katerimi zaznavajo
svoj plen. Navadno so pri njih dobro razvit vid ter voh, sluh pa je v primerjavi z brezrepci
mnogo slabse razvit (Duellman in Trueb, 1986). Tudi tukaj je moceril posebnez.
Pomanjkanje svetlobe in s tem povezano nezmoznost uporabe vida za orientacijo
kompenzira z drugimi cutili, ki so bolje razvita kot pri dvozivkah, ki zivijo v povrSinskih
okoljih (Schlegel in sod., 2009). Neproporcionalna rast glave, ki se kaze predvsem v
mocno podaljSanem sprednjem delu, verjetno predstavlja prilagoditev za zivljenje v jamah.
Podobno nesorazmerno podaljSanje glave je ugotovil tudi pri ameriskih repatih dvozivkah,
ki zivijo v jamskem okolju. Na povecanem sprednjem delu glave so namrec stratesko
razporejeni mehano- in elektroreceptorni ¢utilni organi pobocnice (Isteni¢ in Bulog 1984;

Bulog 2007, Schlegel in sod., 2009).

Hrbtenico repatih dvozivk lahko razdelimo na $tiri med seboj slabo diferencirane regije, t.j.
vratno, trupno, krizno in repno regijo. V vratni regiji je le eno vretence — t. i. atlas, ki ne
nosi reber. Za razliko od ostalih dvozivk je atlas pri repatih krkonih z glavo povezan preko

stirih sklepnih povezav in ne zgolj preko dveh, kot je to znacilno za ostale dvozivke. Atlas
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je na prednjem delu oblikovan tako, da tvori sklepno povezavo z lobanjo preko dveh
jamicastih sklepov (kondilov), ki tvorita sklep s parnima izrastkoma ocipitalne kosti
lobanje. Preostala spoja sta nameScena ventro-mediano. Trupna regija lezi med atlasom in
kriznim vretencem. Stevilo vretenc v tej regiji se pri repatih dvozivkah giblje od 10 do 60
vretenc. Odvisno od podvrste pri mocerilu v tej regiji najdemo od 29 do 35 vretenc. Za
vretenca te regije je znacilno, da so si med seboj precej podobna. So amphicelna in imajo
znacilno obliko pescene ure. Krizno vretence je pri vecini repatih dvozivk zgolj malo vecje
trupno vretence s transverzalnimi izrastki, ki skupaj z rebri v tem delu podpirajo medeni¢ni
obroC. Odvisno od vrste repatih dvozivk se Stevilo vretenc v repni regiji giblje od 20-100
vretenc. Za vretenca v tej regiji je znacilno postopno manjSanje zigapofiz in transverzalnih
izrastkov. Vsa repna vretenca nosijo na trebusni strani konicaste izrastke, t. i. hemalne
loke, ki tvorijo kosceni kanal za kavdalno potekajoce arterije in vene (Duellman in Trueb,
1986). Pri mocerilu imajo repna vretenca znacilne konicaste, trikotno oblikovane nevralne
trne. Repna vretenca se postopno manjsajo vse tja do 24. oziroma 27. vretenca. Tem nato

sledi od 3 do 7 kon¢nih vretenc, ki so povsem brez izrastkov (Sket in Arntzen, 1994).

Ramenski obro€ repatih dvozivk je v ve¢ji meri hrustancen in ne vsebuje kosti dermalnega
nastanka. Dorsolateralno nameSc¢ena kost je scapula in je kos¢ena, nad njo leZeci spoj, tako
imenovana suprascapula, je hrustan¢na. Scapula se stika z ventralno leZe¢im korakoidom
in procoracoid. Kos¢ena dela korakoida in procoracoid skupaj z lopatico tvorita sklepno
jamico za humerus. Anteriorni del procoracoid je tako kot vecji del korakoida hrustancen.
Sternum (prsnica) je pri vseh repatih dvoZivkah v celoti hrustanen (Duellman in Trueb,
1986). Pri proteju je vecinski del ople¢ja hrustancen. Samo manjsi del lopatice je kos¢en in
ima znacilno palicasto obliko (Herre, 1935). Prednje okoncine so sestavljene iz
proksimalno lezece nadlahtnice ter distalno namescene kozeljnice in podlahtnice. Epifizni
deli kosti obi¢ajno niso pokosteneli. Stevilo mesopodialnih elementov je reducirano,
preostali pa so hrustan¢ni. Obi¢ajno so prisotni Stirje metakarpalni elementi, ki so povezani
s Stirimi prsti. Metakarpalni elementi ter prsti pa so v celoti hrustan¢ni. Pri mocerilu je to
Stevilo zmanjSano na tri (redukcija 4. in 5. prsta). Medeni¢ni obro¢ je sestavljen iz
puboischiatne plosce ter dorzalno namesScene parne Crevnice, ki se z dorzalno stranjo
pritrja na krizno vretence. Ventralno je vsaka od Crevnic spojena s posteriornim delom

sednice in anteriornim delom sramnice. Skupaj tvorijo acetabulum, sklepno jamico za
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vezavo femurja. Pri mocerilu je vecinski del okol¢ja hrustan¢en. Zgolj manjsi del ¢revnice,
sednice in acetabulum je koSCen. Femur se z medeni¢nim obroem spaja v predelu
acetabulum. Golen sestavljata golenica in mec¢nica. Vecina mezopodialnih elementov je
reduciranih, tisti deli, ki pa so Se prisotni, pa so v celoti hrustan¢ni. Obi¢ajno so prisotni
Stirje metatarzalni elementi, povezani s petimi prsti. Pri mocerilu je Stevilo metatarzalnih
elementov in prstov §e mocneje reducirano, saj imajo na zadnjih okonc¢inah le dva prsta.

Pri tem gre najverjetneje za redukcijo 3., 4. in 5. prsta (Duellman in Trueb, 1986).

2.2.3 Zgodovinski pregled raziskav na skeletu mocerila

Moceril je bil prvi¢ omenjen v velikem delu Janeza Vajkarda Valvasorja Slava vojvodine
Kranjske (1689). Da gre za jamsko zival, so spoznali, ko ga je JerSinovi¢ von Loewengrif
leta 1797 nasel v Crni jami. Tako je bil moceril prepoznan kot prva specializirana jamska

zival (Sket, 1993; Sket in Arntzen, 1994).

Po prvem znanstvenem opisu ¢loveske ribice (Laurenti, 1768) je bila ta v znanstvenih
krogih deleZna precej$njega zanimanja. Ze leta 1837 je Hoffmann v svoji razpravi
vkljuceval izsledke o okostju ¢loveske ribice. Parker in Wiedersheim sta leta 1877 prvic
opisala razlike in podobnosti v zgradbi lobanje med mocerilom in njemu sorodnem
nekturu. Velik korak v preucevanju in opisovanju lobanje belega mocerila je s svojim
delom opravil Dolivo-Dobrovolsky leta 1926 ko je svojo razpravo obogatil z velikim
Stevilom natan¢no izrisanih risb (Herre, 1935). Herre se je v svojem obseznem delu leta
1935 poglobil v skeletne razlike med mocerilom in nekturom ter tako poskusal dokazati
sorodstvene vezi med omenjenima predstavnikoma in fosilnimi ostanki nekdaj zivece vrste

repate dvozivke, ki jo je poimenoval Palaeoproteus klatti.

V novejSem obdobju so bile raziskave na mocerilu usmerjene predvsem v preucevanje
funkcionalno morfoloskih znadilnosti cutilnih organov, za katere so raziskovalci
predvidevali pomembno cutilno vlogo v podzemnem vodnem okolju, preucevanje
prebavnega sistema ter oogeneze (Bulog, Schlegel 2000, Bizjak-Mali, Bulog 2004; Bulog
2007; Prelovsek, Bizjak-Mali in Bulog 2008; Schlegel in sod., 2009; Bizjak-Mali, Bulog
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2010). Istocasno so potekale tudi okoljske raziskave, predvsem na tistih mestih, kjer je bil
moceril zaradi onesnazil najbolj ogrozen (Bulog in sod., 2002; Bulog 2007; Pezdirc in sod.
2011). Po odkritju ¢rnega mocerila (leta 1986) so se zaradi vprasanja o taksonomskem
statusu vrste zopet pojavile raziskave, ki so med drugim zahtevale tudi analizo skeletnih
elementov. Tako sta Sket in Arntzen v raziskavi leta 1994 prvic¢ opisala razlike v dolo¢enih
skeletnih elementih med pigmentirano in nepigmentirano podvrsto mocerila. Nekatere

elemente skeleta je v sklopu morfometri¢nih meritev zajela tudi S. Gori¢ki v svojem delu

leta 2006.

Sket in Arntzen (1994) sta v raziskavi poleg zunanjih morfoloskih razlik in biokemijske
analize prvi¢ opisala razlike v doloCenih skeletnih elementih med pigmentirano in
nepigmentirano podvrsto mocerila. S pomoc¢jo preparatov in rentgenskih posnetkov sta
ugotavljala obliko lobanje in lobanjskih kosti, Stela vretenca od lobanje do zadnjih okoncin

ter opazovala obliko repnih vretenc.

Procmeaillore

semmems PTOC. O4TERdERY

- Denteta

-s Vomar

vemmmans Lig.prarmasillo-autorbitols
s Oanif. Irebeculos anl.

[ Biigio[uD
-e101p080 ]

Ll

Parietale
Pataguadiotum

aopagipuowody By L.,

wrroged-oly 671
(3

cases Tocl Interoccipilafe

... Condylus oceiplialis
. Osslf. oplsiholica

o esecean Carntobrenchiale II
wrmseeeCeratobranchisle t]

Slika 4: Lobanji ¢rnega (levo) in belega (desno) mocerila (Sket, 1994).
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Njune ugotovitve kazejo, da sta si lobanji ¢rnega in belega mocerila precej podobni,
razlikujeta pa se v razmerjih. Nevrokranium je pri pigmentirani podvrsti nekoliko Sirsi.
Prav tako so pri ¢rnem mocerilu ploske lobanjske kosti (parietale, frontale in premaxilla)

nekoliko krajSe in SirSe v primerjavi z lobanjskimi kostmi nepigmentirane podvrste.

Rezultati njune raziskave so pokazali, da se podvrsti znacilno razlikujeta v Stevilu trupnih
vretenc, saj je za nepigmentirano podvrsto znacilnih od 29 do 32 trupnih vretenc, pri ¢rnem
mocerilu pa je ta stevilka nekoliko visja, saj je obi¢ajno Stevilo vretenc v tej regiji med 34
in 35. Trupna vretenca so si tako pri ¢rnem kot pri belem mocerilu precej podobna med
seboj in se po dolzini bistveno ne razlikujejo. Repna vretenca se postopno manj$ajo in
imajo znacilne konicaste, trikotno oblikovane nevralne trne. Repna vretenca se postopno
manjsajo vse tja do 24. oziroma 27. vretenca. Tem nato sledijo Se najmanjSa vretenca repne
regije, ki so povsem brez izrastkov. Pri belem mocerilu je Stevilo le-teh v povprecju

nekoliko vecje kot pri ¢rnem.

Slika 5: Zadnja kavdalna vretenca pri ¢rnem (a) in belem (b, c) mocerilu (Sket in Arntzen, 1994).
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2.3 PRESVETLITVENE TEHNIKE

Mnogo znanstvenih raziskav v biologiji zahteva podrobne podatke o zgradbi okostja. V
veliko pomo¢ pri tovrstnem raziskovanju so tako imenovane presvetlitvene tehnike v
kombinaciji z diferencialnim barvanjem, ki omogocajo vpogled v razvojne procese,
razporeditev in celotni ustroj okostja zivali v intaktnem telesu (Hanken in Wasserung,

1981).

Pred uvedbo presvetlitvenih tehnik so raziskave, povezane s preucevanjem zgradbe in
razvoja skeleta, temeljile na mikroskopskih tehnikah, ki so vkljuc¢evale tehni¢no zahtevno
in Casovno zamudno metodo izdelave serijskih rezin. Zaradi vse vecjih potreb v
primerjalnih analizah skeleta na razlicnih vretencarskih skupinah se je s€asoma razvila
metoda, ki je v kombinaciji z diferencialnim barvanjem omogocila celosten vpogled v
razvojne procese in zgradbo vretenCarskega skeleta. S hitrim in ucinkovitim
presvetljevanjem zivalskih teles in socasnim diferencialnim barvanjem kosc¢enih in
hrustan¢nih elementov je bilo mozno pripraviti veliko Stevilo osebkov v sorazmerno
kratkem casu, kar je omogocilo natan¢no analizo skeleta tako pri Se razvijajoCih se

zarodkih kot tudi pri odraslih osebkih (Hanken in Wasserung, 1981).

Danes poznamo veliko razlicnih tehnik presvetljevanja. V vecini primerov gre za
prilagojene razli¢ice prvotne metode, ki jo je leta 1897 prvi uvedel Schultze v raziskavah
na okostjih ¢loveskih zarodkov. Schultze je prvi predstavil uporabo kalijevega hidroksida
in glicerina v tehnikah presvetljevanja. Vsaka presvetlitvena tehnika, ki vkljucuje uporabo
kalijevega hidroksida, je izpeljanka osnovne Schultzejeve metode. Osnovna metoda po
Schultzeju (1897) temelji na odstranjevanju koznih pigmentov v preparatu s pomocjo
vodikovega peroksida, ultravijoli¢ne svetlobe ali drugih belilnih sredstev ter razbarvanju
mehkih tkiv s pomocjo alkalne raztopine in glicerina. So€asno poteka barvanje koScenih

elementov s pomocjo selektivnih barvil (Dwight Davis in Gore, 1936).

Pomembno spremembo k prvotni Schultzejevi metodi je leta 1905 uvedel Lundval. Kot

novost je predstavil uporabo barvila alizarin za barvanje koSCenih elementov v



17
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

presvetljenih preparatih. Po izsledkih raziskave se je omenjeno barvilo izkazalo kot najbolj
ucinkovito za barvanje skeletnih elementov, saj je kazalo izredno selektivne lastnosti do
vezave s kalcijem, ki ga v veliki meri najdemo v vretenCarskih kosteh (Dwight Davis in

Gore, 1936).

Prvotno so bile presvetlitvene tehnike v kombinaciji z diferencialnim barvanjem
namenjene raziskavam, ki so preucevale razvoj in zgradbo skeleta ¢loveskih zarodkov.
Sele kasneje se je njihova uporaba pojavila pri raziskavah na Zivalih. Posebej koristna se je
izkazala pri preucevanju okostij manjSih vrst vretencarjev, kjer so preparacije koScenih

elementov zaradi majhnosti kosti zelo tezavne (Dwight Davis in Gore, 1936).

Po navedbah Dwight Davisa in Gora (1936) ter Greena (1952) je metoda presvetljevanja
zelo ucinkovita pri raziskavah na okostjih razlicnih vretencarskih skupin. Po njihovem
mnenju je bistvena prednost tehnike v barvanju celega skeleta, ki poteka v
neposkodovanem telesu osebka in tako omogoca, da pri tem ne izgubimo posameznih
manj$ih koS¢enih elementov. Verjetnost, da napacno dolo¢imo kosti, je tako minimalna. Z
uporabo barvila naredimo kosti bolje vidne, zaradi selektivne lastnosti barvila pa
zagotovimo prepoznavnost tudi najmanjsih koS¢enih elementov znotraj samega skeletnega
sistema (Dwight Davis in Gore, 1936). Tak nacin predstavitve okostja dopusca malo
moznosti za napacno interpretacijo kos¢enih elementov in omogoc¢a enostavno primerjavo
posameznih skeletnih delov ali celotnih okostij. Velika uporabnost presvetlitvenih tehnik
se kaze tudi v njihovi veliki prilagodljivosti, saj so z manjSimi spremembami uporabne za

vse vretencarske skupine (Green, 1952).

Green (1952) je mnenja, da je metoda Se posebej primerna za preucevanje kosti manjSih
vretencarskih vrst, kot so dvozivke in ribe, saj lahko opazujemo natancno lego Se tako
majhnih skeletnih elementov, kot so metatarzalni in metakarpalni elementi okoncin.
Posamezne skeletne elemente lahko po konc¢anem presvetljevanju enostavno lo¢imo od
preostalega skeleta in jih tako natan¢neje preuc¢imo. Kot navajata Dwight Davis in Gore
(1936), je velika prednost te metode tudi njena izredno hitra izvedba ter enostavna priprava

veCjega Stevila preparatov hkrati. Tako je uporaba te metode idealna pri Studijah
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primerjalne narave, kjer moramo preuciti ve¢je Stevilo osebkov v sorazmerno kratkem

casu.

Dwight Davis in Gore (1936) navajata, da se kljub prosojnosti okoliskega tkiva vsi deli
okostja ne razlocijo enako dobro. Z metodo presvetljevanja obicajno dobimo zelo dober
vpogled v elemente osnega skeleta in kosti okoncin, elementi lobanje pa so obi¢ajno slabse
vidni. Razlog je v veliko kompleksnejsi zgradbi same lobanje in prisotnosti organov, kot so
jezik in ocesna zrkla, ki s svojo debelino in strukturo zakrivajo kos¢ene elemente glave.

Zadovoljive rezultate dobimo s predhodnim odstranjevanjem teh tkiv.

2.4 TRIDIMENZIONALNO MODELIRANIJE

Ljudje smo vizualna bitja in opazovanje strukture nam poda bistvene informacije o
predmetu, ki ga preu¢ujemo. Nas svet je tridimenzionalen in navajeni smo gledati zunanje
povrsine struktur. Tako si vc€asih tezko oblikujemo predstavo o tridimenzionalnem

predmetu, ¢e imamo pred seboj samo njegove dvodimenzionalne prereze (Russ, 1999).

Prav zaradi tega ker tezko raziskujemo tridimenzionalno strukturo na podlagi
dvodimenzionalnih podob, so se razvile mnoge tehnike, ki omogocajo prikaz
tridimenzionalne strukture. Poznamo direktne in indirektne tehnike. Pri direktnih tehnikah
vse potrebne informacije za rekonstrukcijo strukture zberemo naenkrat (3D tomografija,
magnetna resonanca), pri indirektnih pa najprej zberemo informacije o dvodimenzionalni
sliki ter jih naknadno sestavimo v tridimenzionalne modele (2D tomografija, histoloske

rezine, rentgen) (Russ, 1999).

Tridimenzionalni modeli, narejeni s pomocjo direktnih ali indirektnih tehnik, se tako
pogosto uporabljajo pri poucevanju in razli¢nih bazi¢nih ter klini¢nih raziskavah (Cavey in
sod., 1993). Omenjeni modeli navadno sluzijo tudi kot osnova za razvoj atlasov, ki

prikazujejo anatomijo manjsih laboratorijskih Zivali (Dogdas in sod., 2007).
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Tomografija je vsaka metoda, ki s pomocjo matemati¢nih modelov iz serije projekcij
rekonstruira strukturno informacijo objekta. Tovrstne metode poznamo predvsem kot
diagnosti¢na orodja v medicini in veterini. To so: rentgen in racunalni$ka tomografija (X-
zarki), magnetna resonanca (magnetno polje) in ultrazvok (zvocni valovi). Te metode s
pomocjo absorpcije ali odboja razlicnih Zarkov merijo gostoto ali kompozicijo elementov.
Iz dobljenih podatkov s primerno ra¢unalnisko obdelavo nato sestavimo 3D sliko objekta

(Russ, 1999).

2.4.1 Magnetna resonanca

Magnetna resonanca izhaja iz magnetnih lastnosti jedra atoma. Nukleoni (protoni in
nevtroni) so delci, ki sestavljajo jedro atoma. Ce si nukleone predstavljamo kot majhne
klasi¢ne dipole, ki se vrtijo okoli svoje osi, lahko razlozimo le del pojavov v zvezi s
slikanjem z jedrsko magnetno resonanco. Za razlago principov magnetne resonance
moramo upostevati, da v jedru veljajo zakoni kvantne mehanike. Nukleoni v jedru so
nosilci jedrskega spina. Spin je fizikalna koli¢ina, katere lastnosti ni mogoce izpeljati iz
klasi¢ne fizike in je sorazmeren z magnetnim dipolnim momentom delca. Spinsko Stevilo
nam pove, v katerih energijskih stanjih se lahko nukleoni nahajajo v magnetnem polju.
Pojav magnetne resonance je mozen samo v jedrih, kjer je skupni magnetni moment
razli¢en od 0. To se lahko zgodi v jedrih, kjer je Stevilo nukleonov liho (Demsar in sod.,

1996).

Magnetna resonanca deluje na osnovi interakcije med zunanjim magnetnim poljem in
jedrom atoma, ki ima svoj spin. Tega doloCa zgradba atoma in vsak element v periodnem
sistemu z izjemo argona in cerija ima vsaj en izotop, ki ima spin. V naravi je najbolj pogost
proton vodika, ki ima svoj spin in je navadno osnova za magnetno resonanco. Je tudi
sestavni del molekule vode in mascob, ki primarno sestavljajo vsako zivalsko telo (Brown

in Semelka, 2003).
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V moc¢nem magnetnem polju se jedra usmerijo s poljem ali nasproti polja. Ti dve stanji
imata razli¢no energijsko stanje. Magnetno-resonancni eksperiment naredimo tako, da
dovedemo energijo s pravo radiofrekvencno frekvenco, ki povzro¢i prehod iz nizjega v
vi§je energijsko stanje (DemsSar in sod., 1996). Atomi v vzorcu to dodano energijo
absorbirajo in jo Cez nekaj ¢asa emitirajo. Oddano energijo zaznajo detektorji v napravi in
jo matemati¢no procesirajo. Ker se energija v razli¢nih tkivih razli¢no absorbira in emitira,
na ta nacin zaznamo razlike med tkivi in na kon¢ni sliki se poslikana tkiva med seboj tudi

lo¢ijo (Demsar in sod., 1996; Brown in Semelka, 2003).

2.4.2 Racunalniska tomografija

Racunalnisko tomografijo, bolj znano pod kratico CT (angl. Computed Tomography), v
kliniéne namene uporabljajo Ze od leta 1972 (Kalender, 2006).

Diagnostika s CT poteka z meritvijo absorpcije rentgenskih Zzarkov. Rentgenski slikovni
prikaz dolo¢enih organov je mogoc¢ zato, ker imajo razli¢na tkiva, organi in snovi razli¢ne
fizikalne lastnosti. Ob prehodu skozi snov rentgenski Zarki slabijo, se sipajo ali razprSujejo.
Mineralizirana tkiva (kosti) slabijo rentgenske zarke bolj kot mehka tkiva, zato so na

rentgenski sliki vidna kot svetli predeli (Som in sod., 1996).

Rentgensko slikanje je odvisno od prosojnosti bioloskih tkiv. Ce gre rentgenski Zarek
direktno skozi telo, bo del fotonov zapustil telo brez interakcije, del fotonov pa bo reagiral
s tkivom. Tako lofimo med transmisivnostjo o0z. prepustnostjo (fotoni ostanejo
nespremenjeni), absorpcijo (fotoni oddajo energijo snovi) in sipanjem (fotoni spremenijo
smer). Elasti¢no sipanje in absorpcija sta specificna pri razli¢nih kotih za vse energije
dolocenega fotona ter za vse atome. Na splosno dobimo pri rentgenski radiografiji zelo
dober kontrast med kostjo in mehkim tkivom ter slab kontrast med razli¢nimi tipi mehkih

tkiv (Buzug, 2008).
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Vsa klasi¢na rentgenska slikanja (RTG) imajo to slabost, da organe in tkiva, ki so
tridimenzionalne strukture, prikazejo dvodimenzionalno. Tako ne dobimo informacije o
debelini ter polozaju tkiv in organov v smeri potovanja rentgenskih zarkov in je tako

nemogoce oceniti dolo¢ene parametre, kot je na primer debelina kosti (Hofer, 2007).

Racunalniska tomografija ima v primerjavi z navadno RTG tehniko mnogo prednosti. V
nasprotju z navadnim rentgenom omogoc¢a natancen in jasen pogled na veliko razli¢nih
tipov tkiv in organov, saj je s to tehniko mozno locevanje majhnih kontrastnih razlik. Tako
so na primer zelo dobro vidne nekatere spremembe v kosti, kot so kompleksnejsi zlomi v
sami notranjosti kosti ali pa spremembe v gostoti kostne mase, ki so lahko posledica

dolocenih bolezni, kot je osteoporoza (Buzug, 2008).

Pri preiskavi s klasi¢nim medicinskim CT-aparatom polezemo preiskovanca na pomicno
preiskovalno mizo v odprtino preiskovalne naprave med rentgensko cev (izvor RTG
zarkov) in detektor ionizirajocega sevanja, ki krozita okrog preiskovanca. Pri ekspoziciji
vstopi v preiskovani objekt znana koli¢ina rentgenskih zarkov, na drugi strani pa detektor
ionizirajoc¢ega sevanja meri, koliko rentgenskih Zarkov se je v doloCeni smeri absorbiralo v
telesnih organih. Te podatke analizira racunalnik in na osnovi oslabitve Zarkov izracuna
oslabitev v posameznih volumskih delih preiskovalnega reza. 1z teh podatkov nato s
pomocjo racunalniSske obdelave pridobimo panoramske posnetke, slike prerezov v
poljubnih ravninah ali iz posameznih ravnin rekonstruiramo tridimenzionalno sliko (Hofer,

2007).

Preiskovani del telesa lahko s CT-napravo slikajo z ve¢ strani in ne samo z ene kot pri
navadnem rentgenu. Posnetki so preglednejsi od klasi¢nih rentgenskih slik, saj je zaradi
boljSega kontrasta mozno razlikovati med razli¢nimi tkivi, kot so kosti, miSice in mascobna

tkiva (Buzug, 2008).
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pricetek spiralnega skeniranja

Slika 6: Potek spiralnega skeniranja. Med slikanjem miza z leze¢im bolnikom potuje skozi odprtino aparature, hkrati pa
rentgenska cev krozi okrog bolnika. Na podlagi spiralnega skeniranja objekta dobimo veliko Stevilo opti¢nih rezin, ki
nam omogocajo volumetri¢no (tridimenzionalno) rekonstrukcijo preucevanega objekta. Tovrstno preiskavo je mogoce
opraviti na vseh delih telesa oziroma organih, zaradi visoke prostorske lo¢ljivosti je s to tehniko mogoce prikazati tudi
drobne strukture, denimo celo uSesne kos¢ice (Kalender, 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POSKUSNE ZIVALI

Za potrebe diplomskega dela smo uporabili 20 zivali, od tega 6 osebkov nepigmentirane
podvrste mocerila (Proteus anguinus anguinus) in 14 osebkov pigmentirane podvrste
mocerila (Proteus anguinus parkelj). Uporabili smo tako zive kot fiksirane osebke

(preglednica 1).

Zive zivali smo vzeli iz jamskega laboratorija na Katedri za zoologijo Oddelka za biologijo
Biotehniske fakultete. Za potrebe diplomske naloge smo uporabili dva Zziva osebka
nepigmentirane podvrste mocerila (P184 in P194) in Stiri zive osebke pigmentirane

podvrste mocerila ((le6, C17,C18, 619).

Stirje osebki nepigmentirane podvrste (P95, P111, P180 in P181) in dva osebka
pigmentirane podvrste mocerila (Cv in J'93) so bili vzeti iz zbirke Skupine za funkcionalno
anatomijo vretencarjev. Vsi osebki so bili narkotizirani po predpisani metodi s podaljSano
narkozo v MS 222 in na ta nac¢in humano usmrcéeni. Vse zivali so bile shranjene v 70%
etanolu. Vsi osebki so registrirani v eviden¢ni knjigi katedre, kjer so zbrani vsi podatki o

posamezni izrabi tkiv omenjenih osebkov.

Osem zivali pigmentirane podvrste mocerila (D1, J1, J3, J6, J7, J8, J15 in J16) smo vzeli iz
zbirke Skupine za zoologijo nevretencarjev. Zivali J1, J3, J6, J7, J8, J15 in J16 so bile
najdene Na trati pri Jel$evniku blizu Crnomlja leta 1991. Osebki J1, J3, J6 in J8 so bili leta
1994 uporabljeni v morfoloskih analizah, deli notranjih organov osebkov J6 in J§ pa Se v

aloencimskih raziskavah.

Vsi zgoraj navedeni osebki so bili ulovljeni na osnovi dovoljenj, ki jih izdaja Ministrstvo
za okolje in prostor RS in Agencija za okolje RS. Vsak osebek je bil v celoti izrabljen za

funkcionalno-morfoloske ali okoljske raziskave.
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Preglednica 1: Podatki o poskusnih zivalih. N — nepigmentirana podvrsta mocerila, P — pigmentirana podvrsta mocerila,

PT — presvetlitvene tehnike, MRI — magnetna resonanca, CT — racunalni$ka tomografija, / — ni podatka.

Oznaka Podvrsta Datum ulova Lokaliteta Datum fiksacije Metoda dela
P95 N 21.10.1985 Planinska jama 24.6.1986 PT
P111 N 11.5.1994 PotiskalSka jama 12.5.1994 MRI
P180 N 8.11.2005 Gréarske ravne 15.11.2005 CT
P181 N 8.11.2005 Grcarske ravne 6.12.2005 CT
P184 N 13.6.1905 Sohorec Ziv CT
P194 N 27.10.2008 Planinska jama Ziv CT
Cv P / Jelsevnik / CT
Cl16 P 15.5.2006 Jelsevnik Ziv CT
C17 P 3.6.2002 Jelsevnik ziv CT
C18 P 3.6.2002 Jelsevnik Ziv CT
C19 P 21.11.2004 Jelsevnik Ziv CT
1 P 29.10.1990 Jelsevnik / CT
J3 P 29.10.1990 Jelsevnik / CT in PT
Jo P 25.11.1991 Jelsevnik 24.8.1994 CT
J7 P 25.11.1991 Jelsevnik 24.8.1994 CT
J8 P 25.11.1991 JelSevnik 24.8.1994 CT
J15 P 25.11.1991 JelSevnik 24.8.1994 CT
J16 P 25.11.1991 Jelsevnik 24.8.1994 CT
193 P 26.6.1993 Jelsevnik / PT
Dl P 10.10.1986 JelSevnik / CT
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3.2 PRESVETLITVENE TEHNIKE

3.2.1 Kemikalije

- ocetna kislina

- 70% etanol

- tripsin

- natrijev borat

- hidrogen peroksid

- kalijev hidroksid

- barvilo alizarin red-S
- 100 %pglicerin

- tymol v kristalu

- destilirana voda

3.2.2 Izbira metod

Da bi za potrebe diplomske naloge zagotovili najboljSe rezultate, smo na testnem osebku
P111 (nepigmentirana podvrsta mocerila) predhodno preizkusili tri razlicne metode
presvetljevanja (Davids in Gore, 1936; Hanken in Wasserung, 1981 ter Humason, 1967).

Metode smo najprej preizkusili lo€eno, potem pa Se v razliénih kombinacijah.

Pri kon¢ni pripravi osebka nepigmentirane podvrste mocerila (P95) smo izbrali
kombinacijo metod Davids in Gore (1936) ter Hanken in Wasserung (1981).
Presvetljevanje preparata je potekalo po metodi Davids in Gore, pripravo barvila in
postopek barvanja kosti pa smo opravili po metodi Hanken in Wasserung (1981). Za
pripravo osebkov pigmentirane podvrste mocerila (J1 in J'93) smo uporabili kombinacijo

metod po Hanken in Wasserung (1981) ter Humason (1967), pri ¢emer je presvetljevanje
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preparatov potekalo po metodi Humason, priprava barvila in barvanje kosti pa po principu

metode Hanken in Wasserung (1981).

3.2.3 Priprava nepigmentirane podvrste mocerila (P95)

Osebek smo vzeli iz fiksativa (formalin) in priceli s spiranjem pod tekoco vodo, ki je
trajalo 24 ur. S tem smo iz preparata Zeleli odstraniti ves odvecen fiksativ. Naslednji korak
v pripravi preparata je zahteval odstranitev notranjih organov (za zagotavljanje boljse
prosojnosti preparata v kasnejSih korakih). Ker je imel osebek P95 Ze predhodno

odstranjene notranje organe, smo ta korak lahko izpustili.

Sledilo je enodnevno namakanje v 70 % etanolu. Po namakanju preparata v alkoholu je
sledila priprava raztopine barvila alizarin red-S po metodi Davids in Gore (1936).
Raztopino barvila smo dodatno razred¢ili Se z 0,5% kalijevim hidroksidom preden smo
zaceli z barvanjem preparata. Po navodilih metode naj bi po 24-urnem namakanju
preparata v raztopini barvila opazili intenzivno rdeCe obarvanje kostnega materiala. Ker po
predpisanem casu nismo dosegli omenjenih rezultatov, smo ¢as barvanja podvojili. V tem

casu so se kosti preparata obarvale intenzivno rdece.

Nadaljevali smo z namakanjem preparata v 2% kalijevem hidroksidu (KOH). S tem
postopkom smo iz nekljucnih tkiv (vsa tkiva preparata razen kosti) sprali odvecno barvilo.
Tudi tokrat v predpisanem ¢asu nismo dosegli Zelenih rezultatov, zato smo trajanje koraka
podaljSali na 48 ur. Tekom teh 48 ur je bilo potrebno raztopino kalijevega hidroksida
pogostokrat zamenjati, saj se je ta zaradi izloCanja odvecnega barvila iz mehkih tkiv

obarvala roZnato.

Razbarvanju tkiv je sledilo bistrenje preparata. Ta postopek smo opravili po metodi Davids
in Gore (1936). V raztopini I smo preparat namakali 4 dni, v raztopinah II in III pa tri
tedne. Po navodilih metode naj bi v vsakem koraku opazili jasnejSo razbistritev tkiv

preparata, kar naj bi omogocilo vedno jasnejsi pogled na obarvan kostni material. Ker tega
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ucinka po prvem postopku bistrenja nismo opazili, smo celoten korak ponovili. Socasno
smo preparat izpostavljali Se soncni svetlobi, saj naj bi ta pospesila sam proces bistrenja.
Po drugi ponovitvi je bila prosojnost tkiv boljSa, vendar preparat ni bil enakomerno
presvetljen v celoti. Optimalno so bili presvetljeni tanjsi deli telesa, predvsem okoncine in
zadnji del repa, predeli okoli oprsja pa so bili zaradi debelejSega sloja miSicnega tkiva
slabSe presvetljeni. Na koncu je bil osebek spravljen v 100% glicerol z dodanim kristalom

timola.

3.2.4 Priprava pigmentirane podvrste mocerila (J1 in J'93)

Osebek J1 je bil predhodno fiksiran v 70% etanolu. Preparat smo vzeli iz etanola in priceli
z namakanjem v 2% kalijevem hidroksidu. Namakanje je potekalo 2 dni, vmes pa smo
veckrat zamenjali raztopino, ker se je med procesom mocno obarvala. Po tem, ko smo s
KOH odstranili ve¢ino pigmenta, smo po metodi Hanken in Wasserung (1981) nadaljevali
z barvanjem preparata. Kosti so se v 24 urah intenzivno rdece obarvale. Sledil je postopek
bistrenja preparata po predlogi metode Humason (1967). Kljub doslednemu upostevanju
navodil in priporocil postopka nismo dobili zelenih rezultatov, saj so se mehka tkiva med
procesom bistrenja loc¢ila od skeletnih elementov. Mehko tkivo smo zavrgli, kosti pa

uporabili za potrebe diplomskega dela.

Osebek J'93 je bil ohranjen v dehidriranem stanju. Pred zaCetkom izvajanja presvetlitvene
tehnike smo iz preparata odvzeli notranje organe in preparat rehidrirali. Sledilo je 24-urno
namakanje v 70% etanolu. Da bi iz tkiv (predvsem iz koze) odstranili pigment, smo
preparat za 24 ur namocili v 2% raztopino kalijevega hidroksida. V tej raztopini bi moral
preparat ostati toliko ¢asa, da bi se iz tkiv izlodila veéina prisotnega pigmenta. Zal so
mehka tkiva kmalu po namakanju v kalijevem hidroksidu razpadla in se locila od

elementov skeleta.

Odpadla mehka tkiva smo odstranili in nadaljevali z barvanjem okostja, saj smo lahko

ohranili in obdrzali vse skeletne elemente Zivali in jih z barvanjem naredili Se bolje vidne.
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Barvanje je potekalo po metodi Hanken in Wasserung (1981). V tej obliki je preparat
omogocil natancen vpogled v posamezne skeletne dele Zivali. Zelo dobro so se ohranila in
obarvala posamezna vretenca ter vsi koSceni deli sprednjih in zadnjih okonc¢in. Prisotni so
ostali tudi vsi elementi lobanje, ki zaradi razpadanja vezivnega tkiva niso ostali povezani,

ampak so razpadli na posamezne elemente.

Ker ne poznamo ozadja o najdbi zivali pod oznako J'93, ne vemo, do katere mere je
nastopil proces propadanja tkiva, preden je bila zival posuSena. Glede na to, da je tkivo
zacelo odstopati od kosti ze na samem zacetku procesa presvetljevanja, sklepamo, da je

dekompozicija tkiva nastopila Se preden je bila zival najdena in konzervirana.

3.3 RACUNALNISKA TOMOGRAFIJA

Z metodo racunalniSke tomografije smo posneli 17 Zivali. Od tega 13 zivali pigmentirane
podvrste in 4 Zivali nepigmentirane podvrste mocerila. Snemanje je potekalo na Kliniénem
oddelku za nevrologijo Univerzitetno klini¢nega centra v Ljubljani, s pomo¢jo naprave
Siemens SOMATOM Sensation Open (40-rezinski) z maksimalno lo¢ljivostjo 0,3 mm. Na
pridobljenih posnetkih smo primerjali obliko ter dolzino lobanjskih kosti, kosti sprednjih in
zadnjih okonCin ter Stevilo vretenc v posameznih regijah hrbtenice. Posnetki so bili

obdelani s pomoc¢jo programske opreme Syngo CT 3D.

Preparatov, fiksiranih v alkoholu, pred posegom ni bilo potrebno posebej pripravljati.
Zivali smo vzeli iz fiksativa, jih obrisali ter jih ustrezno orientirali na mizici CT-naprave.

Po kon¢anem snemanju smo zival vrnili v fiksativ.

Vec priprav je bilo potrebnih ob delu z zZivimi zivalmi. Delo je bilo potrebno opraviti hitro
in natanéno, da Zivali nismo poskodovali in pretirano obremenjevali. Zive Zivali smo v
posameznih temperaturno izoliranih zabojnikih, napolnjenih z deklorirano vodo s
temperaturo 10 °C, iz Bioloskega sredis¢a prenesli do Oddelka za nevrologijo na UKC v

Ljubljani. Po transportu smo mocerile neposredno pred samim posegom uspavali s
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pomocjo uspavalne raztopine (0,03% Ethyl3), ki smo jo predhodno pripravili istega dne.
Zival smo za deset minut posamiéno polozili v uspavalno raztopino. Ko so se Zivali
umirile, smo jih ro¢no prenesli do mizice na CT-napravi. Delovna povrSina je bila prekrita
z navlazenimi krpami, da bi zagotovili stalno vlazenje koze poskusnih Zivali. Pri rokovanju
z zivalmi smo ves ¢as uporabljali rahlo navlazene rokavice. Po slikanju, ki je v povprecju
trajalo petindvajset sekund, smo Zival nemudoma prenesli v transportni zabojnik,

napolnjen z deklorirano vodo.

Po posegu smo zivali vrnili v Biolosko sredisce. V obstojeci literaturi nismo nasli podatka
o tem, kako bi sevanje utegnilo vplivati na mocerila, zato smo Zivali pozorno spremljali Se
teden dni po samem posegu. Iz naSih opazanj je razvidno, da so Zivali poseg uspesno
prestale in niso kazale vidnih negativnih posledic. Po prvotnem vznemirjenju so se zivali
hitro pomirile in prevzele svoje normalne vedenjske vzorce. Prav tako nismo opazili
nobenih vidnih sprememb na kozi zivali. Koza mocerilov je obcutljiv organ, zato
predvidevamo, da bi se negativne posledice sevanja hitro pokazale ravno na njej. Zivali

tudi nekaj mesecev po posegu niso kazale nobenih negativnih posledic.

Pri slikanju Zivih Zivali smo uporabili zelo nizke jakosti sevanja (tokovni sunek = 150
mAs). Za analizo fiksiranih preparatov je bilo potrebno jakost sevanja mocno zvisati
(tokovni sunek = 250 mAs). Predvidevamo, da je bil vzrok zato visoka koncentracija
etanola v tkivih fiksiranih Zzivali, ta pa ima slabSe presevne sposobnosti kot samo tkivo

zivih zivali.

Nastale posnetke smo preoblikovali in analizirali s pomocjo strokovnega osebja Oddelka

za nevrologijo Univerzitetno klini¢nega centra v Ljubljani.

Parametri pri slikanju:

e anodna napetost: 80 kV

e tokovni sunek: 150 mAs za zive in 250 mAs za preparate
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e kolimacija: 20 x 0.6 mm

o rekonstrukcijski algoritem: H60s

e debelina rezine: 0.6 mm

o rekonstrukcijski inkrement: 0.3 mm

e Cas skeniranja: 25 s

Parametri pri rekonstrukciji slik:

e 3D VRT (volume rendering technique)
e locena priprava slik celotnega telesa, glave s sprednjimi okonc¢inami, osrednjega

dela hrbtenice in repnega dela z zadnjimi okon¢inami

3.3.1 Merjenje prostornine kalcija v kostnem tkivu mocerilov

Prostornino kalcija v kalcificiranih anatomskih strukturah (kosteh) smo ocenili s pomoc¢jo
racunalnisko-tomografskega (CT) slikanja. Raziskave v humani biologiji potrjujejo, da
lahko prostornino kalcija v posameznih anatomskih strukturah (najbolj preucevane so
koronarne arterije pri ¢loveku) ocenimo s prostornino struktur, ki znacilno absorbirajo
rentgenske Zarke (so "radioopacne"). Prag radioopacnosti za strukture, ki vsebujejo kalcij,
smo postavili na 130 Hounsfieldovih enot v skladu s predhodnimi raziskavami v humani
biologiji, ki so potrdile tesno korelacijo med histolosko-biokemi¢no doloceno
koncentracijo kalcija v posameznem tkivu ter Stevilom pikslov na CT-posnetkih, ki so bolj

radioopacni od 130 Hounsfieldovih enot (Budoff in Gul, 2008).

CT-posnetke poskusnih zivali smo pridobili s standardiziranim protokolom na visoko
lo¢ljivem CT-aparatu Siemens SOMATOM Sensation Open (40-rezinski) z maksimalno
lo¢ljivostjo 0,3 mm. Na vsaki trimilimetrski rezini smo strukture, ki so na CT-posnetkih
vsebovale vsaj tri piksle (> 0,51 mm?) z ve¢ kot 130 Hounsfieldovih enot, oznatili in s

pomocjo prilagojene racunalniSske programske opreme (Syngo CaScore, Siemens
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Healthcare, Forchheim, Neméija) dologili njihovo povrsino v mm? ter dobljene vrednosti

pomnoyzili z debelino CT-rezine in tako ocenili prostornino kalcija (v mm®) v kosteh.

3.4 MAGNETNA RESONANCA

Snemanje je potekalo na Institutu JoZefa Stefana, na Odseku za fiziko trdne snovi, v

laboratoriju za MRI.

Magnetnoresonancni tomograf je osnovan okoli 2.35 T superprevodnega horizontalnega
magneta (Oxford Instruments) z odprtino za slikanje premera 15 cm, gradientnih
ojacevalnikov in tuljav za slikanje z lo¢ljivostjo do 0.5 mm (makro slikanje) ter do 0.05
mm (MR mikroskopija). Magnet je bil priklju¢en na NMR/MRI spektrometer (Apollo,
TecMag), kar je omogocalo izvajanje zapletenih zaporedij za slikanje in spektroskopijo.
Zival smo vzeli iz alkohola, jo obrisali in zavili v folijo za Zivila, da se ne bi med
snemanjem izsus$ila. Nato smo jo vstavili v magnetno-resonancni tomograf. Ta se nahaja v
posebni sobi, ki deluje kot Faradajeva kletka in prepreCuje zunanje motnje
(elektromagnetno valovanje). Snemanje je potekalo Cez vikend, brez popreCitev pa je

trajalo 9 ur in 17 minut. Naredili smo 3 poprecitve.

Parametri pri slikanju:

e TE — cas spinskega odmeva; TE = 3 ms
e TR —repetition time; TR = 600 ms

e matrika slikanja = 2563

e vidno polje =3 cm

e Gr=162,66

e Gp=40,10

Gs=11,04
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4 REZULTATI

4.1 PRESVETLITVENE TEHNIKE

S presvetlitvenimi tehnikami smo presvetlili dva osebka pigmentirane podvrste. BoljSe
rezultate smo dobili z barvanjem skeleta osebka pod oznako J'93. Obarvane elemente
skeleta smo si ogledali s pomocjo stereolupe Olympus SZX9. Posnetki so bili narejeni s

pomocjo kamere ColorView III, namescene na stereomikroskop.

Obarvana lobanja je omogocila jasen pogled na dermalne kosti premaxilla (pmx), frontale
(fr), parietale (pa) in vomer (vo). Prav tako lepo vidna je bila najvecja dermalna kost
spodnje ¢eljusti dentare (den), na kateri smo lahko prepoznali tudi zobe. Zaradi barvanja z
alizarinom red-S sta bila na elementu oplec¢ja jasno razpoznavna koscena predela scapula
(sc) ter procoracoid (pc), ki sta izstopala od ostalih hrustan¢nih elementov oplecja.
Hrbtenica je v posameznih regijah razpadla oziroma so se vretenca loc¢ila med seboj. Tako
smo si lahko podrobno ogledali obliko in zgradbo vretenc v vseh regijah hrbtenice. Posebe;j
smo izpostavili atlas (edino vretence vratne regije) ter posamezna trupna vretenca. Prav
tako smo dobili lepe posnetke vretenc repne regije, vklju¢no z najmanjSimi vretenci te

regije, ki so povsem brez izrastkov.
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Slika 7: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Dorzalni pogled na skelet lobanje. Barvano z alizarin red-S. Merilce:
25 mm.

Slika 8: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Dorzalni pogled na dentarno kost spodnje ¢eljusti. Spodnjo ¢eljust pri
mocerilu sestavljata dermalni kosti dentare in angulare, ki obdajata centralno nameséeni Meckelov hrustanec. Dentare je
najvecja kost spodnje Celjusti pri mocerilu in je obenem tudi nosilka zob spodnje celjusti. Barvano z alizarin red-S.
Merilce: 10 mm.
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conv

Slika 9: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Anteriorni pogled na atlas. Atlas je edino vretence vratne regije. Je
amphicelno vretence z manjkajocimi sprednjimi zigapofizami. Kranialno in ventralno se na atlasu nahajajo mesta za
sklepno vezavo s kondili ocipitalke. Barvano z alizarin red-S. Merilce: 10 mm.

poz

ce

Slika 10: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Posteriorni pogled na atlas. Barvano z alizarin red-S. Merilce: 10 mm.
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Slika 11: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Ventralni (v) in dorzalni (d) pogled na trupni vretenci. Barvano z
alizarin red-S. Merilce: 10 mm.

Slika 12: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Dorzalni pogled na zaporedna trupna vretenca. Barvano z alizarin red-S.
Merilce: 10 mm.
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Slika 13: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Lateralni pogled na zaporedna repna vretenca. Barvano z alizarin red-S.
Merilce: 10 mm.

Slika 14: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Lateralni pogled na zadnja repna vretenca. Barvano z alizarin red-S.
Merilce: 10 mm.
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Slika 15: Pigmentirana podvrsta mocerila (J'93). Lateralni pogled na opleéje. Barvano z alizarin red-S. Barvilo je
obarvalo samo kosc¢ene elemente opledja, ki tako vidno izstopajo od ostalih hrustan¢nih elementov ople¢ja. Merilce:

10 mm.
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4.2 RACUNALNISKA TOMOGRAFIJA

4.2.1 Posnetki tridimenzionalnih modelov okostij mocerilov

S pomocjo posnetkov, pridobljenih s sodobno metodo racunalniSke tomografije (CT), smo
prvi¢ izdelali raunalniske tridimenzionalne modele okostij izbranih mocerilov. Modeli so
omogocali vrtenje skeleta v vseh smereh in priblizevanje v dolocene strukture okostja. S
CT-tehnologijo smo izdelali modele okostij Sestnajstih mocerilov (3 Zivali nepigmentirane
in 13 zivali pigmentirane podvrste). Ker smo pri snemanju uporabljali tako zive kot
fiksirane mocerile, smo med postopkom snemanja uporabljali razli¢ne jakosti sevanja. Pri
zivih zivalih so bile jakosti sevanja nizje (tokovni sunek = 150 mAs) in tudi sam postopek
slikanja z rentgenskimi zarki je potekal krajsi ¢as (25 s) kot pri fiksiranih osebkih (tokovni
sunek = 250 mAs, trajanje slikanja = 35 s). Locljivost koS€enih elementov na posnetkih
zivih zivali (C16, C17, C18, C19, P184 in P194) je tako nekoliko slabsa od posnetkov

zivali, ki so bile fiksirane v 70% etanolu.

Preucevali smo celoten skelet mocerilov, ocenili Stevilo vretenc ter izmerili dolzino
dolocenih skeletnih elementov. Meritve smo opravili s pomocjo programske opreme Syngo
CT 3D. Na posnetkih lobanje smo izmerili kondilo-bazalno dolzino (KBD) ter dolzino
mandibularnega loka (man) in squamosum (sq). Na predelu visceralnega skeleta smo
izmerili dolzino ceratohiala (chy) ter prvega ceratobranhialnega (cbr I) in prvega
epibranhialnega elementa (epb I). Na okostju sprednjih in zadnjih okoncéin smo izmerili
dolzino humerus (hum) in femur (fem). Poleg dolzin posameznih skeletnih elementov, smo

iz CT-posnetkov dolocili tudi telesno dolZzino zivali (td).

Dorzalni pogledi na skelet lobanje prikazujejo dobro vidne dermalne kosti premaxilla
(pmx), frontale (fr), parietale (pa), pterigopalatinum (pp), vomer (vo) ter stransko lezeci
squamosum (sq), ki tvori lateralni del zgornjega dela lobanje. Z dorzalnih posnetkov lahko
prepoznamo tudi dermalni kosti spodnje ¢eljusti angulare (an) in dentare (den), ki obdajata
Meckelov hrustanec. Na lateralnem pogledu sta, poleg Ze omenjenih struktur, bolje vidni

Se dermalna kost gadratum (q) in prearticulare (pac) spodnje ¢eljusti. Ventralni pogled na
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skelet lobanje omogoca Se pogled na parasphenoid (ps), ki je kost primarnega neba in je

ravno tako dermalnega nastanka.

Ventralni pogledi na kranialni skelet omogocajo dober prikaz koScenih elementov
visceralnega skeleta. Tako lahko na posnetkih okostij mocerilov jasno lo¢imo ceratohialni
element (chy) (del drugega visceralnega loka), prvi basibranhialni element (bbr I), oba
ceratobranhialna elementa (cbr I in cbr II) ter tri pare epibranhialnih elementov (epb I, epb
IT in epb III). Ceratobranhialna elementa I in II sta sestavna dela prvega in drugega
branhialnega loka (oziroma tretjega in Cetrtega visceralnega loka), epibranhialni elementi I,
IT in III pa so ostanki tretjega, Cetrtega in petega branhialnega loka (oziroma petega,

Sestega in sedmega visceralnega loka).

Prvo in edino vretence vratne regije atlas (a) je dobro vidno na vseh posnetkih okostij
mocerilov. Prav tako so jasno locljiva vsa vretenca trupne regije (tv). Sakralno vretence
(sv) se po izgledu bistveno ne locuje od ostalih vretenc v trupni regiji. Prva repna vretenca
(cv) so jasno prepoznavna na vseh posnetkih okostij mocerilov. Zadnja repna vretenca pa

so0, zaradi prenizke loCljivosti CT-naprave, ve¢inoma zlita v celoto.

Ob pogledu na skeletne elemente sprednjih okoncin lahko dobro lo¢imo humerus (h),
radius in ulna pa sta pogostokrat zlita v skupno celoto (r + u). Metakarpalni elementi (mc)
so prepoznavni na vecini posnetkov, koncni Clenki prstov ali phalange (ph) pa le na
posnetkih dolocenih osebkov (CV, J3, J8, J16, P184, P194). Od elementov oplecja je na

vecini posnetkov dobro viden kosc¢eni del scapula (sc).

Ob pogledu na skeletne elemente zadnjih okoncin prepoznamo femur (f), tibia in fibula pa
sta na vecini posnetkov zliti v skupno celoto (ti + fi). Metatarzalni elementi so dobro vidni
na posnetkih vegine modcerilov, phalange (ph) pa le na posnetkih dolo¢enih Zivali (Cv, J3,
J8, J16, P184, P194). Od elementov okol¢ja je na vecini posnetkov dobro viden kosceni del
iliuma (il) in ischiuma (is) ter pri dolocenih osebkih tudi kos¢eni del puboischiatne plosce

(pip)-
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Slika 17: Pigmentirana podvrsta mog&erila (C16). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okonéin. Merilce: 5 mm.
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Slika 19: Pigmentirana podvrsta moderila (C16). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 20: Pigmentirana podvrsta mocerila (C16). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.

Merilce: 5 mm.

Slika 21: Pigmentirana podvrsta mogerila (C16). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.

Merilce: 5 mm.
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Slika 23: Pigmentirana podvrsta moéerila (C17). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 25: Pigmentirana podvrsta mo&erila (C17). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 26: Pigmentirana podvrsta moderila (C17). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.

Slika 27: Pigmentirana podvrsta mocerila (C17). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.



46
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

pmx

Slika 29: Pigmentirana podvrsta mogerila (C18). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okonéin. Merilce: 5 mm.
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Slika 31: Pigmentirana podvrsta mocerila (C18). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 32: Pigmentirana podvrsta moderila (C18). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: Smm.

Slika 33: Pigmentirana podvrsta mocerila (C18). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 35: Pigmentirana podvrsta moderila (C19). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okongin. Merilce: 5 mm.
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Slika 37: Pigmentirana podvrsta mocerila (C19). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 38: Pigmentirana podvrsta moderila (C19). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okongin.
Merilce: 5 mm.

Slika 39: Pigmentirana podvrsta mocerila (C19). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 41: Pigmentirana podvrsta moéerila (Cv). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okonéin. Merilce: 5 mm
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Slika 43: Pigmentirana podvrsta moderila (Cv). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okon&in. Merilce:
5 mm.
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Slika 44: Pigmentirana podvrsta mogerila (Cv). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okongin. Merilce:
5 mm.

Slika 45: Pigmentirana podvrsta moderila (Cv). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm
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Slika 47: Pigmentirana podvrsta mocerila (D1). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okonc¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 49: Pigmentirana podvrsta mocerila (D1). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okon¢in. Merilce:
5 mm.
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Slika 50: Pigmentirana podvrsta mocerila (D1). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.

Slika 51: Pigmentirana podvrsta mocerila (D1). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 53: Pigmentirana podvrsta mocerila (J1). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 55: Pigmentirana podvrsta mocerila (J1). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.



60
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Slika 56: Pigmentirana podvrsta mocerila (J1). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.

Slika 57: Pigmentirana podvrsta mocerila (J1). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 59: Pigmentirana podvrsta mocerila (J3). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 60: Pigmentirana podvrsta mocerila (J3). Ventralni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce: 5 mm.

1
“&
i

Slika 61: Pigmentirana podvrsta mocerila (J3). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 62: Pigmentirana podvrsta mocerila (J3). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.

Slika 63: Pigmentirana podvrsta mocerila (J3). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 65: Pigmentirana podvrsta mocerila (J6). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 67: Pigmentirana podvrsta mocerila (J6). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 68: Pigmentirana podvrsta mocerila (J6). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.

Slika 69: Pigmentirana podvrsta mocerila (J6). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 71: Pigmentirana podvrsta mocerila (J7). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 73: Pigmentirana podvrsta mocerila (J7). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 74: Pigmentirana podvrsta mocerila (J7). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.

Slika 75: Pigmentirana podvrsta mocerila (J7). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 77: Pigmentirana podvrsta mocerila (J8). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.
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Slika 79: Pigmentirana podvrsta mocerila (J8). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 80: Pigmentirana podvrsta mocerila (J8). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 81: Pigmentirana podvrsta mocerila (J8). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 83: Pigmentirana podvrsta mocerila (J15). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okonéin. Merilce: 5 mm.
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Slika 85: Pigmentirana podvrsta mocerila (J15). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 86: Pigmentirana podvrsta mocerila (J15). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.

Slika 87: Pigmentirana podvrsta mocerila (J15). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 89: Pigmentirana podvrsta mocerila (J16). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce: 5 mm.



77
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

pmx
den
VO
ps

bbri

PP

cbr 1

cbr II

epb I
epb II
epb III

Slika 91: Pigmentirana podvrsta mocerila (J16). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.



78
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Slika 92: Pigmentirana podvrsta mocerila (J16). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.

Slika 93: Pigmentirana podvrsta mocerila (J16). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 94: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P181). Dorzalni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 95: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P181). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 96: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P181). Ventralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce:

5 mm.
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Slika 97: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P181). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.

Merilce: 5 mm.
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Slika 98: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P181). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okon¢in.
Merilce: 5 mm.

Slika 99: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P181). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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Slika 100: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P184). Dorzalni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 101: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P184). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okon¢in. Merilce:
5 mm.
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Slika 102: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P184). Ventralni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce:
5 mm.

Slika 103: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P184). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okon¢in.
Merilce: 5 mm.
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Slika 104: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P184). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.

Slika 105: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P184). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okon¢in.
Merilce: 5 mm.
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Slika 106: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P194). Dorzalni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 107: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P194). Lateralni pogled na skelet glave in sprednjih okoncin. Merilce:
5 mm.
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Slika 109: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P194). Dorzalni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.



87
Centrih, T. Morfometri¢na anal. skeleta ¢rnega mocerila (P. a. parkelj) z razli¢énimi metodoloskimi pristopi.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

o7
-~

B e e e e e S b e e e S

- ;"

i

Slika 110: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P194). Lateralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okoncin.
Merilce: 5 mm.

Slika 111: Nepigmentirana podvrsta mocerila (P194). Ventralni pogled na kavdalna vretenca in skelet zadnjih okonéin.
Merilce: 5 mm.
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4.2.2 Opisna statistika izmerjenih elementov skeleta

Opazovali in izmerili smo elemente skeleta pri 13 zivalih pigmentirane in 3 Zivalih
nepigmentirane podvrste mocerila. Kon¢no statisticno analizo smo opravili na izmerjenih
kosteh pigmentirane podvrste (preglednica 2). Pri opazovanju vzorca ¢rnih mocerilov smo
ugotovili, da ena zival moc¢no izstopa od ostalih Zivali v vzorcu. Zaradi ekstremnih

vrednosti smo osebek pod oznako Cv izlo¢ili iz nadaljnje statisti¢ne analize.

Preglednica 2: Osnovne statisticne vrednosti izmerjenih elementov skeleta v vzorcu ¢rnih mocerilov. Td — telesna
dolZina zivali, KBD — kondilo-bazalna dolzina, Hum — nadlahtnica, Fem — stegnenica, Man — mandibularni lok, Sq —
squamosum, Chy — ceratohyale, Cbr I — ceratobranchiale I, Epb I — epibranchiale I, n — §tevilo osebkov, Pov — povpreéje,
Std N — standardna napaka povpre¢ja, SD — standardna deviacija, Min — minimalna vrednost, Maks — maksimalna
vrednost, Koef. sim — koeficient simetrije, Koef. spl — koeficient splos¢enosti.

Oznaka Td [mm] KBD |[mm| Hum|[mm] Fem|[mm] Man |[mm] Sq [mm] Chy [mm] CbrI[mm] EpbI[mm]
n 12 12 12 12 12 12 12 12 12

Pov 215,242 14,908 4,841 4,722 9,384 7,351 6,073 2,688 6,535
Std N 8,884 0,688 0,289 0,294 0,486 0,603 0,408 0,213 0,415
SD 30,776 2,385 1,001 1,018 1,685 2,088 1,414 0,737 1,439
Min 160,400 11,300 3,340 3,150 7,100 4,730 4,340 1,740 4,350
Maks 275,100 19,100 5,950 6,470 12,050 11,440 8,260 3,850 8,790
Koef. sim 0,117 0,351 -0,191 0,189 0,316 0,779 0,410 0,209 0,124
Koef. spl 0,392 -1,039 -1,739 -0,628 -1,381 -0,098 -1,272 -1,504 -1,130

4.2.2.1 Telesna dolzina

Telesno dolzino zivali je predstavljala dolzina od konice predeljustnice do zadnjega
kavdalnega vretenca. V povprecju so bile zivali dolge 215,24 mm (95% interval zaupanja
za aritmeti¢no sredino obsega povprec¢je = 17,413 mm). NajkrajSa izmerjena zival je merila
160,40 mm, najdalj$a pa 275,10 mm. Standardna napaka povprecne vrednosti za telesno

dolzino Zivali znaSa 8,884.

Koeficient simetrije znaSa 0,117, kar nakazuje, da je porazdelitev telesnih dolzin
pigmentiranih Zivali v vzorcu rahlo asimetri¢na v desno. To pomeni, da je delez krajsih
vrednosti nekoliko vecji od deleza daljsih vrednosti v vzorcu. Koeficient splos¢enosti v
primeru telesne dolzine znaSa 0,392 in nakazuje, da je porazdelitev telesnih dolzin

nekoliko konicasta.
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4.2.2.2 Kondilo-bazalna dolzina

Kondilo-bazalno dolzino (KBD) smo merili od konice predceljustnice do kondilov
ocipitalne kosti na lobanji mocerilov. Povprec¢na dolzina KBD je znaSala 14,908 mm (95%
interval zaupanja za aritmeticno sredino obsega povprecje += 1,349 mm). NajkrajsSa
izmerjena vrednost KBD je merila 11,30 mm, najdaljSa pa 19,10 mm. Standardna napaka

povprecne vrednosti za dolzino KBD znasa 0,688.

Koeficient simetrije znasa 0,351, kar nakazuje, da je porazdelitev KBD dolzin
pigmentiranih Zivali v vzorcu rahlo asimetri¢na v desno. To pomeni, da je delez daljsih
vrednosti nekoliko nizji od deleza krajsih vrednosti v vzorcu. Koeficient sploS¢enosti znasa

—1,039 in nakazuje, da je porazdelitev kondilo-bazalnih dolzin, nekoliko splos¢ena.

4.2.2.3 Humerus

Pri vseh mocerilih smo merili dolzino desnega humerusa. Povpre¢na dolzina humerusa
(nadlahtnice) je merila 4,840 mm (95% interval zaupanja za aritmeti¢no sredino obsega
povprecje = 0,566 mm). NajkrajSa izmerjena dolZina nadlahtnice je bila 3,34 mm, najdaljsa

pa 5,95 mm. Vrednost standardne napake je 0,289.

Koeficient simetrije znasa —0,192, kar nakazuje, da je porazdelitev dolzin nadlahtnic
pigmentiranih zivali v vzorcu rahlo asimetri¢na v levo. To pomeni, da je delez krajSih
vrednosti nekoliko manj$i od deleza daljSih vrednosti v vzorcu. Koeficient splos¢enosti v
primeru dolZine nadlahtnice znaSa —1,739 in nakazuje, da je porazdelitev dolZin nadlahtnic,

nekoliko sploscena.
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4.2.2.4 Femur

Pri vseh mocerilih smo merili dolZzino desnega femurja. Povpre¢na dolzina femurja
(stegnenice) je merila 4,721 mm (95% interval zaupanja za aritmeticno sredino obsega
povprecje = 0,575 mm). NajkrajSa izmerjena dolzina stegnenice je znasala 3,15 mm,

najdaljsa pa 6,47 mm. Vrednost standardne napake je 0,294.

Koeficient simetrije znasa 0,189, kar nakazuje, da je porazdelitev dolZine stegnenice ¢rnih
mocerilov v vzorcu rahlo asimetri¢na v desno. To pomeni, da je delez daljsih vrednosti
nekoliko nizji od deleza krajSih vrednosti v vzorcu. Koeficient splos¢enosti za dolzino

stegnenic znaSa —0,628 in nakazuje na nekoliko splosceno porazdelitev.

4.2.2.5 Mandibularni lok

Pri mocerilu mandibularni lok (spodnjo ¢eljust) sestavljata parni kosti dentare in angulare,
ki obdajata centralno leze¢i Meckelov hrustanec. Izmerili smo dolzino desnega od obeh

parnih lokov, ki skupaj tvorita spodnjo ¢eljust.

Povpre¢na dolZzina mandibularnega loka je znaSala 9,384 mm (95% interval zaupanja za
aritmeticno sredino obsega povprecje + 0,953 mm). NajkrajSa izmerjena vrednost
mandibularnega loka je bila 7,10 mm, najdaljsa pa 12,05 mm. Standardna napaka

povprecne vrednosti znasa 0,486.

Koeficient simetrije za izmerjene vrednosti mandibularnih lokov znasa 0,316 in nakazuje
na porazdelitev, ki je rahlo asimetri¢na v desno. To pomeni, da je delez daljSih vrednosti
nekoliko nizji od deleza krajsih vrednosti v vzorcu. Koeficient splo§¢enosti v tem primeru

znaSa —1,381 in nakazuje na nekoliko sploSceno porazdelitev izmerjenih vrednosti.
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4.2.2.6 Squamosum

Squamosum je parna kost, ki tvori lateralni del zgornjega dela lobanje. Funkcija
squamosuma pri mocerilu je zelo pomembna, saj pritrjuje prosto lezeco kvadratnico k

nevrokraniju. Pri vseh mocerilih smo izmerili dolzino desnega squamosuma.

Povpre¢na dolzina squamosuma v vzorcu je merila 7,351 mm (95% interval zaupanja za
aritmeticno sredino obsega povprecje + 1,181 mm). NajkrajSa izmerjena dolzina
squamosuma je znaSala 4,73 mm, najdalj$a pa 11,44 mm. Vrednost standardne napake je

0,603.

Koeficient simetrije za izmerjene vrednosti squamosuma ¢rnih mocerilov v vzorcu znasa
0,779, kar nakazuje, da je porazdelitev asimetri¢na v desno. To pomeni, da je delez daljsih
vrednosti nekoliko nizji od deleza krajSih vrednosti v vzorcu. Koeficient sploS¢enosti v tem

primeru znasa —0,098 in nakazuje na nekoliko splos¢eno porazdelitev izmerjenih vrednosti.

4.2.2.7 Ceratohyale

Ceratohyale (ceratohial) je del visceralnega oz. hiobranhialnega skeleta in je parna
struktura. Tvori kos¢eni del hioidnega loka. Pri vseh mocerilih smo merili dolZino desnega

ceratohiala.

Povpre¢na dolZina ceratohiala je znaSala 6,073 mm (95% interval zaupanja za aritmeticno
sredino obsega povprecje = 0,800 mm). NajkrajSa izmerjena vrednost je merila 4,34 mm,

najdaljSa pa 8,26 mm. Vrednost standardne napake je 0,408.

Koeficient simetrije za izmerjene vrednosti dolzin ceratohiala pigmentiranih zivali v
vzorcu znaSa 0,410, kar nakazuje, da je porazdelitev izmerjenih vrednosti rahlo asimetri¢na
v desno. To pomeni, da je delez daljSih vrednosti nekoliko nizji od deleza krajSih vrednosti
v vzorcu. Koeficient splos¢enosti v tem primeru znasa —1,272 in nakazuje na nekoliko

splos¢eno porazdelitev vrednosti.
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4.2.2.8 Ceratobranchiale |

Ceratobranchiale I (ceratobranhial) je del visceralnega oz. hiobranhialnega skeleta in je

parna struktura. Pri vseh mocerilih smo merili dolzino desnega ceratobranhiala I.

Povprecna dolzina prvega ceratobranhialnega elementa je merila 2,688 mm (95% interval
zaupanja za aritmeti¢no sredino obsega povprecje + 0,417 mm). NajkrajSa izmerjena
dolzina ceratobranhiala I je bila 1,74 mm, najdaljSa pa 3,85 mm. IzraCunana vrednost

standardne napake znasa 0,213.

Koeficient simetrije znasa 0,209, kar nakazuje, da je porazdelitev izmerjenih vrednosti
ceratobranhiala I rahlo asimetricna v desno. To pomeni, da je delez daljSih vrednosti
nekoliko nizji od deleza krajSih vrednosti v vzorcu. Koeficient splo$€enosti v primeru
dolzine prvega ceratobranhialnega elementa v vzorcu ¢rnih mocerilov znasa —1,504 in

nakazuje, da je porazdelitev izmerjenih vrednosti nekoliko splos¢ena.

4.2.2.9 Epibranchiale I

Epibranchiale I (epibranhial) je del visceralnega oz. hiobranhialnega skeleta in je parna

struktura. Pri vseh mocerilih smo merili dolzino desnega epibranhiala I.

Povprecna dolzina prvega epibranhialnega elementa je znasala 6,535 mm (95% interval
zaupanja za aritmeticno sredino obsega povprecje = 0,814 mm). NajkrajSa izmerjena
vrednost epibranchiala I je znasala 4,35 mm, najdaljSa pa 8,79 mm. Standardna napaka

povprecne vrednosti za dolzino prvega epibranhialnega elementa je 0,415.

Koeficient simetrije znaSa 0,124, kar nakazuje, da je porazdelitev prvega epibranhialnega

elementa ¢rnih mocerilov v vzorcu rahlo asimetricna v desno. To pomeni, da je delez
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daljsih vrednosti nekoliko nizji od deleza krajSih vrednosti v vzorcu. Koeficient
splos¢enosti v primeru izmerjenih vrednosti za prvi epibranhialni element znasa —1,130 in

nakazuje na nekoliko sploSceno porazdelitev.

4.2.3 Odvisnost med izbranimi elementi skeleta

V tem delu smo preverjali hipotezo, da obstaja pozitivna linearna odvisnost med izbranimi
spremenljivkami (kondilo-bazalna dolzina, dolzina nadlahtnice in dolzina stegnenice) in
telesno dolzino zivali. To bi pomenilo, da imajo vecje Zzivali daljSe mere izbranih

spremenljivk.

Iz slednjih grafov je razvidna linearna odvisnost med izbranimi spremenljivkami. Tako
lahko zgornjo predpostavko preverimo s pomocjo uporabe Pearsonovega korelacijskega

koeficienta (Preglednica 3).

Preglednica 3: Izracunani Pearsonovi korelacijski koeficienti (Pearson Co) skupaj s stopnjo znacilnosti (Sig.) za izbrane
spremenljivke v vzorcu ¢rnih mocerilov (n = 12). Td — telesna dolzina zivali, KBD — kondilo-bazalna dolzina, Hum —
nadlahtnica, Fem — stegnenica.

Td KBD Hum Fem
Td Pearson Co 1,000 0,899 0,687 0,793
Sig. / 0,000 0,007 0,001
n 12 12 12 12
KBD Pearson Co 0,899 1,000 0,896 0,897
Sig. 0,000 / 0,000 0,000
n 12 12 12 12
Hum Pearson Co 0,687 0,896 1,000 0,861
Sig. 0,007 0,000 / 0,000
n 12 12 12 12
Fem Pearson Co 0,793 0,897 0,861 1,000
Sig. 0,001 0,000 0,000 /
n 12 12 12 12
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Najprej podajamo povezavo med telesno dolzino in KBD za vzorec ¢rnih mocerilov
(slika 112). Pearsonov koeficient korelacije v tem primeru znaSa 0,899 in je statisti¢no
znacilen (p < 0,001). Koeficient nakazuje na mocno pozitivno linearno povezavo med
telesno dolzino in KBD v vzorcu ¢rnih mocerilov. Trdimo lahko, da imajo ¢rni mocerili z

daljso telesno dolzino tudi daljSo kondilo-bazalno dolzZino.

KBD v odvisnosti od telesne dolzine
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Slika 112: Izracunani Pearsonov koeficient korelacije med KBD in telesno dolzino za vzorec ¢rnih mocerilov znasa
0,899 in je statisti¢no znacilen (p < 0,001). Tako grafi¢na predstavitev kot sam koeficient nakazujeta na mo€no pozitivno
linearno povezavo med telesno dolzino in KBD v vzorcu ¢rnih mocerilov.
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Na naslednjem grafu podajamo povezavo med telesno dolzino zivali in dolzino nadlahtnice
(humerus) za vzorec ¢rnih mocerilov (slika 113). Pearsonov koeficient korelacije za
telesno dolzino in dolzino nadlahtnice znasa 0,687 in je statisticno znacilen (p < 0,007).
Koeficient nakazuje na pozitivno linearno povezavo med telesno dolzino in dolzino
nadlahtnice v vzorcu ¢rnih mocerilov. Tako lahko trdimo, da imajo ¢rni mocerili z daljSo

telesno dolZino tudi daljSo nadlahtnico.

Dolzina nadlahtnice v odvisnosti od telesne dolzine
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Slika 113: Pearsonov koeficient korelacije za telesno dolzino in dolzino nadlahtnice za vzorec ¢rnih mocerilov znasa
0,687 in je statisticno znacilen (p < 0,007). Tako grafi¢na predstavitev kot sam koeficient nakazujeta na pozitivno
linearno povezavo med telesno dolzino in dolzino nadlahtnice v vzorcu ¢rnih mocerilov.
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Spodnji graf prikazuje povezavo med telesno dolzino zivali in dolzino stegnenice (femur)
za vzorec ¢rnih mocerilov (slika 114). Pearsonov koeficient korelacije v tem primeru znasa
0,793 in je statistino znacilen (p < 0,001). Koeficient nakazuje na pozitivho linearno
povezavo med telesno dolzino in dolzino stegnenice v vzorcu ¢rnih mocerilov. Trdimo

lahko, da imajo ¢rni mocerili z daljSo telesno dolzino tudi daljSo stegnenico.
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Slika 114: Izracunani Pearsonov koeficient korelacije med dolzino stegnenice in telesno dolzino za vzorec Crnih
mocerilov znasa 0,793 in je statisticno znacilen (p < 0,001). Sam koeficient kot tudi graficna ponazoritev nakazujeta na
pozitivno linearno povezavo med telesno dolzino in dolzino stegnenice v vzorcu ¢rnih mocerilov.
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Preverili smo tudi odvisnost med posameznimi spremenljivkami. Zanimala nas je
odvisnost med dolzino nadlahtnice in stegnenice v odvisnosti od kondilo-bazalne dolzine v
vzorcu ¢rnih mocerilov. Tako dolzina nadlahtnice kot dolzina stegnenice kaZzeta mocno

pozitivno linearno odvisnost v povezavi s kondilo-bazalno dolzino.

Pearsonov koeficient korelacije za dolzino nadlahtnice v odvisnosti od KBD za vzorec
¢rnih mocerilov znasa 0,896 in je statisticno znacilen (p < 0,001). Koeficient nakazuje na
pozitivno linearno povezavo med KBD in dolzino nadlahtnice v vzorcu ¢rnih mocerilov.
Trdimo lahko, da imajo ¢rni mocerili z daljSo kondilo-bazalno dolzino tudi daljSo

nadlahtnico (slika 115).
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Slika 115: Pearsonov koeficient korelacije za dolzino nadlahtnice v odvisnosti od KBD za vzorec ¢rnih mocerilov znasa
0,896 in je statisti¢no znacilen (p < 0,001). Tako grafi¢na ponazoritev kot koeficient nakazujeta na pozitivno linearno
povezavo med KBD in dolzino nadlahtnice v vzorcu ¢rnih mocerilov.
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Pearsonov koeficient korelacije za dolzino stegnenice v odvisnosti od KBD za vzorec ¢rnih
mocerilov znasa 0,897 in je statisticno znacilen (p < 0,001). Koeficient nakazuje na
pozitivno linearno povezavo med KBD in dolzino stegnenice v vzorcu ¢rnih mocerilov.
Trdimo lahko, da imajo ¢rni mocerili z daljSo kondilo-bazalno dolzino tudi daljSo

stegnenico (slika 116).
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Slika 116: Izracunani Pearsonov koeficient korelacije za dolzino stegnenice v odvisnosti od KBD za vzorec ¢rnih
mocerilov znasa 0,897 in je statisti¢no znacilen (p < 0,005). Tako koeficient kot graficna ponazoritev nakazujeta na
pozitivno linearno povezavo med KBD in dolzino stegnenice v vzorcu ¢rnih mocerilov.
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4.2.4 Sorazmernostni koli¢niki

Za izbrani vzorec ¢rnih zivali (n = 12) nas je zanimalo, kolikSen delez telesne dolzine
predstavljajo kondilo-bazalna dolZina, dolzina nadlahtnice in dolzina stegnenice, ¢e jih
primerjamo z izmerjeno telesno dolzino Zivali. V ta namen smo s pomocjo pridobljenih

mer posameznih kosti in telesnih dolzin zivali izracunali sorazmernostne koli¢nike.

Izracunali smo sorazmernostne koli¢nike za izbrane dolzine kosti (kondilo-bazalna dolZina,
dolzina nadlahtnice in dolzina stegnenice) ter jih primerjali s telesno dolzino mocerilov
(preglednica 4). Dobljene rezultate smo izrazili v odstotkih in opravili osnovno statistino

analizo.

Sorazmernostni kolicnik 1 (SK 1) = (kondilo-bazalna dolzina/telesna dolzina) %
Sorazmernostni kolicnik 2 (SK 2) = (dolzina nadlahtnice/telesna dolzina) %

Sorazmernostni kolicnik 3 (SK 3) = (dolzina stegnenice/telesna dolzina) %

Preglednica 4: Izracunani delezi sorazmernostnih koli¢nikov za vzorec ¢rnih mocerilov. SK1 = KBD/Td, SK2 =
Humerus/Td, SK3 = Femur/Td, n — $tevilo osebkov, Pov — povpreéje, Std N — standardna napaka povprecja, SD —
standardna deviacija, Min — minimalna vrednost, Maks — maksimalna vrednost.

Oznaka SK1 [%] SK2[%] SK3 [%]

J1 7,391 2,604 2,534
13 7,260 2,497 2,098
J6 7,045 2,313 1,964
J7 6,971 2,518 2,282
18 6,943 2,148 2,192
J15 7,108 2,405 2,628
J16 7,645 2,561 2,392
DI 7,339 2,403 2,487
C16 6,120 1,681 1,734
C17 6,152 1,785 2,179
C18 6,584 1,718 1,749
C19 6,574 2,361 1,987
n 12 12 12

Povprecje 6,928 2,250 2,185
Std N 0,139 0,097 0,085
SD 0,482 0,337 0,294
Min 6,120 1,681 1,734

Maks 7,645 2,604 2,628
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V povprecju je pri ¢rnih mocerilih kondilo-bazalna dolzina predstavljala 6,928% delez
(+ 0,139%) telesne dolzine. Dolzini nadlahtnice in stegnenice sta glede na izmerjeno
telesno dolzino predstavljali podobna deleza, saj je bila izratunana povpre¢na vrednost
deleza za dolzino nadlahtnice 2,250% (x 0,097% ), za dolzino stegnenice pa 2,185%
(# 0,085 %).

Za boljSo primerjavo vrednosti sorazmernostnih koli¢nikov za vzorec ¢rnih mocerilov smo
izracunali sorazmernostne koli¢nike tudi za bele mocerile. Zaradi majhnega vzorca belih
zivali (n = 3) smo za lazjo primerjavo dodali podatke povzete, po Herre (1935)

(preglednica 5).

Preglednica 5: IzraCunani delezi sorazmernostnih koli¢nikov za vzorec belih mocerilov. SK1 = KBD/Td, SK2 =
Humerus/Td, SK3 = Femur/Td. H1, H2 in H3 povzeto po Herre (1935), n — Stevilo osebkov, Pov — povpreéje, Std N —
standardna napaka povprecja, SD — standardna deviacija, Min — minimalna vrednost, Maks — maksimalna vrednost.

Oznaka SK1[%] SK2][%] SK3][%]

HI1 9,535 / /
H2 8,768 / /
H3 8,021 / /
P181 7,692 3,846 3,791
P184 7,135 2,720 2,942
P194 8,110 3,630 4,629
n 6 3 3
Pov 8,210 3,399 3,787
Std N 0,343 0,345 0,487
SD 0,841 0,598 0,844
Min 7,135 2,720 2,942
Maks 9,535 3,846 4,629

V povprecju je v vzorcu belih mocerilov kondilo-bazalna dolzina predstavljala 8,210%
delez (£ 0,343%) telesne dolZine. Izracunana povpre¢na vrednost deleza za dolZino

nadlahtnice je bila 3,399% (& 0,345% ), za dolzino stegnenice pa 3,787% (£ 0,487%).
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4.2.5 Stetje vretenc

S pomoc¢jo CT-posnetkov zivali in programske opreme Acdsee pro (Photo manager) smo
preko dorzalnih in lateralnih posnetkov okostja ¢rnih mocerilov poskuSali presteti Stevilo
vretenc v vseh regijah hrbtenice. Natan¢nega Stevila kavdalnih vretenc na posnetkih vecine
¢rnih mocerilov nismo uspeli dolociti, saj so bila najmanjSa kavdalna vretenca zaradi
prenizke lo€ljivosti CT-naprave zlita v enoten skupek. Tudi s povec¢evanjem in obdelavo
fotografij natan¢nega Stevila zadnjih kavdalnih vretenc ni bilo mogoce dolociti (razen v
izjemnih primerih na lateralnem CT-posnetku repnega dela). Lahko pa smo natan¢no
opazovali in presteli vsa vretenca trupne regije (preglednica 6). Dobljene rezultate smo
primerjali z Ze obstoje¢imi podatki o Stevilu trupnih vretenc pri pigmentirani podvrsti

mocerila.

Preglednica 6: Stevilo trupnih vretenc za vzorec &mih moderilov, n — $tevilo osebkov, Pov — povpregje, Std N —
standardna napaka povprecja, SD — standardna deviacija, Min — minimalna vrednost, Maks — maksimalna vrednost.

Oznaka A +prsna  Metoda
193 33 PT
71 35 PT
13 35 CT
J6 35 CT
17 34 CT
18 36 CT
J15 35 CT
J16 35 CT
Dl 35 CT
Cl6 37 CT
C17 34 CT
C18 33 CT
C19 36 CT
n 13

Pov 34,846

Std N 0,329

SD 1,144

Min 33

Maks 37

Povprecno Stevilo vretenc v trupni regiji skupaj z atlasom (ki je prvo in edino vratno
vretence pri mocerilu) je bilo 34,8 (+ 0,329). Najmanjse Stevilo vretenc v trupni regiji je

imel osebek C18, in sicer 33 vretenc, najve pa osebek pod oznako C16, in sicer 37.
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4.2.6 Merjenje prostornine kalcija v kostnem tkivu mocerilov

S pomocjo posnetkov, pridobljenih s tehniko racunalniS8ke tomografije, smo izmerili
prostornino kalcija (v mm’) v kostnem tkivu $estnajstih moderilov (trinajst pigmentiranih
in tri nepigmentirane zivali). Prostornino kalcija v kostnem tkivu smo izmerili tako za
vzorec ¢rnih kot tudi belih mocerilov (preglednici 7 in 8). Poleg same prostornine kalcija v
kostnem tkivu Zivali nas je zanimalo tudi, ali se pigmentirana in nepigmentirana podvrsta

mocerila bistveno razlikujeta v izmerjenih vrednostih.

Na podlagi pri¢ujocega vzorca belih in ¢rnih mocerilov razlike v prostorninah kalcija
nismo opazili. Povprecna prostornina kalcija v kostnem tkivu belih mocerilov ni bila
statisticno znacilno razlicna od prostornine kalcija v kostnem tkivu ¢rnih mocerilov

(Studentov t-test, p > 0,05).

Preglednica 7: Prostornina kalcija (v mm®) v kostnem tkivu belih mo&erilov, n — $tevilo osebkov, Pov — povpregje, Std N
— standardna napaka povpre¢ja, SD — standardna deviacija, Min — minimalna vrednost, Maks — maksimalna vrednost.

Oznaka mm?
P181 246
P184 263
P194 339

n 3
Pov 282,667
Std N 28,591
SD 49,521
Min 246

Maks 339
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Preglednica 8: Prostornina kalcija (v mm®) v kostnem tkivu &rnih mogerilov, n — §tevilo osebkov, Pov — povpreje, Std
N — standardna napaka povprecja, SD — standardna deviacija, Min — minimalna vrednost, Maks — maksimalna vrednost.

Oznaka mm?3
Cv 318
Cl6 349
C17 398
C18 298
C19 422
D1 201
J1 95
13 436
J6 365
17 309
18 443
J15 73
J16 248
n 13
Pov 304,231
Std N 33,617
SD 121,207
Min 73

Maks 443
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4.3 MAGNETNA RESONANCA

Magnetna resonanca se zal ni izkazala za tako uspe$no metodo, kot smo upali. Posamezne
slike sicer prikazejo celosten izgled okostja, vendar je locljivost na slikah prenizka, da bi
lahko prepoznali posamezne elemente skeleta. Tridimenzionalnega modela okostja iz

nastalih slik ni bilo mogoce izdelati.

Slika 117: MRI posnetek nepigmentirane podvrste mocerila (P111). Ventralni pogled na skelet.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Z uporabo klasicnih in sodobnih metod za preucCevanje skeleta ter s Stevilcno vecjim
vzorcem pigmentiranih Zivali smo Zeleli podrobneje ovrednotiti in dopolniti ze obstojeca
dognanja o skeletu ¢rnega mocerila. Tako smo za potrebe diplomskega dela preizkusili tri
razlicne metodoloske pristope: klasicno metodo presvetljevanja tkiv s souporabo
specifi¢nih barvil, magnetno resonanco (MRI) in racunalnisko tomografijo (CT). Z njihovo
primerjavo smo zeleli ugotoviti, ali so primerne za opravljanje raziskav na skeletu ¢rnega
mocerila ter kakSno stopnjo verodostojnosti in uporabnosti rezultatov nam lahko
zagotovijo. NajboljSe rezultate smo pricakovali predvsem od sodobnih metod, izmed
katerih se je racunalniSka tomografija (CT) izkazala kot precej uCinkovita in uporabna,
magnetna resonanca pa se je v primeru morfometri¢nih raziskav na skeletu ¢rnega mocerila
izkazala kot precej neuporabna. Za uporabo sodobnih metod magnetne resonance in
racunalniske tomografije smo se odlocili predvsem iz razloga, ker gre za neinvazivni
metodi, pri katerih zivali za preiskavo ni potrebno zrtvovati. To je Se posebej uporabno pri
morfometricnih raziskavah na okostju strogo zavarovane vrste, kot je ¢rni moceril,
katerega velikosti populacije Se ne poznamo in je Stevilo osebkov, namenjenih raziskavam,

ustrezno majhno.

5.1.1 Presvetlitvene tehnike

Za uporabo presvetlitvene tehnike na skeletu ¢rnega mocerila smo se odlocili predvsem
zaradi njene bistvene prednosti, ki omogoca diferencialno barvanje celotnega skeleta na
intaktnem telesu osebka in tako med samim postopkom priprave okostja ne izgubimo
posameznih manjSih kos¢enih elementov (Dwight Davis in Gore, 1936; Green, 1952).

Glede na dobre rezultate, ki so jih na skeletih dvozivk dosegli ze drugi avtorji (Dwight
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Davis in Gore, 1936; Green, 1952; Hanken in Wasserung, 1981), smo od metode
pricakovali rezultate, ki bi omogocili jasnejSo analizo skeletnih elementov glave, oplecja in
okol¢ja ter vretenc v repni regiji hrbtenice. V ta namen smo poskusali presvetliti dva
fiksirana ¢rna osebka. Oba skeleta sta med postopkom presvetljevanja razpadla.
Predvidevamo, da sta bili Zivali Ze pred samim fiksiranjem (70% etanol) v precej slabem
stanju in zato tkivo ni preneslo tretiranja s kemijskimi reagenti, predpisanimi v postopku.
Prav tako velja opozoriti, da gre pri uporabljenem materialu za vzorce, ki so bili v etanolu
fiksirani ze vrsto let. Tako menimo, da ima lahko ¢as fiksacije v alkoholu vpliv na
obstojnost preparata. Predvidevamo, da bi s svezim materialom ali pa z osebki, ki so bili
fiksirani zgolj za krajsi ¢as (nekaj dni), dobili boljse konéne rezultate. Ze Dwight Davis in
Gore (1936) navajata, da sta najboljSe rezultate na dvozivkah dosegala s svezim
materialom. Ker gre v primeru ¢rnega mocerila za zas¢iteno vrsto in ker je Stevilo osebkov,
namenjenih raziskavam, majhno, sami nismo poskuSali uporabiti svezih osebkov. V
nadaljnje to tudi odsvetujemo, saj smo sami dokazali, da lahko dobre rezultate doseZzemo s

sodobnej$imi metodami (ra¢unalniska tomografija), ki ne zahtevajo Zrtvovanja zivali.

Kljub razpadlemu materialu smo koScene elemente skeleta ¢rnih osebkov obarvali z
barvilom alizarin red-S ter jih tako napravili bolje prepoznavne. 1z presvetljenih preparatov
smo lahko ovrednotili Stevilo repnih vretenc, vendar zaradi majhnega vzorca rezultati niso
bili primerni za primerjavo z ze obstojeCimi podatki. Strukture smo pregledali pod
stereolupo ter fotodokumentirali obarvani material. Menimo, da je pricujoci slikovni

material dobrodoslo gradivo, ki bi bilo v prihodnje lahko uporaben uéni pripomocek.

5.1.2 Racunalniska tomografija

Od metode racunalniSke tomografije smo pricakovali rezultate, ki bi omogocili
podrobnejSo tridimenzionalno analizo zgradbe lobanjskih kosti, koS¢enih elementov
oplecja in okol¢ja ter zgradbo in Stevilo vretenc v posameznih regijah, s poudarkom na
vretencih repne regije. Izkazalo se je, da je CT-naprava Oddelka za nevrologijo UKC v

Ljubljani ucinkovita metoda pri anatomskem analiziranju koS¢enih elementov, zaradi
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prenizke locCljivosti naprave pa je pri zivalih velikostnega razreda mocerila premalo
natan¢na za analiziranje najbolj drobnih elementov skeleta. Zaradi locljivosti naprave, ki
lahko razloc€uje le strukture, ve¢je od 0,3 mm, najmanjsih struktur okostja nismo uspeli
razlocevati. Tako so na tridimenzionalnih modelih nekatere kosti zlite skupaj in vidne kot

celota, Ceprav iz drugih raziskav vemo, da gre v resnici za lo¢ene kosti.

Zanimivo je, da nismo na vseh posnetkih ¢rnih mocerilov opazili vseh struktur. Tako so na
nekaterih posnetkih jasno vidni vsi trije epibranhialni elementi, medtem ko sta pri drugih
¢rnih mocerilih opazna samo dva ali pa zgolj en epibranhialni element. Prav tako na vseh
posnetkih ni zaznati prvega ceratobranhialnega elementa, medtem ko sta pri nekaterih
zivalih opazna tako prvi kot tudi drugi ceratobranhialni element. Tudi kon¢ni ¢lenki prstov
so pri nekaterih zivalih dobro vidni, pri drugih pa ne. Predvidevamo, da bi lahko bila za to
dva razloga. Prvi je ta, da so bile pri zivih zivalih jakosti sevanja nizje in tudi sam postopek
slikanja z rentgenskimi zarki je potekal krajsi ¢as kot pri fiksiranih osebkih. Locljivost
kos€enih elementov na posnetkih zivih zivali je tako nekoliko slab$a od posnetkov Zivali,
ki so bile fiksirane v 70% etanolu. Drugi razlog pa je tudi ta, da smo pri raziskavi
uporabljali razli¢no stare zivali. Predvidevali smo, da so bile vecje Zivali starejSe od
manjSih zivali in zato njihov skelet tudi mocneje osificiran. Tako sklepamo, da je pri
starejSih (vecjih) mocerilih stopnja osifikacije skeleta vi§ja kot pri mlajSih (manjsih)
zivalih. To pomeni, da so imele starejSe (vecje) zivali vi§jo stopnjo osifikacije in tudi vecje
Stevilo okostenelih elementov kot mlajSe (manjSe) zivali, kar se na tridimenzionalnih

modelih odraza v razlicnem Stevilu najmanjsih skeletnih elementov.

Izdelani tridimenzionalni racunalniski modeli so omogocili zelo dober celostni
tridimenzionalni pogled na posamezne regije skeleta pri ¢rnem mocerilu. Tako so bili
modeli, primerni za vrednotenje koS¢enih elementov, vecjih od minimalne locljivosti
naprave. Izmerili in ovrednotili smo lahko vecje lobanjske kosti, glavne elemente
visceralnega skeleta, propodialna elementa humerus in femur ter vsa vretenca, razen

najmanj$ih repnih vretenc.

S pomoc¢jo meritev, opravljenih na tridimenzionalnih ra¢unalniskih modelih okostij ¢rnih

mocerilov, smo izmerili in statisticno ovrednotili izbrane elemente skeleta. S testiranjem
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izmerjenih vrednosti smo potrdili postavljeno hipotezo o pozitivni linearni odvisnosti med
izmerjenimi elementi skeleta (kondilo-bazalno dolZino, dolZino nadlahtnice in dolZino
stegnenice) ter telesno dolzino ¢rnih mocerilov. Podobne ugotovitve o linearni zveznosti
med izmerjenimi morfometriénimi parametri in telesno dolzino zivali za bele in ¢rne
mocerile navaja tudi Goric¢ki (2006) v svoji raziskavi. Sorazmerno velik vzorec ¢rnih
mocerilov je sicer omogocil statisticno analizo podatkov, vendar bi v prihodnje priporocali
opraviti statistino analizo na Se ve¢jem vzorcu ¢rnih Zivali, kar bi omogocilo Se jasnejsi
vpogled v odvisnosti med posameznimi skeletnimi elementi. Tako bi lahko podrobneje
raziskali tudi vpliv alometricne rasti posameznih skeletnih delov, predvsem lobanje. Z
vecjim vzorcem ¢rnih mocerilov bi lahko zajeli vecji velikostni oziroma starostni razpon
zivali, kar bi omogocilo jasnejsi vpogled v proces rasti posameznih skeletnih delov ter

znacilnosti alometri¢ne rasti skozi celoten ontogenetski razvoj zivali.

Za izbrani vzorec Crnih in belih mocerilov nas je zanimalo, kolikSen deleZ telesne dolZine
predstavljajo kondilo-bazalna dolzina, dolzina nadlahtnice in dolzina stegnenice, ¢e jih
primerjamo z izmerjeno telesno dolzino zivali. Pricakovali smo, da bomo z izra¢unanimi
sorazmernostnimi koli¢niki potrdili Ze znane ugotovitve o skeletu ¢rnega mocerila. Nasi
rezultati so pokazali, da v vzorcu ¢rnih mocerilov kondilo-bazalna dolzina ter dolZina
nadlahtnice in stegnenice predstavljajo manjSe deleze, kot ¢e jih primerjamo z enakimi
delezi za vzorec belih mocerilov. S tem smo potrdili ugotovitve, ki jih za dolzino glave ter

sprednjih in zadnjih okon¢in za ¢rnega mocerila navajata Ze Sket in Arntzen (1994).

S pomocjo izdelanih tridimenzionalnih racunalniskih modelov smo dolocili natan¢no
Stevilo trupnih vretenc do sakralnega vretenca. Dobljene rezultate smo primerjali z Ze
obstoje¢imi podatki o Stevilu trupnih vretenc pri pigmentirani podvrsti mocerila.
Povpre¢no Stevilo vretenc v trupni regiji je sovpadalo z Ze znanimi podatki o Stevilu
trupnih vretenc, ki jih za pigmentirano podvrsto v svojem delu navajata Sket in Arntzen
(1994). Opazili smo trend povecevanja Stevila trupnih vretenc z narasc¢ajoco telesno
dolzino zivali, a ker so nekatere zivali odstopale od tega trenda in ker je vzorec zivali
relativno majhen, bi opazeno Zeleli preveriti na vec¢jem Stevilu Zivali, preden postavimo

dokon¢no trditev.
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S pomocjo posnetkov, pridobljenih s tehniko racunalniSke tomografije, smo izmerili
prostornino kalcija v kostnem tkivu mocerilov. Poleg same prostornine kalcija v kostnem
tkivu Zzivali nas je zanimalo, ali se pigmentirana in nepigmentirana podvrsta mocerila
bistveno razlikujeta v izmerjenih vrednostih. Pricakovali smo, da bodo rezultati analize
prostornine kalcija pokazali razlike v izmerjenih vrednostih med belo in ¢rno podvrsto. Na
podlagi pricujoCega vzorca belih in ¢rnih mocerilov razlike v prostorninah kalcija nismo
ugotovili. Zaradi relativno majhnega vzorca, uporabljenega pri naSem preizkusu, obstaja
moznost, da bi analiza na vecjem S$tevilu osebkov pokazala drugacne rezultate, zato
menimo, da bi bilo vnovi¢no testiranje razlike v prostornini kalcija med ¢rno in belo

podvrsto vsekakor priporocljivo opraviti Se na ve¢jem vzorcu zivali.

Sama metoda ra¢unalniske tomografije se je izkazala za ucinkovito iz ve¢ razlogov. Poleg
tega da nam je omogocila tridimenzionalno raCunalniS8ko rekonstrukcijo in analizo
skeletnih delov, je bila relativno enostavna in hitra ter neinvazivna, saj ni predstavljala
vecjega problema tudi za slikanje zivih mocerilov. Ob pazljivem delu z zivimi zivalmi in
ustrezno nizki jakosti sevanja slikanje ne predstavlja vecjega stresa za zive zivali in v
kratkem c¢asu lahko na ta nacin poslikamo veliko Stevilo osebkov. RacunalniSka
tomografija je omogocila tudi izdelavo dobrih tridimenzionalnih racunalniS$kih modelov
okostij Ze fiksiranega materiala. Ugotovili smo, da starost fiksiranega materiala ni vplivala

na kakovost izdelave kon¢nih tridimenzionalnih modelov.

5.1.3 Magnetna resonanca

Magnetna resonanca se za preucevanje podrobnejse zgradbe tako majhnih struktur, kot so
skeletni elementi mocerila, v naSem primeru ni izkazala za ucinkovito. Metoda je sicer
uporabna za raziskovanje telesne zgradbe zivih organizmov, vendar v naSem primeru ni
prisla v postev, saj je bila lo¢ljivost na nastalih posnetkih prenizka. Posamezne slike so
sicer prikazovale celosten izgled okostij, vendar je bila locljivost na slikah prenizka, da bi
na njih lahko prepoznali posamezne elemente skeleta. Tridimenzionalnih modelov okostij

iz nastalih slik ni bilo mogoce izdelati. Metoda je lahko uporabna za grobo povrSinsko
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analizo in preucCevanje posameznih vecjih skeletnih struktur, ne pa za natan¢no
preucevanje elementov skeleta. Problem je predstavljalo tudi izredno dolgo snemanje, ki je
v nasem primeru trajalo dva dni. Menimo, da bi tako dolgo snemanje pod vplivom uspaval
in v umetnem okolju negativno vplivalo na zive zivali. Eden od dejavnikov je bila tudi
zmogljivost samega aparata za magnetno resonanco. Magnet na Institutu Jozefa Stefana
ima magnetno polje zmogljivosti 3 T in je ze precej star. Tak§no magnetno polje se danes
smatra za majhno. Predvidevamo, da bi s sodobnejSo napravo z zmogljivej$im magnetnim
poljem lahko pridobili boljse posnetke, ki bi lahko omogocili izdelavo tridimenzionalnih

racunalniskih modelov okostij mocerilov.
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5.2 SKLEPI

1. S tridimenzionalnimi modeli in Steviléno ve¢jim vzorcem Zivali pigmentirane

podvrste mocerila smo potrdili dosedanje ugotovitve o zgradbi skeleta.

2. Presvetlitvene tehnike se niso izkazale kot povsem uspesne, saj je tkivo preparatov
razpadlo in tako ni omogocilo celostnega pogleda na okostje. Ohranili so se dobro
obarvani posamezni elementi skeleta, katerih slikovni material je uporaben tudi za

didakti¢ne namene.

3. Metoda tridimenzionalne rekonstrukcije skeleta s pomocjo racunalniske
tomografije se je izkazala za uspesno in je omogocila celostni tridimenzionalni
pogled na posamezne regije skeleta pri ¢rnem mocerilu. Tako so bili modeli,
primerni za vrednotenje koScenih elementov, vec¢jih od minimalne loc¢ljivosti

naprave.

4. Statistini izracuni so potrdili hipotezo o pozitivni linearni odvisnosti med

posameznimi elementi skeleta in telesno dolzino zivali.

5. Prostornina kalcija v kostnem tkivu belih mocerilov ni bila statisticno znacilno

razli¢na od prostornine kalcija v kostnem tkivu ¢rnih mocerilov.

6. Metoda magnetne resonance ni bila uspeSna. Zaradi prenizke lo€ljivosti na slikah
posameznih elementov skeleta nismo uspeli prepoznati in tridimenzionalnega

racunalniskega modela skeleta ¢rnega mocerila tako nismo uspeli izdelati.
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6 POVZETEK

Pri morfometri¢ni analizi skeleta ¢rnega mocerila smo se odlocili za uporabo klasi¢nih in
sodobnih tehnik, ki omogocajo raziskave na skeletnem sistemu zivali. Z njihovo
primerjavo smo zeleli ugotoviti, ali so primerne za opravljanje raziskav na skeletu ¢rnega
mocerila ter kako uporabne in korektne rezultate nam lahko zagotovijo. Tako smo za
potrebe diplomskega dela preizkusili tri razlicne metodoloSke pristope: klasicno metodo
presvetljevanja tkiv s souporabo specifi¢nih barvil ter sodobni metodi magnetno resonanco
in racunalniSko tomografijo. Za uporabo sodobnih metod magnetne resonance in
racunalniSke tomografije smo se odlocili predvsem zato, ker gre za neinvazivni metodi, pri
katerih Zivali za preiskavo ni potrebno zrtvovati. To je Se posebej uporabno pri
morfometricnih raziskavah na okostju strogo zavarovane vrste, kot je ¢rni moceril,
katerega velikosti populacije §e ne poznamo in je Stevilo osebkov, namenjenih raziskavam,
ustrezno majhno. Za uporabo presvetlitvenih tehnik smo se odlocili predvsem z namenom,
da bi dobili jasnejsi vpogled v skeletne elemente lobanje, oplecja in okolcja ter Stevilo in
obliko repnih vretenc pri ¢rnem mocerilu. V ta namen smo poskusali presvetliti dva ¢rna
osebka. Zal sta oba skeleta med postopkom presvetljevanja razpadla. Kljub razpadlemu
materialu smo koscene elemente skeleta obarvali z barvilom alizarin red-S ter jih tako
napravili bolj kontrastne in prepoznavne. Strukture smo pregledali pod stereolupo ter
fotodokumentirali obarvani skeletni material. Iz presvetljenih preparatov smo lahko
ovrednotili Stevilo repnih vretenc, vendar zaradi majhnega vzorca rezultati niso bili
zadostni za primerjavo z ze obstojeCimi podatki. Pricujoc¢i slikovni material pa je
dobrodoslo gradivo, ki bi bilo v prihodnje lahko uporaben u¢ni pripomocek. Od metode
racunalniSke tomografije smo pricakovali rezultate, ki bi omogocili podrobnejsi
tridimenzionalni vpogled v obliko lobanjskih kosti, obliko kos¢enih elementov oplec¢ja in
okol¢ja ter obliko in Stevilo vretenc v posameznih regijah, s poudarkom na vretencih repne
regije. Konéni tridimenzionalni modeli so omogocili zelo dober celostni pogled na
posamezne regije skeleta pri ¢rnem mocerilu. Tako so bili modeli, primerni za vrednotenje
kos€enih elementov, vecjih od minimalne locljivosti naprave. Izmerili in ovrednotili smo
lahko vecje lobanjske kosti, glavne elemente visceralnega skeleta, propodialna elementa

humerus in femur ter vsa vretenca, razen najmanjsih repnih vretenc. Dobljene meritve smo
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statisticno ovrednotili. Izracunani korelacijski koeficienti potrjujejo naso hipotezo, da so
izmerjeni elementi skeleta (kondilo-bazalna dolZina, dolZzina nadlahtnice in dolZina
stegnenice) v pozitivni linearni odvisnosti glede na telesno dolzino zivali. Za izbrani
vzorec ¢rnih in belih mocerilov nas je zanimalo, kolikSen delez telesne dolzine
predstavljajo kondilo-bazalna dolZina, dolzina nadlahtnice in dolZina stegnenice, ¢e jih
primerjamo z izmerjeno telesno dolzino zivali. Izracunani sorazmernostni koli¢niki so
pokazali, da v vzorcu ¢rnih mocerilov kondilo-bazalna dolzina ter dolzina nadlahtnice in
stegnenice predstavljajo manjSe deleze, kot ¢e jih primerjamo z izraCunanimi delezi za
vzorec belih mocerilov. S tem smo potrdili ugotovitve, ki jih navajata ze Sket in Arntzen
(1994). S pomocjo izdelanih tridimenzionalnih modelov okostij ¢rnih mocerilov in izbrane
programske opreme smo dolo¢ili natan¢no Stevilo trupnih vretenc do sakralne regije.
Povprecno $tevilo vretenc v trupni regiji je skladno s podatki o Stevilu trupnih vretenc, ki
jih za pigmentirano podvrsto navajata Sket in Arntzen (1994). S pomocjo CT-posnetkov
smo izmerili prostornino kalcija v kostnem tkivu Sestnajstih mocerilov (trinajst Zivali
pigmentirane in tri Zivali nepigmentirane podvrste mocerila). Na podlagi pri¢ujocega
vzorca belih in ¢rnih mocerilov razlike v prostorninah kalcija med pigmentirano in
nepigmentirano podvrsto mocerila nismo ugotovili. Magnetna resonanca se ni izkazala za
tako uspesno metodo, kot smo sprva pri¢akovali. Posamezne slike sicer prikazejo celosten
izgled okostja, vendar je locljivost na slikah prenizka, da bi lahko prepoznali posamezne
elemente skeleta. Tridimenzionalnega modela okostja iz nastalih slik ni bilo mogoce

izdelati.
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PRILOGE

Priloga A
Protokol priprave nepigmentirane podvrste mocerila P95

Pri konéni pripravi osebka nepigmentirane podvrste mocerila P95 smo izbrali kombinacijo
metod Davids in Gore (1936) ter Hanken in Wasserung (1981). Presvetljevanje preparata
je potekalo po metodi Davids in Gore, priprava barvila in postopek barvanja kosti pa po

metodi Hanken in Wasserung. Osebek P95 je bil fiksiran v formalinu.

1. Spiranje pod tekoco vodo, 24 ur
2. Namakanje v 70% EtOH, 24 ur

3. Priprava barvila in barvanje, 24 ur

Barvilo: 100 ml 2% KOH + 1 ml raztopine alizarin red-S
Raztopina alizarin red-S: 5 ml CH;COOH + 10 ml gly + 60 ml dH,O
Po navodilih metode naj bi po 24-urnem namakanju preparata v raztopini barvila opazili intenzivno

rdece obarvanje kostnega materiala. Ker po predpisanem ¢asu nismo dosegli omenjenih rezultatov,
smo Cas barvanja podvojili. V tem Casu so se kosti preparata obarvale intenzivno rdece.

4. Namakanje v 2 %KOH, 24 ur

Tudi tokrat v predpisanem ¢asu nismo dosegli Zelenih rezultatov, zato smo trajanje koraka podaljsali
na 48 ur.

5. Bistrenje preparata:
L. 20 ml gly + 28 ml 2% KOH + 52 ml dH,O0, 4 dni
II. 50 ml gly + 3 ml 2% KOH + 47 ml dH,O0, 3 tedne
II. 75 ml gly + 0 ml 2% KOH + 25 ml dH,0, 3 tedne

Ker po prvem tretmaju nismo dosegli Zelenih rezultatov, smo bistrenje preparata ponovili §e enkrat.
Socéasno smo preparat izpostavljali son¢ni svetlobi, saj naj bi ta pospesila sam proces bistrenja.

6. Shranjevanje v 100% glicerolu z dodanim kristalom timola
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Priloga B
Protokol priprave pigmentirane podvrste mocerila J1 in J'93

Za pripravo osebkov pigmentirane podvrste mocerila J1 in J'93 smo uporabili kombinacijo
metod po Hanken in Wasserung (1981) ter Humason (1967), pri ¢emer je presvetljevanje
preparatov potekalo po metodi Humason, priprava barvila in barvanje kosti pa po principu

metode Hanken in Wasserung (1981). Osebka J1 in J'93 sta bila fiksirana v 70% etanolu.

1. Namakanje v 2% KOH, 24 ur

Kljub doslednemu upostevanju navodil in priporocil postopka nismo dobili Zelenih rezultatov, saj so
se mehka tkiva med procesom bistrenja locila od skeletnih elementov. Odpadlo tkivo smo zavrgli in
nadaljevali z barvanjem okostja, saj smo lahko ohranili in obdrzali vse skeletne elemente in jih z
barvanjem naredili Se bolj kontrastne in prepoznavne.

2. Priprava barvila in barvanje, 24ur

Barvilo: 0,5% KOH + raztopina alizarin red-S

Raztopina alizarin red-S: 0,1% alizarin red-S v dH,O

3. Bistrenje preparata: korak smo izpustili

4. Shranjevanje v 100% glicerolu z dodanim kristalom timola
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Priloga C

Izmerjene vrednosti izbranih skeletnih elementov za vzorec ¢rnih mocerilov (n = 12).
Td — telesna dolzina zivali, KBD — kondilo-bazalna dolzina, Hum — nadlahtnica,
Fem — stegnenica, Man — mandibularni lok, Sq — squamosum, Chy — ceratohyale,

Cbr I — ceratobranchiale I, Epb — epibranchiale 1.
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Oznaka Td [mm] KBD |[mm] Hum [mm] Fem [mm] Man[mm] Sq[mm] Chy|[mm] CbrI[mm] Epb I [mm]
J1 2273 16,8 5,92 5,76 10,50 10,54 7,58 3,47 7,73
J3 2383 17,3 5,95 5,00 11,20 6,86 6,59 3,40 7,57
J6 160,4 11,3 3,71 3,15 7,10 4,73 4,34 1,74 4,35
J7 199.,4 13,9 5,02 4,55 8,61 8,67 5,80 2,71 5,68
J8 275,1 19,1 5,91 6,03 12,05 8,24 8,26 3,51 8,79
J15 213,2 16,3 5,46 5,10 10,40 7,71 6,98 2,92 7,20
J16 246,2 17,5 5,92 6,47 11,60 11,44 8,19 3,85 8,49
D1 178,5 13,1 4,29 4,44 7,46 5,19 4,42 2,01 4,77
C16 225,5 13,8 3,79 3,91 8,43 7,01 5,39 2,30 5,46
C17 216,2 13,3 3,86 4,71 7,89 6,41 5,41 2,55 5,99
C18 194,4 12,8 3,34 3,40 8,68 5,40 4,68 1,90 6,75

C19 208,4 13,7 4,92 4,14 8,69 6,01 5,23 1,90 5,64
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