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Namen raziskave je bila analiza linij zavrte rasti v dolgih kosteh mocerila

(Proteus  anguinus anguinus) 1in s tem evalvacija uporabnosti
skeletokronologije pri tej vrsti. Analiza linij zavrte rasti je bila narejena na
obarvanih histoloskih prerezih sprednjih in zadnjih okonéin arhiviranih
osebkov s poznano starostjo, ki so bili izleZzeni in vzgojeni v jamskem
laboratoriju CNRS Station d'Ecologie Expérimentale v Moulisu, Francija. Pri
vseh osebkih v vzorcu so bile vidne linije zavrte rasti (LAG-1), vendar se
njihovo Stevilo pri vecini osebkov ni ujemalo z dejansko starostjo zivali.
Vecina LAG-ov je bila neizrazita, kar pripisujemo konstantnim abiotskim in
biotskim pogojem jamskega okolja, kot tudi specificni strukturi in dinamiki
rasti kostnine. Na podlagi literature menimo, da so LAG-1 v dolgih kosteh
mocerila preostanek endogenih ciklov nalaganja kostnine zastopanih pri
povrSinskih prednikih, ki so Ziveli v spreminjajocih se okoljskih pogojih.
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The purpose of this study was to examine the relationship between age and the
number of lines of arrested growth (LAGs) in the long bones of the blind cave
salamander (Proteus anguinus anguinus). Analysis of LAGs was made from
stained histological sections of the front and hind limbs of archived specimens
of known age that were hatched and raised in the cave laboratory of the CNRS
Station d'Ecologie Expérimentale in Moulis. LAGs were visible in all
specimens, but in most cases there was no relationship between the number of
LAGs and the actual age of the animals. LAGs were not clearly visible, which
is probably attributable to the constant biotic and abiotic conditions of cave
environment, as well as the specific structure and growth dynamics of the
bone. We think that the visible LAGs in the long bones of Proteus represent an
intrinsic mode or cycle of bone growth retained from surface ancestors that
lived in changing environmental conditions.
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SLOVARCEK

SKELETOKRONOLOGIJA: metoda doloCevanja starosti s pomocjo rastnih linij na

kalcificiranih tkivih
LAG: angleska kratica za linijo zavrte rasti (line of arrested growth)

RL: kratica za rastne linije, ki so posledica neenakomerega nalaganja kostnega tkiva v

razlicnih obdobji rasti Zivali

LAMELARNA KOST: tip kostnine pri kateri so kolagenska vlakna organizirana paralelno,

ta tip kostnine se nalaga zelo pocasi

PSEVDO-LAMELARNA KOST: tip kostnine, kjer so kolagenska vlakna organizirana

paralelno, vendar dokaj naklju¢no

OSIFIKACIJA: proces nalaganja kostnega tkiva

TL: dolzina repa od kloake do konice

TRL: dolzina trupa od sprednjih nog do kloake

PPL: dolzina glave od konice gobcka do sprednjih nog

DEKALCINACIJA: odstranitev anorganskih kalcijevih ionov iz kostnega tkiva s pomocjo

helatorjev ali kislin

ALOMETRIJA: nesorazmerna rast okon¢in in glave v primerjavi z rastjo telesa
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1 UVOD

Ugotavljanje starosti osebkov ima pomembno vlogo pri raziskavah rasti in razvoja Zivali
ter pri Studijah dinamike starostne strukture populacij. V ta namen se danes uporablja
skeletokronologija, tj. metoda pri kateri se za doloCevanje starosti uporablja Stetje linij
zavrte rasti oz. LAG- ov na dolgih kosteh (Eden in sod., 2007). Metoda je uporabna
predvsem za oceno starosti plazilcev in dvozivk, saj so ti Se posebej podvrzeni sezonskim
spremembam. Zaradi sezonskih sprememb v intezivnosti rasti Zivali, prihaja do
neenakomernega nalaganja kostnega materiala. Dejavniki, ki vplivajo na nalaganje
kostnega materiala so predvsem klimatski pogoji, trofi¢ni viri in presnovne lastnosti zZivali,
kot tudi medvrstna kompeticija. S skeletokronologijo pridobimo podatke o dolgozivosti
osebkov, o stopnji rasti zivali, prav tako je ta metoda kljucna tudi pri demografskih

Studijah (Miaud in Guillaume, 2005).

Z razliko od Sirokih plasti kostnega tkiva, ki so odraz ugodnejSih abiotskih in biotskih
pogojev (spomladansko-poletna perioda), so LAG-1 tanj$i in nastanejo ob neugodnih
pogojih, kot sta npr. zimska ali poletna dormanca. Omogocajo nam doloCanje starosti s
Stetjem linij, podobno Stetju drevesnih letnic — en LAG naj bi pomenil eno leto Zivljenja
(Miaud in Guillaume, 2005). Za analizo se najpogosteje uporabljajo ¢lenki prstov, zato za
analizo ni potrebno Zrtvovati osebka. (cit. v Castanet in sod., 1993). Analiza, ki je bila
narejena na dolgih kosteh mocerilov iz arhivske zbirke (Rogli¢, 2007), je potrdila
prisotnost LAG-ov pri tej vrsti, Ceprav so abiotski dejavniki v jamskem habitatu dokaj
konstantni. LAG-1 so v kosteh mocerila verjetno reliktni preostanek predniSkih povrSinskih
vrst ZiveCih v spreminjajocih se okoljskih pogojih. Pomemben vpliv pa imajo tudi trofi¢ni
viri, saj so prostorsko razprSeni in sezonsko pogojeni (Miaud in Guillaume, 2005).
Nalaganje kostnega tkiva pri brezrepcih se za¢ne z metamorfozo (Rozenblut in Ogielska,
2005), pri mocerilu pa naj bi nastopilo pozno, najverjetneje s spolno zrelostjo (Roglic,

2007).

Namen naSe naloge je bil dopolniti predhodno skeletokronoloSko analizo Rogliceve
(2007), z analizo dolgih kosti okoncin arhiviranih osebkov z znano starostjo, ki so se
izlegli v jamskem laboratoriju CNRS v Moullisu (Francija). Preverili smo korelacijo med
starostjo in Stevilom nastalih LAG-ov v dolgih kosteh ter njihovo pojavnost s spolno

zrelostjo. Opisali smo tudi zgradbo okoncin in razlozili histolosko zgradbo dolgih kosti



Roser M. Skeletokronoloska analiza in interpretacija linij zavrte rasti v dolgih kosteh mocerila.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2016

mocerila. Preverili smo tudi, e se nalaganje kostnega tkiva pri mocerilu za¢ne s spolno

zrelostjo.
NaSe delovne hipoteze so:

1. Glede na podatke iz literature predvidevamo, da bo Stevilo linij zavrte rasti v dolgih
kosteh mocerila koreliralo s starostjo in velikostjo osebka (starejSi/vecji osebki

imajo vecje Stevilo linij zavrte rasti, kot mlaj$i/man;jsi).

2. Predvidevamo, da se nalaganje kostnega materiala pri mocerilu zacne s spolno

zrelostjo.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 UGOTAVLIANJE STAROSTI PRI VRETENCARIJIH

DolocCanje starosti posameznih osebkov je potrebno za mnoge raziskave, v katere so
vkljueni organizmi. Za doloCanje starosti so bile predlagane in proucevane razlicne
metode doloCanja starosti glede na razlicne morfometricne podatke, kot so npr. velikost
osebkov, masa oCesne lece, Stevilo lobulov testisov ali progresivne spremembe kompaktnih
tkiv. Vse naStete metode so nenatancne in netocne, uporabne so le pri pribliZnem
dolocevanju starostnih skupin ali pa le pri lo¢evanju juvenilnih in odraslih osebkov. Poleg
tega je potrebno pri takSnem nacinu dela dolociti referencni vzorec na podlagi zivali z

znano starostjo (Castanet in sod., 1993).

Najboljsa metoda za nata¢no dolocCanje starosti, je metoda ulova in ponovnega ulova, s
katero lahko spremljamo zivali v naravi od njihove izvalitve naprej (Durham in Bennett,
1963). Na ta nacin lahko pridobimo zelo natan¢no oceno starosti osebka. Vendar je za to
metodo potrebno veliko dela in Casa. Poleg tega je pri doloCenih vrstah moZnost
ponovnega ulova zelo majhna, saj je veliko habitatov tezko dostopnih ali celo nedostopnih.

(Castanet in sod., 1993).

Se ena dokaj natanéna moznost za dolodanje starosti osebkov je metoda pri kateri se
uporabljajo rastne linije na trdih tkivih, ki so posledica periodi¢nih letnih sprememb v
okolju. Ta metoda se lahko uporablja na mineraliziranih vreten€arskih in nevretencarskih
tkivih, kot so kosti, zobovje, lupine ali pa na trdih tkivih, ki niso mineralizirana npr.
rogovje (cit.v Castanet in sod., 1993). Na sploSno lahko to metodo poimenujemo
sklerokronologija, ¢e govorimo le o mineraliziranem skeletnem tkivu, pa uporabimo izraz

skeletokronologija (Castanet in sod., 1993).

2.1.1 Pomen doloc¢anja starosti

Poznavanje starosti proucevanih Zivali ima velik pomen pri raziskavah na vseh podrocjih
zoologije — morfoloskih in fizioloskih raziskavah, pri raziskovanju ekologije vrst ali
populacijskih in demografskih Studijah. Poznavanje dinamike sestave starosti doloc¢enih
populacij je pri okoljskem biomonitoringu, zaradi velikega vpliva antropogenega stresa,
zelo pomembno (Smirina, 1994). Se posebej pomembno je pri raziskavah biologije

dvozZivk, saj so te zaradi svojega nacina Zivljenja in fiziologije Se posebej podvrzene
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antropogenim dejavnikom v okolju (Ento in Matsui, 2002). Starostna sestava populacije
lahko zaradi moc¢ne odvisnosti od okolja sluzi kot indikator onesnaZenosti okolja. V
onesnazenih okoljih se starostna sestava moc¢no spremeni, opazen je upad mlajSih in
starejSih kategorij osebkov (Smirina, 1994). Poleg tega lahko s poznavanjem toc¢nih starosti
posameznih osebkov znotraj populacije pridobimo informacije o mnogih pomembnih
vidikih zivljenjskega cikla doloCene populacije (Ento in Matsui, 2002). Poznavanje to¢ne
starosti je osnova temeljnih raziskav razvoja in dolgoZivosti zivali ter ugotavljanja stopnje
rasti. Po spolni zrelosti stopnja rasti upada, najverjetneje zaradi preusmeritve energije v
spolno reprodukcijo (cit. v Ento in Matsui, 2002). Linije zavrte rasti so s staranjem, zaradi
upocasnjene rasti namesScene vedno bolj nagosto. Na podlagi trenda medsebojne
oddaljenosti linij lahko dolo¢imo nastop spolne zrelosti za posamezno vrsto (Smirina,

1994),

2.1.2 Dolgozivost dvozivk

Dvozivke so v primerjavi z drugimi zivalskimi razredi podobnih velikosti, dolgozive zivali
(Smirina, 1994). V primerjavi z Zabami je maksimalna starost repatith dvozivk visja.
Najvi§ja znana starost zabe ulovljene v divjini je 14 let, medtem ko je maksimalna starost
repatcev lahko vi§ja tudi za ve¢ 10 let (moceril lahko Zivi tudi ve¢ kot 60 let). Dolgozivost
dvozivk je mo¢no odvisna od okolja in od geografske lege habitata. Ceprav je o vplivu
okolja na starostno sestavo zelo malo podatkov, vseeno nekatere severne in gorske
populacije izkazujejo vecjo dolgozivost od juznih oz. nizje zive€ih populacij (Smirina,
1994). Zivljenje na visjih nadmorskih vi§inah in zemljepisnih Sirinah lahko zvisa
dolgozivost dvozivk in nastop spolne dozoritve. Njihovo dolgoZivost poveca tudi zivljenje
v ujetniStvu, saj je bila ocenjena starost pri teh osebkih za tretjino viSja od starosti
populacij zive¢ih v naravnem okolju (Sinsch, 2015). Vzrok za nizjo dolgozivost v
naravnem okolju od potencialne dolgoZivosti je mocan predatorski pritisk in ni toliko

odvisna od dostopnosti in koli¢ine hrane (cit. v Sinsch, 2015).
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2.2 SKELETOKRONOLOGIJA

Skeletokronologija se bistveno razlikuje od ostalih metod za doloCanje starosti, ki temeljijo
predvsem na morfometri¢nih podatkih. Pri tej metodi se za doloCanje starosti uporabljajo
rastne linije v trdih tkivih, ki so posledica zunanjih ritmov in so neodvisne od individualnih
variacij osebkov ali populacij. Zaradi tega pri tej metodi ne potrebujemo referen¢nega
vzorca za vsako Studijo posebej, saj lahko Ze samo s Stetjem rastnih linij (vsaj v praksi),
dolo¢imo starost individualnega osebka. Stevilni avtorji so z mnogimi $tudijami ugotovili,
da je skeletna rast pogosto periodicen pojav. Rastni cikel predstavljata cona hitre rasti in
obmocje upocasnjene rasti kostnega tkiva. Vsako leto naj bi se nalozila plast enega
rastnega cikla, zaradi Cesa se starost odraza v Stevilu obmocij zavrte rasti — LAG-1

(Castanet in sod., 1993).

Za preverjanje ustreznosti skeletokronologije, kot metode za ugotavljanje starosti osebkov,

obstaja nekaj eksperimentalnih pristopov:
1.Uporaba Zivali znanih starosti:

To metodo sta leta 1968 uporabila Schroeder in Baskett (cit v Castanet in sod., 1993).
Postavila sta hipotezo, da so ozki pasovi v kostnem tkivu posledica upocasnjene rasti med
zimo in da Siroki, svetlej$i pasovi predstavljajo rast med bolj ugodnimi obdobji. Njuna
domneva je bila potrjena s preu¢evanjem zivali, ki so bile gojene v ujetniStvu in znanih
starosti. Osebki, ki po metamorfozi niso hibernirali, niso imeli nobenega LAG-a, tisti, ki pa

so preziveli dve hibernaciji pa so imeli dva LAG-a (Castanet in sod., 1993).
2. Metoda ulova in ponovnega ulova:

S to metodo so Stevilni avtorji dokazali, da se je Stevilo LAG-ov pri ponovno ulovljenem
osebku povecalo za Stevilo, ki je enako Stevilu let, ki so minila od prvega ujetja oz. prvega
Stetja LAG-ov. Hemelaar in Van Gelder (cit v Castanet in sod., 1993) sta izvedla metodo
ulova in ponovnega ulova na navadni krastaci (Bufo bufo). Ujetim osebkom sta vzorcila
¢lenke prstov, osebke oznacila ter izpustila. Na izbranih ¢lenkih prstov sta prestela Stevilo
LAG-ov, ki sta jih ¢ez nekaj let primerjala s Stevilom LAG-ov, ponovno ulovljenih
oznacenih osebkov. Podobna Studija je bila narejena Se na dveh vrstah pupkov (7Triturus
marmoratus in T. boscai), ki so bili po ulovu v ujetniStvu gojeni v podobnih pogojih

njihovemu naravnemu habitatu (cit. v Castanet in sod., 1993).
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3. Fluorescen¢no oznacevanje

Fluorescen¢no oznacevanje je v kombinaciji z metodo ulova in ponovnega ulova najboljsi
eksperimentalni pristop za potrditev starosti osebkov. Z vbrizgavanjem vitalnih
fluorescencnih barvil v razlicnih delih leta, lahko primerjamo fluorescenéne linije z
razlicnimi rastnimi linijami (predvsem z LAG-i) in s tem dolo¢imo tocen nastanek
posameznih linij (sl. 1). Metodo so preizkusili na zabah, plazilcih in tudi na ribah, kjer so

dokazali, da LAG-i nastanejo med vsako zimo (cit. v Castanet in sod., 1993).

Slika 1: Pre¢ni prerez diafize femurja kusScarice (Lacerta viridis). Leva stran slike je nedekalcifinirana rezina
oznacena s fluorescencnimi barvili na injeciranih na zacetku vsake pomladi (¢ = kalcein in a = alizarin).
Desna stran slike, je ista rezina po dekalcifikaciji pobarvana s hematoksilinom. Vidno je ujemanje med LAG-
i in fluorescen¢nimi Crtami, kar pomeni, da LAG-i nastanejo med zimskim obdobjem (Castanet in sod., 1993:

254)
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2.2.1 Zgodovina skeletokronologije

Pri zgodnjih raziskavah starosti dvozivk s pomoc¢jo skeletokronologije so bile uporabljene
ploscate kosti lobanje, ki so bile prouc¢evane pod presevno svetlobo. Pasovi aktivne rasti so
bili vidni kot Siroke temnejSe cone, LAG-i pa kot ozki svetlejSi pasovi. Prvo uspesno
raziskavo je leta 1940 na kosteh lobanje pri blatnem kuzku Necturus maculosus opravil
Senning (cit v Castanet in sod., 1993) in s tem dokazal, da je doloCanje starosti na podlagi
rastnih linij natan¢na metoda. Metoda pa ni najbolj primerna za ugotavljanje starosti
starejSih osebkov pri katerth so LAG-i za natan¢no Stetje preblizu skupaj (Smirina, 1994).
Kasnejse raziskave so temeljile na dolgih kosteh okon¢in z modificirano tehniko (Sinsch,
2015), pri kateri so uporabili tanke rezine dekalciniranih dolgih kosti obarvanih z Ehrlich-
ovim hematoksilinom. Pri tej modificirani tehniki so bili Siroki pasovi hitre rasti svetlesji,
kot LAG-i, ti so bili intenzivneje obarvani (Smirina, 1994). Smirina (1972) (cit. v Castanet
in sod., 1993) je dokazala, da analize ¢lenkov prstov zagotavljajo enako dobre rezultate,
kot analize preostalih kosti. S to ugotovitvijo je skeletokronologija postala nedestruktivna
metoda. Do danes je bilo narejenih ogromno raziskav osredotofenih na populacijsko
ekologijo dvozivk v zmernih klimatih, medtem ko je Stevilo raziskav tropsko zive€ih
osebkov mnogo manjSe (Sinsch, 2015) in za jamske skorajda nepoznano (Miaud in

Guillaume, 2005)

2.2.2 Uporabnost skeletokronologije

Poleg doloc¢anja starosti, lahko s histoloskimi Studijami kosti pri eni vrsti zivali ali med
vrstami ali med populacijami dolo¢imo cas spolne dozoritve, stopnjo rasti, spolne in
medpopulacijske dimorfizme, cikle aktivnosti, okoljske pogoje v katerih organizem Zivi
oz. je zivel ter tudi obdobje smrti (cit. v Castanet in sod., 1993). Analize kostnega tkiva so
izjemno pomembno kronolosko orodje za raziskave populacijske biologije, evolucijskih
mehanizmov, taksonomije in klimatologije za danes zivec€e zivali, kot tudi za izumrle. Npr.
Studija danes Zivecih kusCarjev rodu Gallotia in izumrlega predstavnika G.goliatah je
pokazala, da je bila velikost teles slednjih posledica visoke dolgoZzivosti in ne hitre rasti

(Castanet in sod., 1993).
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2.3 RASTNE LINIJE (RL)

Rastne linije (RL) so ze dolgo poznan pojav v vretenCarskih kosteh. Opisane so bile Ze pri
ribah kostnicah, pri sesalcih, plazilcih ter pri dvozivkah (cit. v Castanet in sod. 1993).
Lahko jih definiramo kot histoloSko izrazene, Casovno odvisne spremembe v rasti kostnega
tkiva (Castanet in sod. 1993). Znano je, da so RL povezane z endogenimi ritmi in mo¢no
sinhnorizirane in oja¢ane z okoljskimi sezonskimi cikli (cit. v Jakob, 2002). Ta razlaga
nastanka RL pojasni, zakaj se te pojavljajo tudi pri vretencarjih, ki Zivijo v razmeroma
konstantnih klimatskih pogojih in ne samo pri tistith, ki so podvrzeni sezonskim
spremembam. Pri organizmih, ki Zivijo pod mo¢nimi sezonskimi spremembami so zasledili
mocnejSo izrazenost rastnih linij (Castanet in sod., 1993). Dolo¢ene RL so lahko povezane
tudi z reproduktivnimi cikli, druge pa z neperiodni¢nimi, mo¢no stresnimi dogodki, kot so
npr. metamorfoza, nenormalne klimatske spremembe, bolezni ali individualna obdobja

stradanja (cit. v Castanet in sod., 1993).

RL se na vretenCarskem skeletu pojavljajo na vseh delih primarnega periostalnega
kompaktnega kostnega tkiva, ve¢inoma v lamelarni kosti, redkeje v fibrozni kostnini (cit. v
Castanet in sod., 1993). Zaradi strukture kosti so RL manj izrazite pri predstavnikih
druzine brezpljucarjev (Plethodontidae), saj so kosti grajene predvsem iz kostnine, ki jo
gradijo paralelno organizirana kolagenska vlakna (Wake in Castanet, 1995). Tak tip
kostinine imenujemo psevdo—lamelarna kost, kjer je malo osteocitov, ki so veliki in
nakljuéno razporejeni (Ontafion in sod. 2000). Taka sestava kostnine lahko zelo spominja
na LAG-e in se lahko hitro zamenja za le-te. Poleg tega je stopnja osteogeneze pri
lamelarni kostnini niZja, kot pa pri psevdo—lamelarni kostnini (cit. v Castanet in sod.,
1996). Stopnja osteogeneze in tip kostnine dolocata izrazitost RL in sta znacilnost
posameznih druzin dvozivk. Prav ta korelacija, med nizko stopnjo osteogeneze in
lamelarno strukturo kosti, naj bi bila vzrok za pojav alometrije (Castanet in sod. 1996).
Okon¢ine so pri takSnih osebkih relativno majhne v primerjavi s preostalim telesom.
Odsotnost RL lahko pojasnimo tudi s preoblikovanjem kosti, ki lahko sekundarno odstrani
primarno kost in RL. RL lahko opazujemo direktno na povrSini ploskih kosti pod
reflektivno svetlobo ali pa z uporabo obarvanih, tankih histoloskih rezin (10 — 100 pm)
demineraliziranih dolgih kosti pod svetlobnim mikroskopom (sl. 2.). Pri dvozivkah in
plazilcih najboljSe rezultate zagotavljajo dolge kosti, medtem ko pri sesalcih pride bolj v

postev zobovje. RL lahko zaradi strukture in morfogeneze kosti, variirajo tudi na razlicnih
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predelih iste kosti, med kostmi istega osebka in se spreminjajo od izvalitve do smrti. Pred
spolno zrelostjo so RL loCene s Sirokim pasom kostnega tkiva, ki se s starostjo zmanjSuje
(sl. 2). Z zaustavitvijo skeletne rasti se ustavi tudi nastanek linij, zato je pri takSnih osebkih

nemogoce dolocati starost na podlagi RL. (Castanet in sod., 1993).

Slika 2: Pre¢ni prerez dorzalne plavuti krapa (Cyprinus carpio). Z naraséanjem starosti so RL razporejene
vedno bolj na gosto. Leva polovica je posneta pod reflektivno svetlobo s ¢rnim ozadjem, desna pa pod

presevno svetlobo (Castanet in sod., 1993: 250).

Pas enega rastnega cikla lahko razdelimo na tri regije: hitro rastoce ali neprosojne plasti,

pocasi rastoce plasti ali »annule« in LAG-e (sl. 3).

2.3.1 Hitro rastoce plasti

Ta obmocja so posledica hitre rasti kostnega tkiva med aktivno osteogenezo in so najSirSe
linijje v kostnem tkivu. V mladih, hitro rasto¢ih posameznikih so sestavljene iz valovite
vlaknaste kosti s Stevilnimi naklju€no razporejenimi okroglimi osteociti. Pri starejSih,
pocasneje rastoCih pa iz paralelne vlaknaste kosti ali lamelarne kosti z manj celicami, ki so
bolj sploscene oblike. Zaradi posebne strukture je ta cona bolj kompaktna in je pod

presevno svetlobo vidna kot temno obmocje, pod reflektivno pa kot svetli pasovi.
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2.3.2 Pocasi rastoce plasti
To so 0zji pasovi kostnega tkiva, ki so posledica pocasnejse rasti in zgrajeni iz lamelarnega
kostnega tkiva. Zaradi svoje prosojnosti so pod presevno svetlobo vidne kot svetlejSe

plasti, pod reflektivno pa temnejSe.

2.3.3 Linije zavrte rasti

Te RL nakazujejo zaCasno ustavitev rasti za nekaj tednov. Te so najbolj prosojne in se pod
polarizirano svetlobo kazejo kot nekaj mikrometrov debele svetle linije na kosti. Zaradi
hipermineraliziranosti (Castanet in sod., 1993) in hematoksilinofili¢nosti (Sinsch, 2015) se
pri barvanju s temi barvili obarvajo bolj, kot preostalo tkivo. Lahko se pojavljajo znotraj

annul-ov ali na njihovem robu ali pa samostojno.
I pokostnica

lamelarna kostnina

W + dvojna linija

o' o= —{— primarni osteon
- paralelno-vlaknasta
gy ———— annul kostnina
i 7 . hitro
S 5| | rasteca | en letni cikel rasti
' | plast \
e — T AG

—r{— Zilni kanal

- valovita vlaknasta
: I sekundarni osteon kostnina

.“b@ < asteoklast

retikularna kostnina

Slika 3: Diagram spreminjanja splosne histoloske zgradbe kostnega tkiva na pre¢nem prerezu korteksa dolge
kosti v predelu diafize s staranjem osebka (prirejeno po Castanet in sod., 1993: 252). Lamelarna kost
(lamellar bone) se nalaga pocasi, kjer so kolagenska vlakna organizirana v plasti, katere izgled spominja na
zgradbo lesene vezane plos¢e. Valovita vlaknastna kostnina (woven bone) je hitro nalagajoca plast, za katero
je znacilna organizacija vlaken v razliénih smereh. Paralaleno-vlaknasta kost (parallel fibered bone) je po
hitrosti nalaganja med lamelarno in valovito vlaknasto kostnino, kjer so vlakna organizirna paralelno druga

na drugo, vendar bolj kot ne naklju¢no (Boef in Larsson, 2007)
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2.3.4 Tezave pri doloc¢anju starosti z rastnimi linijami

Najvecji problem natacnega dolocanja starosti s pomocjo skeletokronologije je erozija
periostalne kosti na meji z medularno votlino (cit. v Jakob in sod., 2002). Kost je Zivo
tkivo, zato prihaja do resorpcije primarnega kostnega tkiva in nato do sekundarne
osteogeneze z nalaganjem novega tkiva. To ima pomembno vlogo pri ohranjanju normalne
funkcionalnosti kosti, prepreCevanju njene atrofije oz. izgube mineralov in je pogojena s
stresom iz okolja (Ontafion in sod. 2000). Do resorpcije kostnine lahko prihaja zaradi
pomanjkanja kalcija v okolju, ki je pomemben za Stevilne presnovne procese (cit. v Eden
in sod, 2007). Z resorpcijo kostnine, pride do uni¢enja LAG-ov, lahko v celoti ali pa le do
delnega unicenja zaradi lokalne omejenosti remodelacije. V primeru popolne resorpcije,
pride do podcenitve dejanske starosti osebkov (Castanet in sod., 1993). Smirina (cit. v
Jakob in sod, 2002) je predlagala, da naj bi bila stopnja resorpcije tkiva povezana s
klimatskimi pogoji. Ta naj bi bila pri osebkih, ki Zivijo na visji nadmorski viSini manjsa, v

primerjavi s tistimi, ki Zivijo na niZji nadmorski vi$ini.

Poleg LAG-ov, se veCinoma pri Zabah pojavljajo Se druge neperiodicne linije, ki jih

moramo izvzeti pri doloCanju starosti. Neperiodi¢ne linje so:

Kastschenko-va linija, plast hrustan¢nega tkiva, ki lo¢uje periostalno in endostealno kostno
tkivo ter je pogosto vidna kot vrzel med dvema vrstama kostnine (sl. 4). Njena vloga ni
tocno znana. Kastschenko (cit v Rozenblut in Ogielska, 2005) je predlagal, da ima vlogo
lo¢evanja medularne votline od periostalne kosti in tvorbe endostealne kosti. Je nekaksSen

ostanek hrustan¢ne zasnove liCink brezrepcev.

Linija metamorfoze nastane z upocasnjeno rastjo znotraj prve rastne cone ob zakljucku
metamorfe (Rozenblut in Ogielska, 2005). Pogosto je lahko le-ta pri repatih dvozivkah
odsotna ali pa je zdruzena s prvim LAG-om (Jakob in sod. 2002).

Dvojni LAG-i se pojavljajo, kot dve sosednji liniji, ki sta zelo blizu skupaj. Ce so take
linije prisotne v celotnem vzorcu in pri razlinih starostnih razredih, lahko Stejemo take
dvojne linije, kot posledico le ene hibernacije. Dvojni LAG-1 se pogosteje pojavljajo pri

populacijah, ki Zivijo na vi§jih nadmorskih viSinah (Castanet in sod., 1993). Lahko pa so
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posledica prekinjene hibernacije zaradi vi§jih okoljskih temperatur ali zmanjSane rasti med

estivacijo (cit. v Sinsch, 2015).

Slika 4: Precni prerez ¢lenka prsta zabe v predelu diafize po 4. hibernaciji. PusCice oznacujejo tri sloje
endostealne kosti. BM — kostni mozeg, * - medularna votlina, KL — Kastschenkova linija, PB — periostalna

kost, EB — endostealna kost (Rotezenbult in Ogielska, 2005 )
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2.4 RAST IN RAZVOJ DOLGIH KOSTI PRI DVOZIVKAH
2.4.1 Osifikacija kosti

Kastschenko (cit. v Rozenblut in Ogielska, 2005) je prvi, ki je opazil razliko v strukturi
dolgih kosti med dvozivkami in sesalci, prav tako je med prvimi, ki so proucevali razvoj
dolgih kosti pri dvozivkah. Pri dvozZivkah se osifikacija hrustancnih osnov dolgih kosti
za¢ne ob koncu premetamorfoze in je zaklju¢ena med metamorfoznim klimaksom (Cicek
in sod., 2011). Hitrost osteogeneze je vrstno specifi¢na, vendar je zaporedje osifikacije pri
vseh vrstah enako (Rozenblut in Ogielska, 2005). Osifikacija pricne v proksimalnih delih
okonéin in napreduje proti distalnem delu. Najprej zacnejo osificirati femur, tibija in
fibula, nato tarzalni ter metatarzalni elementi in nazadnje Se €lenki prstov. Pri sprednji
okon¢ini je zaporedje enako, z izjemo karpalnih elementov, ki osificirajo zadnji, nac¢eloma

Sele po metamorfozi (Kemp in Hoyt, 1969).

Pri dvozivkah, za razliko od drugih skupin, prevladuje perihondralna osifikacija (Cicek in
sod., 2011). Zunanji sloji hrustan¢nih celi¢nih zasnov za kosti se diferencirajo v
pokostnico, ki nalaga kostnino. Kostno tkivo se najprej za¢ne nalagati na centralnih delih
diafiz, nato nalaganje tekom razvoja pocasi napreduje proti epifizam. Epifize
mineralizirajo Sele po cetrti hibernaciji (Rozenblut in Ogielska, 2005). Ob formaciji
periostalne kosti, postanejo hondrociti hipertrofirani ter nepravilnih oblik (Cicek in sod.,
2011). Spremenjene hrustancne celice degenerirajo v mezgovno votlino v kateri zacne pri
anurih nastajati kostni mozeg skupaj s tvorbo prehranjevalnih kanalov in krvnih zil v
kostnem tkivu. Degeneracija celic napreduje proti obema koncema epifiz in se ustavi, ko
medularna votlina doseze epifizi in nastopi metamorfozni klimaks. Po prvi hibernaciji je
mezgovna votlina ze zelo dobro razvita v obliko peScene ure — najozja v diafizi in najSirsa
v epifizah (sl. 5). Diafize rastejo z longitudinalno rastjo, ki je posledica aktivnosti
posebnega dela pokostnice v epifizah (sl. 5D), ki nalaga kostno tkivo na terminalnih delih
pokostnice. IstoCasno poteka rast v Sirino z nalaganjem kostnega tkiva z robnega dela

pokostnice vzdolz celotne dolzine periostalne kosti (sl. 5D) (Rozenblut in Ogielska, 2005).

Epifize so s koncem metamorfoznega klimaksa dobro diferencirane pri vseh kosteh in
sestavljene iz epifiznega hrustanca. Le-tega periostalna kost deli na zunanji — sklepni in
notranji — metafizni hrustanec. Metafizni hrustanec se tekom prvega leta sorazmerno veca

z diametrom periostalne kosti. Kasneje zacnejo celice degenerirati, medularna votlina se
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podalj$a, rob med njo in metafiznim hrustancem pokosteni. Sklepni hrustanec popolnoma
pokosteni Sele s Cetrto hibernacijo ali pa ostane popolnoma hrustanéen (cit. v Rozenblut in

Ogielska, 2005).

2.4.2 Nastanek linij zavrte rasti

Med prvo hibernacijo se rast Zivali zaCasno ustavi, in tako nastane prvi LAG, ki lezi pod
periostom in se razteza preko celotne dolzine diafize vse do zacetkov epifiz (sl. 5A). V
drugem letu Zivljenja se povecata debelina in dolzina kostnega tkiva, medtem ko se dolzina
prvega LAG-a ne spremeni in ostane konstanta. Med drugo hibernacijo pride do tvorbe
drugega LAG-a, ki je daljsi od prvega (sl. 5B). Med naslednjimi hibernacijami pride do
tvorbe preostalih LAG-ov, ki so daljsi od prvega in drugega LAG-a, vendar so med seboj
podobnih dolzin, saj se po tretjem letu rast dvozivk obcutno upocasni. Dolzine LAG-ov so
konstantne in se s starostjo ne spreminjajo. Npr. dolzina prvega LAG-a je enaka dolzini
diafize v prvem letu zivljenja (sl. 5A), dolzina drugega LAG-a pa ustreza dolzini diafize v

drugem letu zilvljenja (sl. 5B) (cit. v Rozenblut in Ogielska, 2005).

Slika 5: Shema vzdolZenga prereza dolge kosti zabe po prvi hibernaciji (A), drugi hiberaciji (B) in tretji
hibernaciji (C). D: Periost pod vecjo povecavo, modro obarvani predeli oznacujejo zaporedno nalaganje
kostnega tkiva (rast kosti v $irino), rde¢i obarvani predeli periosta pa rast kosti v dolzino (Rozenblut in

Ogielska, 2005).
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2.5 PRIMERJAVA OSNOVNE ZGRADBE OKONCIN DVOZIVK

Okoncine tetrapodov gradijo trije osnovni elementi: a) stilopodium ali zgornji del
okoncine, b) zeugopodium ali spodnji del okoncCine in c¢) autopodium ali dlan/stopalo (sl.
6). Zgornji del okoncine gradi humerus ali nadlahtnica oz. femur ali stegnenica, spodnji del
gradita tibija ali golenica in fibula ali me¢nica oz. radius ali koZeljnica in ulna ali
podlahtnica (Wagner in Chiu, 2001). Radius in tibija sta na notranji strani okoncine
(Duellman in Trueb, 1994). Tretji segment (autopodium) je sestavljen iz dveh
podsegmentov: a) proksimalnega mesopodiuma, ki ga gradijo majhne, kratke kosti
(karpalni elementi ali zapestnice in tarzalni elementi ali klini) in b) akropoduma — majhne
dolge kosti (metakarpalni elementi ali dlan¢nice ter metatarzalni elementi ali stopalnice in
phalanges ali ¢lenki prstov) (Wagner in Chiu, 2001). Prihaja lahko do redukcije Stevila

prstov, z izgubo elementov lateralno namesSc¢enih prstov (Duellman in Trueb, 1994).

Okoncine se med skupinami dvozivk razlikujejo predvsem v formuli prstnih ¢lenkov in
Stevilu prstov (sl. 7). Predstavniki repatih dvozivk imajo na sprednji okonCini Stiri
metakarpalne elemente s Stirimi prsti. NajpogostejSa formula prstnih ¢lenkov je 1-2-3-2 ali
2-2-3-3. Zadnjo okoncino sestavljajo Stirje metatarzalni elementi, ki so povezani s petimi
prsti, s formulo prstnih ¢lenkov 1-2-3-3-2. Pri nekaterih prihaja do redukcije njihovega
Stevila, zaradi izgube €lenkov. Primer z mo¢no reduciranim Stevilom prstov je ¢loveSka
ribica iz druZine mocerilarjev Proteidae, ki ima le tri metakarpalne elemente na sprednji in
dva metatarzalna elementa na zadnji okoncini (sl. 7). Formula prstnih ¢lenkov je 1-2-2 za
sprednjo nogo in 2-2 za zadnjo. Stevilo mezopodialnih elementov izkazuje reduciranost v
Stevilu ali prihaja do zdruzitve ve¢ elementov, ki so v veCini hrustan¢ni (Duellman in

Trueb, 1994).

Gibalni skelet brezrepih dvoZivk je zaradi posebnega nacina gibanja zelo prilagojen in
spremenjen. Radius in ulna sta zliti v eno kost in tvorita kost radio-ulna. Stevilo
mesopodialnih elementov mocno variira zaradi izgube ali zlitja elementov med saboj. Vsi
anuri imajo po Stiri prste na sprednjih okoncinah s formulo ¢lenkov 2-2-3-3. Prihaja lahko
do redukcije v dolZini prstov ali izgube €lenkov. Pri nekaterih vrstah se lahko oblikuje

dodatni element v prstih ali pa so prstki pogosto modificirani v razlicne oblike.

Zadnje okoncine so v primerjavi s prednjimi podaljSane. Femurju sledita zdruzeni tibija in

fibula v kost tibjia-fibula. Tarzalni elementi so pri teh predstavnikih mocno diferencirani
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(sl. 8). Dva tarzalna elementa sta podaljSana v fibulare in tibjjale, ki sta zdruzena le v
proksimalnem in distalnem delu, lahko pa sta zdruzena tudi po celotni dolzini. Preostali
trije tarzalni elementi so manjsi. Vse Zabe, z izjemo dveh vrst, imajo po pet metatarzalnih

elementov in prstov s formulo 2-2-3-4-3. (Duellman in Trueb, 1994).

B - stylopodium
O - zeugopodium
HE - mesopodium

B - acropodium (autopodium)

Slika 6: Shema osnovne zgradbe okonéine tetrapodov (prirejeno po Wagner in Chiu, 2001).
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A
tibia + fibula

Zaba mocerad moceril
(Anura) (Urodela) (Urodela)

Slika 7: Primerjava v zgradbi zadnje (zgoraj) in sprednje okoncine (spodaj) pri razlicnih skupinah dvozivk

(prirejeno po: Statham, 2012: 10).

Slika 8: Sprednja okoncina zabe (Rana esculenta), dorzalni pogled (Duellman in Trueb, 1994: 357).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POSKUSNE ZIVALI
3.1.1 Splo$ni opis mocerila (Proteus anguinus)

Moceril ali €loveska ribica je edini predstavnik evropskih vretencarjev, ki Zivi v jamskem
ekosistemu in je najpomembnejSa bioloSka znamenitost podzemeljskih voda slovenskega
krasa. Je dinarski endemit, saj je omejen le na obmoc¢je Dinarskega krasa, od reke Soce v
Italiji do reke Trebisnjice v Hercegovini (Sket, 1997). Prva omemba sega ze v Cas baroka,
ko ga je leta 1689 v Slavi vojvodine Kranjske omenil Janez Vajkard Valvazor. Sele sto let
kasneje, leta 1768, ga je znanstveno opisal in poimenoval avstrijski zoolog Laurenti (cit. v
Bulog, 2013). Ime rodu Proteus izvira iz imena grSkega mitoloskega boga morij in rek —
Proteusa, vrstni pridevek anguinus pa iz njegove poldogovate, kacaste oblike (anguinus —

kacast) (Bulog, 2013).

Moceril se je najverjetneje razvil iz predstavnikov, ki so spominjali na danasnjega ¢rnega
mocerila in so ziveli v povrSinskih vodah. Na podlagi genetskih raziskav menijo, da naj bi
razli¢ne rase ali celo vrste nastale v ¢asu pliocena. SevernejSe populacije so se v podzemlje
preselile pred manj kot 10.000 leti, medtem ko so njihovi povrSinski sorodniki izumrli (cit.

v Bulog, 2013).

Je neoteni¢na dvozivka, kar pomeni, da se zaradi upoCasnjenega telesnega razvoja ne
preobrazi popolnoma in obdrzi nekatere karakteristike, ki so znacCilne le za stadij li¢ink
(Bulog, 2013). Najverjetnejsi vzrok je v neodzivnosti tkiv na $¢itni€éne hormone (cit. v
Bulog in sod. 2000). Bela podvrsta mocerila (Proteus anguinus anguinus) ima
troglomorfne znacilnosti — pokrnele o¢i, nesorazmerno rast glave in okoncin glede na telo
in kozo brez pigmentov (sl. 9). Crna podvrsta moderila (Proteus anguinus parkelj) ima
dokaj normalno razvite o¢i in temno pigmentirano kozo, ¢eprav enako kot beli, zivi le v
jamskem okolju (sl. 10) (Bulog, 2013). Obe podvrsti sta prilagojeni na pomanjkanje hrane,
imata upocasnjeno presnovo in razvoj, majhno Stevilo potomcev, visoko zivljenjsko dobo,
ter bolje razvita nekatera Cutila v primerjavi z drugimi dvozivkami. Imajo tudi sposobnost
zaznavanja magnetnega polja (Bulog in sod. 2000). Moceril je predator, ki se pretezno
hrani s polZi in rakci ter med poletjem tudi z insekti. Brez hrane lahko prezivi celo ve¢ kot
deset let (Bulog in sod. 2000). Svetlobo zaznava preko koze, v kateri je prisoten vidni

pigment, na svetlobo pa so obcutljive tudi zakrnele o¢i. S tem se najverjetneje izognejo
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izhodom iz jam, saj so v povrSinskih vodah zelo ogrozeni zaradi Stevilnih plenilcev (Bulog,
2013). Moceril diha s Skrgami in koZo, v manjSem delu tudi s pljuci, ki prevzamejo vecjo

vlogo, kadar se koli¢ina kisika v vodi zmanjSa. Takrat pogosto plavajo na povrsino, kjer

zajemajo zrak (Bulog, 2002).

Slika 9: Beli moceril (Proteus anguinus anguinus). (Foto: Domin Dalessi, 2012, Speleoloski laboratorij

Oddelka za biologijo)

- .‘!" ~
Slika 10: Crni moceril (Proteus anguinus parkelj). (Foto: Domin Dalessi, 2012, Speleoloski laboratorij

Oddelka za biologijo)

Zaradi majhne Cistilne sposobnosti kraSkega podzemlja in vedno vecjega onesnazevanja je
moceril ogrozena Zivalska vrsta. V zadnjih letih so znanstveniki ugotovili, da prihaja do
povecanega kopicenja nekaterih tezkih kovin (arzena in cinka) v tkivih mocerilov. Poleg
tega pa veliko groZznjo predstavljajo razni nitrati v gnojilih, ki imajo negativen vpliv na
larvalne stadije in lahko povzrocijo upad Stevilcnosti populacij. V Sloveniji je moceril
zaS¢itena vrsta in uvrS€ena na rdeci seznam ogrozenih Zivalskih in rastlinskih vrst (Bulog,

2013).
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3.1.2 Osebki v raziskavi in telesne mere

V naSo raziskavo smo vkljucili 32 arhiviranih osebkov, ki so se izlegli in bili vzgojeni v v
jamskem laboratoriju v Moulisu v Franciji. Jamski laboratorij je bil ustanovljen v zgodnjih
60-tih letih, odrasli osebki mocerila pa so bili prinesSeni iz Slovenije. Vsi osebki so bili

znanih starosti od 8 do 40 let in arhivirani v 70 % alkoholu (pregl. 1).

Osebkom smo z milimetrskim papirjem izmerili dolZino telesa, glave, trupa in repa (sl. 11).
Velikost osebkov od gobcka do kloake so bile med 8,6 cm in 19 cm. Vsem osebkom smo

dolocili spol; 18 osebkov je bilo moSkega spola in 14 Zenskega (pregl. 2).

Za skeletokronolosko analizo smo uporabili sprednje in zadnje okonCine desnega dela
telesa. Opisali smo zgradbo okon¢in in izoliranih kosti, ter s pomoc¢jo milimetrskega
papirja in lupe izmerili njihovo dolZino. Poslikali smo jih s stereolupo Leica MZFLIII s

kamero Leica DFC290 HD in shranili s programom Leica LAS 4.

TOL

Slika 11: Skica mocerila (P.a. anguinus) z meritvami posameznih parametrov. TOL — dolZina od gobcka do
kloake, PPL — dolzina glave (od konice gobca do sprednjih okonéin), TRL — dolZina trupa med okonéinama
in TL — dolzina repa (od kloake do konice repa) (Roser, 2015; prirejeno po Kranjec Neda, RazSirjenost in

variabilnost mocerila, dip.delo, 1981).
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Preglednica 1: Podatki o poskusnih zivalih, Proteus anguinus anguinus.

Oznaka osebka Leto skotitve Leto pogina  Starost (leta)

Pa 8-1 1997 2005 8
Pa 9-1 1998 2007 9
Pa 9-2 1999 2008 9
Pa 10-1 1994 2004 10
Pa 12-1 1997 2009 12
Pa 12-2 1997 2009 12
Pa 13-1 1996 2009 13
Pa 13-2 1997 2010 13
Pa 14-1 1994 2008 14
Pa 14-2 1990 2004 14
Pa 15-1 1993 2008 15
Pa 15-2 1993 2008 15
Pa 16-1 1993 2009 16
Pa 17-2 1988 2005 17
Pa 18-1 1993 2011 18
Pa 18-2 1992 2010 18
Pa 19-1 1989 2008 19
Pa 23-1 1987 2010 23
Pa 25-1 1978 2003 25
Pa 27-1 1976 2003 27
Pa 27-2 1976 2003 27
Pa 30-1 1974 2004 30
Pa 30-2 1974 2004 30
Pa 31-1 1976 2007 31
Pa 32-1 1976 2008 32
Pa 32-2 1976 2008 32
Pa 34-2 1974 2008 34
Pa 35-1 1976 2011 35
Pa 36-1 1974 2010 36
Pa 36-2 1970 2006 36
Pa 37-1 1974 2011 37

Pa 40-1 1970 2010 40
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Preglednica 2: Podatki o spolu in telesnih merah poskusnih zivalih, Proteus anguinus anguinus .

Oznaka osebka Spol TOL [mm] PPL [mm] TRL [mm]

Pa 8-1 M 86 20 65
Pa 9-1 M 86 18 56
Pa 9-2 M 94 21 65
Pa 10-1 F 118 35 &3
Pa 12-1 F 107 21 71
Pa 12-2 M 116 26 85
Pa 13-1 F 103 22 68
Pa 13-2 M 116 24 &3
Pa 14-1 F 129 28 89
Pa 14-2 M 133 28 92
Pa 15-1 M 134 28 87
Pa 15-2 M 105 23 68
Pa 16-1 M 107 25 69
Pa 17-2 F 146 30 95
Pa 18-1 F 120 27 79
Pa 18-2 M 135 28 &3
Pa 19-1 F 113 27 76
Pa 23-1 F 129 27 86
Pa 25-1 M 143 31 102
Pa 27-1 M 183 38 135
Pa 27-2 M 163 35 111
Pa 30-1 M 155 35 94
Pa 30-2 M 156 34 101
Pa31-1 F 146 35 98
Pa 32-1 M 157 32 97
Pa 32-2 F 115 25 78
Pa 34-2 F 170 33 117
Pa 35-1 M 158 36 112
Pa 36-1 M 165 35 112
Pa 36-2 F 155 31 106
Pa 37-1 F 162 31 119
Pa 40-1 F 190 37 133

Legenda: F — zenski spol, M —moski spol, TOL — dolzina od gobcka do kloake, PPL — dolzina glave (od
konice gobca do sprednjih okoncin), TRL — dolZzina trupa med okon¢inama, TL — dolZina repa (od kloake do
konice repa).
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3.2 PRIPRAVA TKIV

Vzorce izoliranih kosti smo pripravili za svetlobno mikroskopijo. Kosti smo fiksirali v 10
% formalinu, dekalcinirali, dehidrirali, bistrili v ksilenu, vklopili v paraplast in pripravili
hostoloSke rezine. Barvali smo jih bodisi z Weigert-ovim ali pa Ehrlich-ovim
hematoksilinom (Gamble, 2008). Dekalcinacijo, dehidracijo in bistrenje smo izvedli v
mikrovalovni pecici Pelco Biowave, infiltracija in vklapljanje sta potekala po klasi¢ni
metodi priprave tkiv za histologijo. Z uporabo mikrovalovne pecice skrajSamo cas
procesiranja tkiv, prav tako so pogoji postopka kontrolirani. Mikrovalovi povzrocijo
nihanje molekul znotraj vzorca. Z nihanjem molekul nastaja energija v obliki toplote, kar
povzroc¢i segrevanje tkiva. Za razliko od konvencionalnega segrevanja, ki segreje le
povrsino, se tu vzorec segreje enakomerno po celotnem volumnu. Prednost pa je tudi v
hitrejSem in enakomernejSem prehajanju snovi v vzorec. Poleg tega omogoca natan¢no
uravnavanje temperature ter spremljanje pogojev med samim postopkom in s tem

zagotavlja boljSo ponovljivost postopka (ESB, 2015).

3.2.1 Fiksacija

Osebki so bili predhodno fiksirani ter shranjeni v 70 % alkoholu. Zaradi ohranitve boljSe
strukture preparatov, smo jih naknadno fiksirali v 10 % formalinu preko noci. Pred samo

dekalcinacijo smo vzorce ¢ez no¢ sprali v destilirani vodi.

3.2.2 Dekalcinacija

Kostno tkivo je dinami¢ni kompleks, sestavljen iz razli¢nih celic, mineralov in organskega
ekstracelularnega matriksa. Skozi zZivljenje se kostno tkivo nenehno remodelira. Z
odmiranjem ter nadomeScanjem kostnih celic, nalaganjem in resorpcijo kolagena in
mineralov se izmenjujeta depozicija in resorpcija kostnega materiala, kar ohranja konstanto
obliko in volumen kosti. Mineraliziran zunaj celi¢ni matriks daje kosti njeno znacilno

trdoto (Callis, 2008).

Zaradi svoje posebne strukture je kostno tkivo trSe od vklopnega medija, ki smo ga
uporabljali za pripravo rezin, kar onemogoca rezanje. Za uspeSno rezanje je potrebno

tkivo, pred vklapljanjem v paraplast dekalcinirati.

Dekalcinacija je postopek s katerim iz tkiva odstranimo kalcijeve minerale, s tem tkivo

zmeh¢amo in omogo¢imo njegovo rezanje. Za odstranjevanje kalcija poznamo dve metodi.
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Lahko uporabimo razlicno moc¢ne kisline ali manj agresivne helatorje. Kisline raztopijo
kalcijeve soli in jih ionizirajo, helatorji pa jih vezejo nase. Dekalcinacija s kislinami je
hitrejSa, medtem ko je dekalcinacija s helatorji dolgotrajnejSa, vendar pri tej metodi ne
prihaja do poskodb tkiv, kot se lahko dogodi pri kislinah, ¢e dekalcinacija ni natancno

nadzorovana (Carson in Hladik, 2009).

Za dekalcinacijo smo uporabili 5 % dusSikovo kislino. Ta je bila vedno sveze pripravljena,
saj s staranjem postane preve¢ koncentrirana in lahko povzroci resnejSe poskodbe tkiv
(Callis, 2008). Da smo pospesili dekalcinacijo smo uporabili Pelco mikrovalovni sistem in
s tem zmanjSali ¢as procesiranja tkiva. Postopek smo izvajali pri moc¢i 450 W ter nizji
temperaturi (37 °C), saj vi§ja temperatura povzro¢i nabrekanje in razpadanje tkiva, kar
vodi v neuporabnost vzorcev. Dekalcinacijsko teko¢ino smo menjavali na 15 do 30 minut,

saj raztopljeni kalcijevi ioni v kislini zmanjSujejo uspesnost dekalcinacije (Callis, 2008).

Uspesnost dekalcinacije smo preverili z mehanskim »endpoint« testom, tako da smo
kostem fizicno preverili njihovo trdoto in upogljivost. Ko so bile kosti na otip mehke in
smo jih lahko brez teZav in poSkodb prepognili smo postopek dekalcinacije zakljucili. Test
je pri dekalcinaciji zelo pomemben, saj lahko prekratka dekalcinacija onemogoci rezanje,
predolga pa povzroCi poskodbe tkiva, kar ima za rezultat neuporabnost vzorcev za
nadaljnje raziskave. Poleg tega pa zaradi raznolikosti materiala (velikost, stopnja
mineralizacije in debelina) ne moremo doloc€iti tocnih €asov, ki so potrebni za posamezen

VZorec.

Pred dehidracijo smo dekalcinirane vzorce eno uro spirali z destilirano vodo v
mikrovalovni pecici pri moc¢i 250 W in temparaturi 45 °C. Ali pa smo jih spirali ¢ez noc,

pri sobni temperaturi, da smo iz vzorca izprali vso dusikovo kislino.

3.2.3 Dehidracija

Dehidracija je postopek pri katerem 1z tkiva odstranimo vodo in s tem tkivo pripravimo na
vklapljanje v medije, ki se ne meSajo z vodo (Carson in Hladik, 2009). Dehidracijo
moramo izvesti postopoma, s serijo alkoholov z naraS¢ajoco koncentracijo, saj lahko
prevelik koncentracijski gradient med teko€ino zunaj tkiva in znotraj tkiva povzroci
poskodbe celic. Cas dehidracije ne sme biti ne prekratek in ne predolg, saj nepopolna

dehidracija prepreci prehajanje bistrilnim sredstvom skozi tkivo in s tem neucinkovito
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infiltracijo. Predolga dehidracija povzroc¢a trdost, lomljivost in kréenje tkiv (Spencer in

Bancroft, 2008).

Uporabili smo narasc¢ajoCo alkoholno vrsto etanola (70 %, 96 % in absolutni etanol) in
dehidrirali v mikrovalovni pecici 5 minut v 70 % ter 96 % etanolu in 2 x po 5 min v 100 %

etanolu, pri moc¢i 250 W in temperaturi 40 °C.

3.2.4 Bistrenje

Pred infiltracijo moramo iz tkiv odstraniti alkohol in ga zamenjati s snovjo, ki omogoci
popolno infiltracijo. Za to uporabljamo bistrilna sredstva, kot so ksilen, toluen ali benzen.
Ta morajo biti kompatibilna z dehidracijskimi in infiltracijskimi sredstvi, ki jih
uporabljamo. Pozorni moramo biti, da bistrenje ni predolgo, saj tkivo lahko postane

pretrdo in lomljivo, kar povzroc€a tezave pri rezanju (Carson in Hladik, 2009).

Uporabili smo ksilen, ki je najpogosteje uporabljeno bistrilno sredstvo. Bistrili smo v
mikrovalovni pecici, vedno v steklenih steklenic¢kah pokritih s stekleno petrijevko, brez
dovajanja zratnih mehurckov in temperaturne sonde. Bistrili smo v dveh serijah. Pri prvi
seriji smo imeli nizjo mo¢ 250 W, pri drugi smo uporabili vi§jo mo¢ 650 W. Temperatura

je bila pri obeh serijah 40 °C.

3.2.5 VKklapljanje v paraplast in priprava rezin

Po kon€anem bistrenju smo vzorce prenesli v plasti¢ne kasete in jih v paraplastu infiltrirali
¢ez no¢. Nato smo jih prenesli v sveZzi parapalast in jih infiltrirali Se 24 ur. Po 48 urnem
infiltriranju smo jih vkljuéili v svez paraplast in jih oblikovali v blokce za rezanje. Z
mikrotomom (Reichert Jung 2040) smo jih narezali na 8§ um debele rezine in jih

raztegovali na grelni plos¢i pri 52 °C.
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3.2.6 Barvanje

Rezine smo barvali z Weigert-ovim ali z Ehrlich-ovim hematoksilinom (Gamble, 2008).

Weigert-ov Zelezov hematoksilin sestavljata komponenti A in B, ki sta zmeSani v razmerju

1:1. Komponento A je pred uporabo potrebno starati Stiri tedne.

Komponenta A 1 g hematoksilina

100 ml absolutnega alkohola
Komponenta B 2,5 g FeCl; " 6H,0

4,5 g FeSO4 7TH,0

2 ml HCI

298 ml destilirane H,0

Barvilo smo lahko nepredu$no zaprto hranili v hladilniku do tri tedne oz. dokler ni postalo

rjave barve. Pred vsakim barvanjem ga je bilo potrebno prefiltrirati.

Za barvanje z Ehrlich-ovim aluminijevim hematoksilinom smo uporabili komercialno

barvilo (Carl Roth GmbH + Co. KG, Nemcija).

Pred barvanjem smo v ksilenu (2 x 3 min) odstranili paraplast in rehidrirali v padajoci
koncentracijski alkoholni vrsti (2 x 3 min — propanol, 96 % etanol in 70 % etanol) ter sprali
v destilirani H,0. Z Weigert-ovim hemtoksilinom smo barvali 2-5 minut, odvisno od
starosti barvila. S sveze pripravljenim smo barvali le 2 minuti. Z Ehrlic-ovim
hematoksilinom smo barvali 1 h. Po barvanju smo vzorce temeljito sprali pod teko¢o vodo,
jih s hitrim prehodom preko narasc¢ajoce alkoholne vrste (70 % etanol, 96 % etanol in
propranol) dehidrirali in bistrili v ksilenu. Rezine smo prekrili s sinteticno smolo (Pertex

®, Medite GmbH, Nemcija) in s krovnimi stekelci.
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3.3 MIKROSKOPIRANJE

Preparate smo pregledali s svetlobnim mikroskopom OPTON-Axioskop Zeiss, jih
dokumentirali z digitalno kamero Leica DFC290 HD in jih shranili z ra¢unalniskim
programom Leica LAS 4. Slikali smo vse kosti vseh osebkov v predelu diafize (pri enem
osebku smo dokumentirali Se predele v epifizah in distalnih diafizah) ter izmerili premer
kosti, premer medularne votline in debelino kostnega tkiva (sl. 12). Slikali smo pri 100-
kratni in 400-kratni povecavi. Slike smo uredili s pomoc¢jo Slikarja in programa Adobe
Photoshop CC 2014. Opisali smo histolosko zgradbo kosti in presteli Stevilo LAG-ov.
LAG-e smo Steli pri 100-kratni povecavi v predelu diafiz s svetlobnim mikroskopom

OPTON-Axioskop Zeiss.
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Slika 12: Meritve premerov razli¢nih predelov kosti. Pre¢ni prerezi femurja v predelu diafize (A). Meritev

premera kosti (B), meritev debeline kostnega tkiva (C) in meritev medularne votline (D). (Roser, 2015)
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3.4 STATISTICNA ANALIZA

Statistiéno analizo smo naredili v programu GraphPad Prism 5. Primerjali smo razlicne
telesne parametre (dolzino trupa, okoncin, kosti, glave...) s starostjo osebkov ter telesne
parametre in starost s prestetimi LAG-1. Za analizo smo uporabili tibijo in radius, saj so bili
LAG-1 na teh kosteh najlepSe vidni. Za ugotavljanje odvisnosti med starostjo in Stevilom
LAG-ov smo naredili linearno regresijo, saj smo predvidevali, da Stevilo LAG-ov s
starostjo linearno naras¢a. Povezavo med ostalimi parametri, ki s starostjo ne narascajo
linearno smo testirali z uporabo Spearman-ove oz. Pearson-ove metode, odvisno od

razporejenosti podatkov.
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4 REZULTATI
4.1 ZGRADBA IN VELIKOST OKONCIN

Sprednjo okonc¢ino sestavljajo humerus, ulna, radius, karpalni elementi zapestja,
metakarpalne kosti in ¢lenki prstov (sl. 13 in 14). Zadnja noga je grajena iz femurja, tibije,
fibule, tarzalnih elementov gleznja, metatarzalnih kosti in ¢lenkov prstov (sl. 13 in 14).
Zadnja okon¢ina ima dva prsta, z dvema clenkoma, medtem ko ima sprednja tri prste od

katerih imata dva po dva €lenka, eden pa le enega (sl. 14).

Kosti so mineralizirane, razen v predelu karpalnih in tazralnih elementov ter v distalnih in
proksimalnih epifizah, kar je razvidno iz vzorcev okoncin pripravljenih s presvetlitveno
tehniko (sl. 15). Pri tej tehniki se kostno tkivo obarva rdece, hrustanec modro, ostala tkiva

(miSice ter koza) pa postanejo transparentna. V naSem primeru barvanje hrustanca ni bilo

uspesno, hrustancna podroc¢ja so ostala neobarvana.

Slika 13: Kosti zadnje (A) in sprednje (B) okonéine mocerila (P.a. anguinus), slikane s stereolupo.
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Slika 14: Skica skeletne zgradbe zadnje (levo) in sprednje (desno) okonc¢ine mocerila (P.a. anguinus).

Smm

Slika 15: Sprednja okonc¢ina mocerila (P. a. anguinus ), presvetlitvena tehnika. Kostno tkivo je obarvano

roza-rdecCe, hrustanec ni obarvan.
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Okonc¢inam in posameznim kostem smo na milimetrskem papirju izmerili dolZino (prilogi
D in E) ter pod mikroskopom debelino kosti (priloga F) in premer medularne votline

(priloga G).

4.3.1 Korelacija med starostjo osebkov in okon¢inami ter kostmi

Okoncine se s starostjo statistiéno znacilno podaljSujejo (sl. 16). Med starostjo osebkov in
dolzino okongin se pojavlja statisti¢no znacilna korelacija tako pri zadnji okongini (r* = 0,6
in p < 0,0001) kot pri sprednji okongini (r* = 0,56 in p < 0,0001). Sprednja okongina se s
starostjo podaljSuje nekoliko hitreje, kot zadnja (sl. 16). Razpon v dolzini okon¢in med
najmlaj$im osebkom in najstarejSim je pri sprednji okoncini med 9,0 in 24,0 mm ter pri

zadnji med 9,8 in 23.0 mm.

Statisti¢no analizo smo zaradi najboljSe vidnosti LAG-ov naredili na kosteh spodnjega dela

okon¢in. Uporabili smo radius sprednje okon¢ine in tibijo zadnje okoncine .

Kosti se s starostjo zivali podaljSujejo (sl.17). Med starostjo in tibijo oz. radiusom je
statisti¢no zna&ilna korelacija (r* = 0,53 in p < 0,0001 oz. r* = 0,47 in p < 0,0001). Dolzina
tibije se giblje od 2,2 mm do 5,0 mm. Najkraj$a izmerjena dolZina radiusa je bila 3,2 mm,

najdalj$a pa 5,7 mm.

Kosti se s starostjo debelijo, radius hitreje kot tibija (sl.18). Med njima je Sibka linearna
odvisnost (* < 0,3). Debelino kosti smo vedno merili v predelu diafize. Debelina tibije se

giba med 119,7 in 379,3 pm, debelina radiusa pa med 127,7 in 436,3 um

S starostjo se premer medularne votline skoraj ne spreminja (sl. 19). Starost ne vpliva na
velikost medularne votline, saj je r* pri obeh kosteh manjsi od 0,1. Najman;jsi izmerjen
premer medularne votline tibije je bil 45,0 pm in najvecji 160,0 pm. Pri radiusu pa
najmanjs$i 66,0 um ter najvecji 110 um. Premer medularne votline se glede na celotno
debelino kosti linearno zmanj$uje, vendar ne prihaja do statisti¢no znagilnih razlik (r* <

0,1).
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Slika 16: Primerjava dolZine sprednje in zadnje okon¢ine s starostjo osebkov.
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Slika 17: Primerjava dolZine tibije in radiusa s starostjo osebkov.
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Slika 19: Primerjava premera medularne votline tibije in radiusa s starostjo osebka.
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4.3.2 Korelacija med starostjo osebkov in telesnimi parametri
Preverili smo tudi, Ce obstaja korelacija med starostjo in telesnimi parametri — dolzino
trupa in glave (sl. 20). Med njimi je statisti¢no zna&ilna korelacija (r* = 0,64 in p < 0,0001

za dolzina trupa ter r* = 0,55 in p < 0,0001 za dolZino glave).
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Slika 20: Primerjava dolZine trupa in glave s starostjo.
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4.2 HISTOLOSKA ZGRADBA OKONCIN

Vse kosti smo rezali pre¢no, razen kosti zadnjih okonéin dveh osebkov (Pa 8-1, Pa 12-2)

smo rezali vzdolZzno.

Dolge kosti sprednjih in zadnjih okon¢in so osificirane, le skrajni deli epifiz so hrustan¢ni
(sl. 21 in 22). Osificirani so tudi predeli diafiz vseh ¢lenkov sprednjih ter zadnjih prstov in
tudi metakarpalni ter metatarzalni elementi. Karpalne kosti zapestja in tarzalne kosti

gleznja so neosificirane in grajene le iz hrustanca (sl. 23).

Slika 21: Vzdolzni prerez femurja. Barvanje Weigert hematoksilin. E - epifiza, D — diafiza, K.T. — kostno
tkivo, H.T. — hrustanc¢no tkivo, M.V. — medularna votlina.
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Slika 22: Vzdolzni prerez tibije (levo) in fibule (desno). Barvanje Weigert hematoksilin. E - epifiza, D —
diafiza, K.T. — kostno tkivo, H.T. — hrustan¢no tkivo, M.V. — medularna votlina.

Slika 23: Vzdolzni prerez stopala. Barvanje Weigert hematoksilin. E - epifiza, D — diafiza, K.T. — kostno
tkivo, H.T. — hrustanc¢no tkivo, M.V. — medularna votlina.
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Najvecja debelina kostnega tkiva je v predelu diafize, tukaj je premer medularne votline
najmanjsi (sl. 24 — 27C). Debelina kostnega tkiva se od centralnega dela proti epifizam
tanjSa, medtem ko se medularna votlina veca. Prav tako se premer same kosti proti
centralnemu delu zmanjSuje in je v dafizi manjsi, kot v predelih epifiz (sl. 24 — 27). Epifize
so v celoti hrustancne. (sl. 24 — 27A in E). Medularno votlino zapolnjuje hrustan¢no tkivo,

za razliko od drugih dvozivk, pri katerih medularno votlino zapoljnuje kostni mozeg
(Rozenblut in Ogielska, 2005).

proksimalno

Slika 24: Skica vzdolznega prereza femurja s slikami pre¢nih prerezov na razli¢nih predelih kosti. Barvanje

Erhlich hematoksilin. A, E — prerez v skrajnih delih epifiz, B, D — prerez v epifizi, C — prerez v diafizi.
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Slika 25: Skica vzdolznega prereza humerusa, s slikami precnih prerezov na razlicnih predelih kosti.
Barvanje Erhlich hematoksilin. A, E — prerez v skrajnih delih epifiz, B, D — prerez v epifizi, C — prerez v
diafizi.
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Slika 26: Skica vzdolznega prereza tibije in fibule, s slikami pre¢nih prerezov na razlicnih predelih kosti.
Barvanje Erhlich hematoksilin. A, E — prerez v skrajnih delih epifiz, B, D — prerez v epifizi, C — prerez v
diafizi.
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Slika 27: Skica vzdolznega prereza ulne in radiusa, s slikami precnih prerezov na razli¢nih predelih kosti.
Barvanje Erhlich hematoksilin. A, E — prerez v skrajnih delih epifiz, B, D — prerez v epifizi, C — prerez v
diafizi.
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Stopala in dlani imajo popolnoma hrustan¢ne tarzalne oz. karpalne kosti (sl. 28E in 29E).
Metatarzalne in metakarpalne ter drugi ¢lenek prstov imajo enako zgradbo kot preostale
dolge kosti; diafizni deli so osificirani, epifize so hrustan¢ne (sl. 28B-D in 29B-D). Prvi
Clenek prstov pa ima hrustancen proksimalni del in osificiran distalni del, medularna

votlina se v distalni smeri zmanjsuje (sl. 28A in 29A).

distalno g‘gf‘
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Slika 28: Skica vzdolznega prereza dlani, s slikami precnih prerezov na razli¢nih predelih kosti. Barvanje
Erhlich hematoksilin. A — prerez v predelu prvega ¢lenka prsta, B — prerez v predelu drugega ¢lenka prsta, C

— prerez v diafizi dlancnic, D — prerez v proksimalnih epifizah dlan¢nic, E — prerez v predelu zapestnic.
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lmim

I:I - kostno thave

I:I - hrustanéno thaivo

Slika 29: Skica vzdolznega prereza stopala, s slikami prec¢nih prerezov na razli¢nih predelih kosti. Barvanje
Erhlich hematoksilin. A — prerez v predelu prvega ¢lenka prsta, B — prerez v predelu drugega ¢lenka prsta, C
— prerez v diafizi stopalnic, D — prerez v proksimalnih epifizah stopalnic, E — prerez v predelu elementov

gleznja.
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4.3 LINIJE ZAVRTE RASTI V DOLGIH KOSTEH OKONCIN MOCERILA
4.3.1. Indetifikacija in razporeditev linij zavrte rasti

Vse kosti okoncin, vklju¢no s ¢lenki prstov so izkazovale LAG-e, vendar so bili le ti pri
vecini osebkov zelo slabo in nejasno vidni (sl. 30). Prav tako so bili LAG-1 pri starejSih
osebkih ob periferiji razporejeni zelo na gosto skupaj, kar je Se dodatno otezevalo natan¢no

Stetje.

Pri femurju in humerusu so LAG-i ve€inoma dobro vidni le ob medularni votlini in na
periferiji kosti. V centralnem delu kostnine so slabo obarvani, pogosto le nakazani ali pa
sploh niso vidni (sl. 31). LAG-1 so najlepSe vidni pri epipodialnih elementih (tibija, fibula,
radius in ulna), kjer so LAG-1i vidni tudi v centralnem delu kostnine in ne samo ob
medularni votlini in na periferiji, kot pri femurju in humerusu (sl. 32). V prstkih je malo
kostnega tkiva, zato niso uporabni za interpretacijo starosti, saj so LAG-1 zelo gosto skupaj

in jih ni mogoce natanc¢no presteti (sl. 33).

Pri mlajSih osebkih so LAG-1 neenakomerno razporejeni ¢ez vso kostno tkivo (sl. 34), pri
starejSih od 20 let pa so v centralen predelu kostnine slabo vidni in dobro vidni ob meduli

in na periferiji kosti (sl. 31).
Na vzdolZznih prerezih so LAG-i slabSe pregledni v primerjavi s pre¢nimi prerezi (sl. 35).

LAG-i v vecini primerov niso jasni, pogosto so vijugasti, se zdruzujejo v eno linijo oz.
cepijo v vec linij, na nekaterih predelih so samo nakazani in niso vidni kot krozna linija (sl.

32).

Moc¢ne in jasno vidne LAG-e smo zasledili le pri dveh starejSih osebkih, starih 27 in 40 let
(sl. 36). LAG-1 so koncentricno razporejeni po celotnem prerezu kosti in vidni ze pri

manj$i povecavi.

Zanimal nas je trend izkazovanja Stevila LAG-ov oz. razlike med pojavljanjem le teh med
zadnjo in sprednjo okon¢ino, kot tudi med posameznimi kostmi iste noge. Vidnost LAG-ov
je bila tako pri sprednji, kot pri zadnji nogi in med kostmi iste noge podobna (sl. 31 — 33).
Ce so bili slabo oz. dobro vidni na zadnji nogi, so bili prav tako slabo oz. dobro vidni na

sprednji. Tudi kosti posamezne okon¢ine so imele podobno vidne LAG-e. Ce so bile le te
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vidne le proti periferiji pri femurju, so bile tudi pri ostalih kosteh zadnje noge vidne le tam

(sl. 37). Enako velja za sprednjo nogo.

Pri nekaterih osebkih so v kosteh vidni LAG-i, ki so mo¢neje obarvani in jasneje vidni.

Tudi v teh primerih so bili ti LAG-i prisotni pri vseh kosteh istega osebka v enakem

predelu kosti (sl. 38).

Slika 30: Precni premer femurja (A), fibule (B), tibije (C) in Clenka prstka (D) osebka Pa 17-2. Erhlich
hematoksilin.
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Slika 31: Precni prerez femurja (desno) in humerusa (levo) (osebek Pa 30-1). Erhlich hematoksilin.

Slika 32: Precni prerez tibije (levo) in radiusa (desno) (osebek Pa 30-1). Erhlich hematoksilin.
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Slika 33: Precni prerez clenka prsta zadnje okoncine (levo) in sprednje okoncine (desno) (osebek Pa 30-1).
Erhlich hematoksilin.

Slika 34: Precni prerez radiusa osebka starosti 8 let (levo) in 14 let (desno). Erhlich hematoksilin.
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Slika 35: Vzdolzni prerez femurja v predelu diafize, vidnost linij zavrte rasti je zelo slaba (osebek Pa 8-1).

Weighert hematoksilin.
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Slika 36: Primer lepo vidnih LAG-ov preko celotne kostnine. Precni prerez radiusa dveh osebkov razlicnih

starosti, 27 let (zgoraj, osebek Pa 27-1) in 40 let (spodaj, osebek Pa 40-1) Erhlich hematoksilin.
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T

Slika 37: Razporeditev LAG-ov na razli¢nih kosteh okoncine je podobna. Precni prerez femurja (A), fibule

(B), tibie (C) in ¢lenka zadnjega prstka (D) (osebek 37-1). Weighert hematoksilin.

Slika 38: Primer pojavljanja mocneje obarvanih LAG-ov. Mocneje obarvani LAG-i se oznaceni s ¢rnimi
puscicami.Pre¢ni prerezi: femur (A), fibula (B), tibija (C) in Clenek zadnjega prstka (D) (osebek 36-2).
Erhlich hematoksilin.
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4.3.2 Linije zavrte rasti in starost osebkov

Na kosteh Sestindvajsetih osebkov razli€ne starosti, smo pod mikroskopom pri 100-kratni
povecavi presteli Stevilo LAG-ov (preg. 3). LAG-1 so bili najlepSe vidne na spodnjih
kosteh okoncin (tibija, fibula in radius, ulna), zato smo za interpretacijo Stevila LAG-ov

uporabili radius sprednje okoncine in tibijo zadnje okonc¢ine

Ker LAG-1 niso bili razlocni nismo mogli narediti zanesljive statisticne analize za
korelacijo med Stevilom LAG-ov in starostjo zivali. Za vsak osebek smo LAG-e Steli
dvakrat: najprej smo presteli samo dobro vidne LAG-e, nato pa smo upostevali Se slabSe

vidne in presteli oboje, dobro in slabse vidne (sl. 39, pregl. 3).

Stevilo dobro vidnih LAG-ov, se pri mlaj$ih osebkih starih do 15 let ujema s starostjo
osebkov z napako + dve leti oz. pri enem osebku z napako tirih let. Stevilo, dobro in slabo
vidnih LAG-ov, pa je presegalo starost osebkov za ve¢ kot dve leti. Pri osebkih od 15 do
27 let se Stevilo dobro in slabo vidnih LAG-ov ujema s starostjo z odstopanjem + dve leti,
medtem ko je Stevilo dobro vidnih LAG-ov manjSe od starosti osebkov. Pri osebkih starih
nad 27 let se Stevilo LAG-ov v nobenem primeru ne ujema s starostjo osebkov. Pri dobro
vidnih LAG-ih je korelacijski koeficient zelo nizek (r* = 0,09 in p > 0,005 za tibijo ter > =
0,06 in p > 0,005 za radius) in med starostjo in dobro vidnimi LAG-1i ni signifikantne
linearne odvisnost (p > 0,005) (sl. 40). Med dobro in slabo vidnimi LAG-i ter starostjo je
zmerna pozitivna linearna odvisnost (> = 0,61 in p < 0,0001 za tibijo ter r* = 0,68 in p <

0,0001 za radius) (sl. 40).
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Preglednica 3: Stevilo LAG-ov na zadnji (tibija) in sprednji okongini (radius) pri mo&erilu (P. a. anguinus)

Starost LAG-i zadnja okon¢ina LAG-i sprednja okonc¢ina
8 15 (7%) 16(7%)
9 11 (9%) 15 (8%)
9 15 (9%) 11.(9%)
12 12 (8%) 11 (10%)
12 19 (10 *) 20 (11%)
13 16(12%) 16 (13%)
14 25 (13%) 27 (13%)
15 17 (5%) 15 (8%)
16 15 (10%) 17(4%)
17 16(3%) 17(4%)
18 19 (11%) 18 (6%)
18 20 (9%) 10 (8%)
19 18 (8%) 17(7%)
23 21(9%) 22(10%)
27 26(20%) 27(24%)
27 26 (10%) 25(6%)
30 26 (9%) 31(10%)
31 26(8%) 30(9%)
32 31(11%) 26(7%)
32 16(11%) /

34 23(6*) 30(7%)
35 20 (11%) 21(11%)
36 33 (11%) 31(8%)
36 24 (10%) 28(10%)
37 29(11%) 27(10%)
40 34 (16%) 36(19%)

* Dobro vidni LAG-i,



52
Roser M. Skeletokronoloska analiza in interpretacija linij zavrte rasti v dolgih kosteh mocerila.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2016

Slika 39: Primerjava dobro vidnih in slabo vidnih LAG-ov. Z ve¢jimi pus¢icami je oznacenih 9 dobro vidnih
LAG-ov, z manjSimi pus¢icami so Se dodatno oznaceni slabse vidni LAG-i. Precni prerez radiusa, Pa 30-1.

Erhlich hematoksilin.
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Slika 40: Primerjava dobro in slabo vidnih lagov tibije in radiusa s starostjo osebkov.
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S RAZPRAVA

V nasi raziskavi smo raziskali histolosko zgradbo okonéin in naredili skeletokronolosko
analizo dolgih kosti arhiviranih osebkov mocerila. Namen naloge je bil preveriti
pojavljanje LAG-ov pri tej vrsti in ugotoviti, ali obstaja povezava med Stevilom LAG-ov in

starostjo osebkov, dolzino telesa/okoncin/kosti in premerom kosti.

Okonc¢ine mocerila imajo tipi¢no sestavo okoncin vretencarjev. Od ostalih skupin dvozivk
se razlikujejo po redukciji Stevila prstov in hrustanénih mezopodialnih elementih. Prav
tako okonCine niso sorazmerno velike v primerjavi z velikostjo telesa, njihova rast je
alometri¢na. Kosti so sestavljene samo iz periostalne kosti. Endostealna kost, ki je znacilna
za preostale dvozivke, predvsem za zabe (Rozenblut in Ogielska, 2005), ni zastopana. Prav
tako v medularni votlini ni kostnega mozga, kot je znacilno za brezrepce (Rozenblut in
Ogielska, 2005), temvec je zapolnjena s hrustanénim tkivom. Opazili smo, da prihaja pri
starejSih osebkih (po 25 letu) do degeneracije hrustanca, saj so opazne celice nepravilnih
oblik. Pojavljanje hrustan¢nega tkiva v meduli opisujejo tudi pri nekaterih drugih repatcih,

npr. pri pirenejskem pupku Euproctus asper (Miaud in Guillaume, 2005).

Na vseh kosteh osebkov iz vzorca so opazni LAG-1, ki so bili v ve€ini primerov neizraziti,
kar je otezevalo Stetje. LAG-i, ki so bili debelejsi in dobro opazni ze pri 100-kratni
povecavi je bilo, razen v dveh primerih, malo. Na vecjih povecavah (400-kratni) so bile
opazne tudi tanjSe, svetlejSe linije, ki pa niso potekale koncentricno po kostnem tkivu.
Linijam je bilo tezko slediti, saj so se na nekaterih predelih razcepile v ve¢ linij, se
prepletale med seboj ali se zdruZile v eno oz. so izginile. Podobno deljenost linij so
zasledili pri nekaterih vrstah mediteranskih pupkov, ki jih razlagajo kot posledico kratke
aktivnosti med samo periodo zaustavitve rasti (cit. v Jakob in sod., 2002). Opazili smo, da
so LAG-1 pri mlajSih osebkih prisotni ¢ez celotno kostno tkivo, pri starejs$ih pa so ti dobro
vidni le ob meduli in na periferiji kosti. Proti periferiji so bili LAG-1 vedno bolj na gosto
skupaj, kar je Se dodatno otezevalo natacno Stetje. Tezave s Stetjem, zaradi gosto
namesc¢enth LAG-ov, so imeli tudi pri nekaterih drugih predstavnikih dvoZivk (Sagor in
sod. 1998). Ker ni predpisanega standardnega postopka za dolocanje LAG-ov in ker so bili
ti slabo vidni, nismo to¢no vedeli, kako jih naj natacno definiramo, da bi bilo nase Stetje
¢im bolj objektivno. Slaba vidnost LAG-ov bi lahko bila posledica metode za pripravo tkiv

oz. slabe priprave vzorcev. Vendar slednje lahko izklju€imo, saj smo pri dveh primerih
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dobili preparate, kjer so LAG-i zelo lepo vidni. Ta dva osebka sta bila pripravljena z isto
metodo in v isti seriji ¢ z dvema osebkoma pri katerih LAG-1 niso bili tako lepo vidni.
Naslednji vzrok bi lahko bil v predolgi fiksaciji oz. dolzini shrambe v fiksativu, kar bi
lahko poSkodovalo kostno tkivo ali v uporabi neustreznega fiksativa, ki ne ohrani dovolj
dobre strukture tkiva. Tudi ta v vzrok lahko izklju¢imo, saj sta bila vzorca, kjer so bili
LAG-1 lepo vidni shranjeni v istem fiksativu, razli¢no dolgo in veliko dlje od drugih, kjer

LAG-1 niso bili tako izraziti.

Navkljub dejstvu, da je moceril jamska dvoZivka in Zivi v dokaj konstantnih pogojih in ne
hibernira, so LAG-1 v dolgih kosteh vseeno razvidni. Vseeno pa LAG-1 pri osebkih
vzgojenih v jamskem laboratoriju niso bili zelo izraziti, kot opisuje Rogli¢ (2007) za
osebke iz narave. Tezave pri interpretaciji LAG-ov so imeli tudi pri tropskih in
mediteranskih vrstah dvozivk, ki Zivijo v okolju z dokaj konstantnimi pogoji.(Jakob,
2002). Prisotnost Sibkih linij pri teh vrstah razlagajo z endogenimi ritmi, ki so genetski
preostanek prednikov Zivecih na povrs§ju (cit. v Jakob, 2002). LAG-i pa se pri dvozivkah
lahko pojavljajo tudi zaradi obCasnih obdobij stradanja (Castanet in sod, 1993) oz. slabsega
hranjenja v zimskem obdobju (Miaud in Guillaume, 2005). Osebki, ki smo jih uporabili za
analizo, so bili vzgojeni v podzemnem laboratoriju v Moullisu in so bili hranjeni enkrat na
teden, torej prehranjenost naj ne bi imela vpliva. Slabso vidnost LAG-ov oz. njihovo slabo
izrazenost opisujejo tudi pri brezpljucarjih (Plethodontidae). Pri njih LAG-e lahko
nadomescajo SirSe linje, ki jith povezujejo z zaCasno zmanjSano osteogenezo in ne s
popolno zaustavitvijo le te (Bruce in Castanet, 2006). Za brezplucarje je znacilna tudi
nizka stopnja periostalne osteogeneze in psevdo-lamelarna kostnina, katere struktura sicer
lahko spominja na LAG-e (Castanet in sod. 1996). Nizka stopnja osteogeneze naj bi bila
povezana s poc¢asno letno rastjo v hladnih, temperaturno stabilnih mikrohabitatih (Bruce in
Castanet, 2006). Podobno histoloSko zgradbo kostnine, kot jo opisujejo za brezpljucarje,
smo opazili tudi pri mocerilu, kar lahko razloZi neizrazitost LAG-ov. Mozno je tudi, da
ima moceril specifiéne cikle nalaganja kostnega tkiva, ki niso povezani z letnimi

periodami.

Ker je za mocerila znacilna alometrija, so njegove okonCine v primerjavi z drugimi
dvozivkami krajSe. V nasem primeru so bile kosti zelo majhne in tanke (niso bile daljSe od

1,5 cm in debelejSe od 2,0 mm). Te Zivali rastejo pocasi, opazili pa smo tudi, da so nasi
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primerki v primerjavi s tistimi, ki so bili ulovljeni iz naravnega okolja precej manjsi
(Rogli¢, 2007). Zaradi majhnih kosti in pocasne rasti kostno tkivo ni zelo obsezno, prav

tako so LAG-i zelo na gosto skupaj, kar je Se dodatno otezevalo Stetje.

Predpostavljamo, da so debelejSe in bolj obarvane linije lahko multipli LAG-1, slabSe vidne
pa enojni. Po drugi strani, pa so dobro vidne linije pri mocerilu lahko navsezadnje enojni
LAG-i, medtem ko so ostale vmesne slabse vidne linije posledica psevdo-lamelarne
kostnine in torej gre lahko le za navidezne linije. Bolj smiselna je interpetacija, da so slabo
vidne linije posledica psevdo-lamelarne kostnine. Namre¢, dvojni LAG-1 v dolgih kosteh
dvozivk lahko nastanejo zaradi prekinjene hibernacije oz. zmanjSane rasti med estivacijo
(cit. v Sinsch, 2015), moceril pa ne hibernira ali estivira. Poleg tega je Stevilo slabo vidnih
linij pri mlajSih osebkih vec¢je od starosti, kar pomeni, da niso vse linije nastale zaradi
zaCasne zaustavitve rasti. Pri starejSih osebkih, se Stevilo slabo vidnih linij Se nekako
ujema z dejansko starostjo, po drugi strani pa je dobro vidnih linij obcutno manj, kot pa je
dejanska starost zivali. LAG-1 so pri mocerilu lahko le reliktni ostanki endogenih ritmov
prednikov, vendar zaradi konstanih Zivljenjskih pogojev niso dodatno ojacani in so zaradi
tega manj izraZeni, kot pri predstavnikih Zivecih v spreminjajo¢ih se razmerah (cit. v

Jakob, 2002).

Ceprav je skeletokronologija splosno razirjena metoda za dolo¢anje starosti dvozivk, je
pri nekaterih repatih dvozivkah in brezrepcih (Wake in Castanet, 1995; Ento in Matsui,
2002) interpretacija LAG-ov zaradi slabe izraZenosti linij ter goste nameScenosti oteZena.
Zagotovo je moceril, ena iz med vrst, kjer skeletokronologija ni najbolj zanesljiva metoda
za doloCanje starosti, zaradi kombinacije dolgoZzivosti in majhnosti kosti. Slednje Se
dodatno otezuje Stetje linij pri starejSih osebkih, saj so LAG-i nameS$ceni preblizu drug
drugega. Poleg tega, prstki zaradi svoje majhnosti, navkljub izkazovanju LAG-ov niso
primerni za analizo. Zaradi tega skeletokronologija za doloCanje starosti mocerila ni

nedestruktivna metoda.

Glede na naSe rezultate lahko hipotezo, da se kostno tkivo za¢ne nalagati Sele s spolno
zrelostjo, zavrnemo, saj je kostno tkivo prisotno ze pri mlajSih, spolno nezrelih osebkih.
Kostno tkivo se zacne nalagati najverjetneje Ze s prvim letom Zivljenja in ne Sele s spolno
zrelostjo, kot smo predvidevali. NaSe hipoteze, da Sevilo LAG-ov korelira s starostjo, ne

moremo potrditi saj je bilo Stetje le-teh oteZeno in nezanesljivo, poleg tega pa smo imeli
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podatke s preve¢ variacije. Stevilo LAG-ov sicer izkazuje trend spreminjanja s starostjo, ki

pa ga statisticno ne moremo potrditi.



57
Roser M. Skeletokronoloska analiza in interpretacija linij zavrte rasti v dolgih kosteh mocerila.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2016

6 SKLEPI

1. Moceril ima tipi¢no zgradbo okoncin vretencarjev. Od ostalih skupin se razlikujejo po
redukciji Stevila prstov in karpalnih oz. tarzalnih elementov ter po tem, da mezopodialni

elementi ostajajo hrustancni.

2. Vse dolge kosti sprednje in zadnje okoncCine vklju¢no s prsti so v predelu diafiz in

metafiz kalcificirane, hrustan¢ne ostajajo epifize kot tudi omenjeni mezopodialni elementi.

3 Okon¢ine gradi le periostalna kost, endostealna kost ni zastopana, prav tako ni

endostealne reabsorbcije, ki je znacilna za vecino dvozivk.

4. Vse dolge kosti izkazujejo prisotnost LAG-ov. Stevilo in vzorec pojavljanja LAG-ov se
med sprednjo in zadnjo nogo ne razlikujeta, prav tako se ne razlikujeta med razlicnimi

dolgimi kostmi iste noge.

5. LAG-1 so ve€inoma slabo izraziti, kar pripisujemo konstantnim Zivljenjskim pogojem v

jamskem laboratoriju, kot tudi tipu kostnine (psevdo-lamelarna kost).

6. Kosti pri¢nejo osificirati ze pred spolno zrelostjo in ne Sele po njej, kot smo sprva
predvidevali. NamreC Stevilo LAG-ov pri mlajSih osebkih nakazuje na to, da osifikacija

pricne ze zelo zgodaj, najverjetneje tekom prvega leta zivljenja.

7. Skeletokronologija pri vrsti Proteus anguinus anguinus ni najbolj uporabna metoda, saj
je interpretacija LAG-ov tezavna, prav tako tudi ni nedestruktivna, saj ¢lenki prstov, zaradi

majhnosti in gostote LAG-ov, niso uporabni.
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7 POVZETEK

Skeletokronologija je sploSno razSirjena metoda za doloCanje starosti razli¢nih skupin
vretencarjev. Poznavanje starosti osebkov ima velik pomen pri doloCanju starostne
dinamike v populaciji in tudi pri okoljskih in ekoloSkih Studijah. Skeletokronologija je ena
izmed natan¢nejSih metod za doloCevanje starosti, saj lahko na podlagi LAG-ov dolo¢imo
starost posameznega osebka. LAG-1 nastanejo v obdobju zaustavitve rasti, v vecini
primerov ta nastopi le 1 x letno. Poleg tega skeletokronologija velja za nedestruktivno
metodo, osebkov za analizo ni potrebno Zrtvovati, saj lahko za Stetje linij uporabimo

¢lenke prstkov.

V nasi raziskavi smo s skeletokronolosko metodo preverili pojavljanje LAG-ov pri osebkih
mocerila (Proteus anguinus anguinus) vzgojenih v laboratorijskih pogojih in rezultate
primerjali s predhodno skeletokronoloSko analizo mocerilov iz narave. Ta vrsta kljub
zivljenju v konstantnih pogojih izkazuje prisotnost LAG-ov. Ti so najverjetneje posledica
endogenih ritmov nalaganja kostnine in reliktni preostanki prednikov zZivecih na povrsju.
Lahko, da so LAG-1 posledica obcasnih obdobji stradanj, ki nastopijo zaradi sezonskih

nihanj hrane v naravnem okolju.

LAG-1 so bili prisotni na vseh dolgih kosteh, vendar za analizo zaradi premalo kostnega
tkiva niso bili primerni ¢lenki prstov. LAG-1 so pri prstkih starejSih osebkov na periferiji
kosti za Stetje namesceni preblizu skupaj. S to tezavo so se soocali tudi pri drugih skupinah
dvozivk. Lepo vidnih LAG-ov je bilo v naSem primeru ve¢inoma zelo malo. Pri mlaj$ih
osebkih se je njihovo Stevilo Se ujemalo z dejansko starostjo, medtem ko je bilo pri
starejSih osebkih Stevilo precej nizje od dejanske starosti zivali. LAG-i so najverjetneje
slabo vidni zaradi konstantnih Zivljenjskih pogojev mocerila, saj so pri dvozivkah poleg
genetske pogojenosti, Se dodatno ojacani s sezonskimi cikli okolja. Drug mozen vzrok za
neizrazite linije je v tipu kostnine, najverjetneje gre za psevdo-lamelarno kost, za katero je

znacilna slabsa in tezja vidnost linij.

Skeletokronologija za dolo¢anje starosti pri mocerilu, navkljub prisotnosti linij zavrte rasti,

ni najprimernejSa metoda, saj je njihova interpretacija nezanesljiva.
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PRILOGA A

PROTOKOL ZA DEKALCINACIJO Z DUSIKOVO KISLINO IN VKLAPLJANJE
V PARAPLAST

1. IZOLACIJA TKIV

2. FISKACIJA: 10 % FORMALIN — ¢ez no¢

3. SPIRANIJE: destilirana H,0 — ¢ez no¢

4. DEKLACINACIJA: 5 % DUSIKOVA KISLINA*; MW; 450 W; 37 °C; 45 min-2 h
5. SPIRANIJE: destilirana H,0; MW; 550 W; 40 °C, 60 min

6. DEHIDRACIJA: MW; 250 W; 40 °C

1. 1x70 % EtOH — 5 min,
2. 1x96 % EtOH — 5 min,
3. 2x 100 % EtOH — 5 min,

7. BISTRENJE: KSILEN;

1. MW; 250 W; 40 °C— 10 min
2. MW; 650 W; 40 °C— 10 min

8. INFILTRACIJA:

* PARAPLAST 1 — nekaj ur
* PARAPLAST 2 - 24 ur

*Priprava 50 ml 5 % dusSikove kisline:
- 46 ml destilirane H>0
-4 ml 65 % dusikove kisline*

Opomba: vedno dodajamo bolj koncentrirano teko¢ino v manj koncentrirano tekoc¢ino
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PRILOGA B

PROTOKOL ZA BARVANJE HISTOLOSKIH REZIN KOSTI Z EHRLICH-ovim
HEMATOKSILINOM

(prirejeno po: J.D. Bancroft; Theory and Practice of histological Techniques; 6.edition,
p.122)

1. DEPARAFINACIJA: 2x 3 min v ksilenu

2. REHIDRACIJA: padajoca alkoholna vrsta 2x 3 min (propanol, 96 % etanol, 70 %
etanol)

3. Spiranje v destilirani H,0, 3 min

4.BARVANIE: 60 min, spiranje z H,0 (5 min), diferenciacija s solno kislim alkoholom (3
s), spiranje s tekoc¢o vodo (10-15 min)

5. DEHIDRACIJA: hiter prehod preko alkoholne vrste (70 % etanol, 96 % etanol,
propanol)

7. BISTRENIJE: 2x ksilen, 2 min

8. POKRIVANIE s sinteti¢énim krovnim medijem in krovniki
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PRILOGA C

PROTOKOL ZA BARVANJE HISTOLOSKIH REZIN KOSTI Z WEIGERT-ovim
HEMATOKSILINOM

(prirejeno po: J.D. Bancroft; Theory and Practice of histological Techniques; 6.edition,
p.128)

1. DEPARAFINACIJA: 2x 3 min ksilen
2. REHIDRACIJA: alkoholna vrsta 2x 3 min (propanol, 96 % etanol, 70 % etanol)
3. spiranje v destilirani H20, 3 min

4.BARVANIJE: 2-3 min, spiranje pod tekoc¢o H»0 (5 min), spiranje s solno kislim
alkoholom ( 3 s), spiranje z destilirano H,0

5. DEHIDRACIJA: hiter prehod preko alkoholne vrste (70 % etanol, 96 % etanol,
propanol)

7. BISTRENIJE: 2x ksilen, 2 min

8. POKRIVANIE s sinteti¢énim krovnim medijem in krovniki
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PRILOGA D

Preglednica 4: Podatki o dolzini zadnje okonc¢ine in posameznih kosti ¢ine. Meritve so podane v mm.

oznaka zadnja noga femur tibija fibula  stopalo prstki
Pa 8-1 14 6 3 3 4 2,9
Pa 9-1 9,8 5,1 2,2 2,2 3,5 2,2
Pa 9-2 13 7,5 2,7 2,7 4 3
Pa 10-1 16 8,2 3 3 4 3
Pa 12-1 15 7,5 3 3 4 3
Pa 12-2 17 8,5 3,2 3,2 5 4
Pa 13-1 11 6,3 2,5 2,5 3 2,2
Pa 1322 14 8 3 3 4 3
Pa 14-1 15 8 3 3 5 4
Pa 14-2 16 8 3,1 3,1 4 3
Pa 15-1 17 8,5 3,5 3,5 5,1 4
Pa 15-2 14 7,5 3 3 3.9 3,1
Pa 16-1 14 7 2,9 3 3,5 2,5
Pa 172 15 8 3.8 3.8 6 5
Pa 18-1 16 7,5 2,7 3 4.8 4
Pa 18-2 16 8 4.5 4 5 4
Pa 19-1 15 8 2,9 2,9 4,1 4
Pa 23-1 13 7,1 3,2 3,2 4,6 3,7
Pa 25-1 17 9 4 3,7 5 4
Pa 27-1 22 13,4 5 5 6 5
Pa 27-2 23 11 4,3 4,3 6,2 5,1
Pa 30-1 19 9,1 4 3,7 5,1 3,9
Pa 30-2 20 11 4 4,2 6 4,5
Pa31-1 19 9,9 4 4 5,1 4,1
Pa 32-1 21 10,1 4 4 5,2 4,2
Pa 32-2 20 7,5 2,7 3 4 3
Pa 34-2 15 9,2 3.9 3.9 5,7 4,5
Pa 35-1 20 10 4.5 4.5 5,2 4
Pa 36-1 21 11 4,1 4,1 6,1 5,5
Pa 36-2 21 10 4 4 5 4
Pa 37-1 20 10 4 4 5,1 5,1

Pa 40-1 20 13 5 5 6,6 5,6
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PRILOGA E

Preglednica 5: Podatki o dolZinah sprednje okon¢ine in posameznih kosti. Podatki so podani v mm.

oznaka sprednja noga humerus ulna radius stopalo  prstki
Pa 8-1 12 59 4,00 3,5 3.9 3
Pa 9-1 9 5,5 3,9 3,8 4.4 4
Pa 92 13 6,8 4 3,3 4,7 3,7
Pa 10-1 17 7,1 4 3,8 4 2,8
Pa 12-1 15 7,5 4 4 4,1 3
Pa 12-2 15 8 4,8 4,6 2 1
Pa 13-1 12 6,5 4 32 4,2 3,2
Pa 13-2 14 7.1 4,8 4,1 4,8 4
Pa 14-1 17 7 4 4 5 4
Pa 14-2 17 8,1 4,2 4,2 5 4
Pa 15-1 16 8,1 5 4,1 5 4
Pa 15-2 15 7,2 4 3,7 4,1 3.1
Pa 16-1 17 7,6 4,7 4 4,7 3,7
Pa 17-2 16 7 5 4 6 5
Pa 18-1 19 7,5 4,5 3,5 5 4
Pa 18-2 138 7,5 4,15 4,1 5 4
Pa 19-1 16 7,2 4 3,5 4,7 4
Pa 23-1 15 8 4,2 4,2 5 3,9
Pa 25-1 20 9,5 5,1 5,1 57 4,1
Pa 27-1 23 11 7,1 6,2 6,2 5,1
Pa 27-2 22 10,5 6 57 6,2 53
Pa 30-1 21 10,5 6,1 5,1 5,2 3,8
Pa 30-2 23 10,5 55 55 6 4
Pa 31-1 138 10 6,1 5.2 6 4
Pa 32-1 20 9,8 5 4,8 6 42
Pa 32-2 15 7 3,9 3.8 4,1 3,1
Pa 34-2 138 9,3 52 5 7.3 6,1
Pa 35-1 21 10 6,2 5,2 6 4,2
Pa 36-1 23 10,8 6,8 5,7 6,1 4,5
Pa 362 18 8,7 53 4,6 5 4
Pa 37-1 19 9,7 5 4,2 5.4 4,3

Pa 40-1 24 11,5 5,1 5,1 7 5,6
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PRILOGA F

Preglednica 6: Podatki o debelini posameznih kosti sprednje in zadnje noge. Meritve so podane v um.

oznaka femur fibula tibija zadnji prstki humerus ulna radius sprednji prstki

Pa8-1 359 1093 2024 / 368,5 158,6 1765 111,3
Pa9-1  250,1 114,1 119,7 97,3 2298 1622 1654 1143
Pa9-2 2484 106,1 1293 101,3 213,5 143,1 1277 146,5
Pal0-1  / / / / / / / /
Pal2-1 2814 126 1249 103,4 236,3 1363 1666 110,9
Pal122 3315 1618 212,9 149,1 402,3 2214 2024 /
Pal3-1  / / / / / / / /
Pal132 3041 139,1 1765 131,2 347,9  174,5 1594 126,4
Pald-l  / / / / / / / /
Pal4-2 421 140,7 186,6 66 108,5 1944 261,6 136
Pal15-1 3613 170,6 2047 160,2 2582  191,2  205,6 163,83
Pa152 3003 140,6 262,7 113,7 3348 150,3 197,1 110,1
Pal6-1 3756 1888 177,7 129,1 459,7 2183 214 185,1
Pal72 505 1594 2023 98,2 704 2119 2564 124,8
Pal8-1 321 1378 1327 95,2 353 208,1 1876 128,4
Pal82 382 163,6 194 130,9 430 2042 1902 147,1
Pa19-1 3478 1833 180, / 363,9 147,1 200,6 130,8
Pa23-1 2866 1969 1288 105,5 3283 1849 196,83 139,5
Pa25-1  / / / / / / / /
Pa27-1 /2584 3793 264,3 / 3142 3527 208,4
Pa272 5882 2805 388 204,8 668,4 3463 4363 192,4
Pa30-1 4484 2003 2473 219,8 480,7 2194 3453 206,3
Pa30-2  / / / / / 2854 282 190,1
Pa3l-l  / / / / / / / /
Pa32-1 4997 232,6 2722 216,3 4294 260,7 280 178,1
Pa322 3013 1864 127, 118,5 / / / /
Pa342 5803 2283 289,8 1942 4477 264 3278 183
Pa35-1 5124 2614 3257 159,5 567,7 2942 311,1 180,7
Pa36-1 542,6 2577 322,1 182,9 4174 265 2755 212,8
Pa362 620,5 1864 2172 134,1 551,5 238,5 2423 158,7
Pa37-1 5192 24277 273,1 207,1 530,7 223,22 2799 225,1
Pa40-1 2503 2544 230,6 181,2 520,4 234 2734 192,9

/ - ni podatka
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PRILOGA G

Preglednica 7: Podatki o premeru medularne votline posameznih kosti sprednje in zadnje noge. Meritve so
podane v pum.

oznaka femur fibula tibija zadnji prstki humerus ulna radius sprednji prstki

Pa 8-1 103 50,6 45 / 132 72,8 74,7 58,4
Pa 9-1 104,5 76,2 75,5 76 138,6 101 97,8 92,9
Pa 9-2 97,8 59,6 87,3 74,6 106,7 94,5 87 111,2
Pa 10-1 / / / / / / / /
Pa12-1 1093 73,6 74,8 55 106,6 72,2 92,2 79,1
Pa 12-2 92,6 61,7 89.5 76,8 111 72,8 82,7 /
Pa 13-1 / / / / / / / /
Pa13-2  104,9 71,6 95,5 96,2 1554 97,4 85,5 88,3
Pa 14-1 / / / / / / / /
Pa14-2  129,7 61,3 76,1 17,5 126,4 79,9 107,7 91,4
Pa15-1 105,6 71,2 92,2 89,9 137,2 86,7 95,5 100,1
Pa15-2  121,9 85,8 97,1 65,4 114,9 83,6 93,8 72,7
Pa 16-1 150 92,9 63,1 71,9 116,8 89,4 85,2 93,4
Pa17-2  140,2 56,8 83,1 63,2 145,3 92,3 99 81,6
Pa18-1 107,7 22,3 74,6 67,6 127,6 97,1 90,2 75,6
Pa18-2 1239 59,4 81,9 75,8 104,3 86,1 83,8 100,6
Pa19-1 113,7 89,9 1073 / 123,7 79,5 93,8 98,7
Pa23-1 101,4 91,1 62,8 52,6 122,8 101,4  105,6 87,5
Pa 25-1 / / / / / / / /
Pa 27-1 / 75,7 93,4 86,4 / 69,5 96,3 89,9
Pa27-2  134,1 72,2 90,3 89,8 135,1 83,5 105,5 87,5
Pa 30-1 72,8 70,6 87,1 97 102,2 45,5 90,3 93,8
Pa 30-2 / / / / / 86,3 74,4 80,4
Pa 31-1 / / / / / / /
Pa32-1 1375 98,2 86,4 87,9 121,6 109,9 101,6 83,5
Pa32-2  106,6 85,4 65 83,9 / / / /
Pa 34-2 89,4 72,1 98,6 82,6 143,1 93,4 95 95
Pa35-1 116,1 70,3 80,5 99,7 135,2 99,8 84,1 88,2
Pa 36-1 73,2 77,1 96,6 87,1 95 90 97,3 108,3
Pa36-2 199,99 70,8 83,5 83,5 124,8 83,9 93,7 84,4
Pa37-1  149,1 99,8 116,7 88,7 98,1 99,8 97,5 118,6
Pa 40-1 75,5 61,6 76,3 85,5 95,6 62,5 66,1 84

/ - ni podatka



