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UVOD 

 

Vsejede ribe zaznavajo v vodi raztopljene kemijske snovi (amino kisline, organske kisline, 

nukleotide in steroide) s čutilom za voh, z čutilom za okus in s splošnim kemijskim čutom. 

Voh omogoča učenje vonjav in razlikovanje kemičnih dražljajev, okušalni dražljaji pa pri 

ribah sprožijo refleksne odzive (Valentinčič s sod., 1994; Valentinčič in Caprio, 1994; 

Valentinčič s sod., 2000a). Raziskovali smo vohalno razlikovanje binarnih zmesi 

aminokislin pri cebricah (Danio rerio). Raziskave vohalnega razlikovanja aminokislin so 

pokazale, da cebrice in somiči razlikujejo aminokisline (Valentinčič s sod., 2005), največ 

raziskav vohalnega razlikovanja so opravili na kanalskem in ameriškem somiču 

(Valentinčič in Caprio, 1994; Valentinčič s sod.; 1994, Valentinčič s sod., 2000a). Cebrice 

so akvarijske ribe iz družine krapovcev, ki so, zaradi enostavnega razmnoževanja, 

številčnih potomcev in hitre rasti, modelna žival v genetiki in razvojni nevrobiologiji (Key 

in Devine, 2003). V zadnjem času so pridobile pomen tudi kot model v raziskavah razvoja 

in funkcij voha vretenčarjev, saj so mnoge lastnosti vohalnega sistema cebric podobne 

lastnostim vohalnih sistemov ostalih vretenčarjev, ob tem pa imajo za desetkrat manjše 

število vohalnih receptorjev (Barth, 1996) in vohalni bulbus z manjšim številom 

glumerulov kot kopni vretenčarji (Baier in Korsching, 1994; Friedrich in Korsching, 1997). 

Mladice cebric se na vohalne dražljaje odzivajo že en dan po izleganju (Lindsay in Vogt, 

2004). Vedenjski odziv odraslih cebric na aminokislino L-alanin so opisali že leta 1990. 

Cebrice so se na draženje odzvale s pospešenim plavanjem, iskanjem hrane po dnu 

akvarija, hlastanjem po vodni površini in zadrževanjem v delu akvarija, kamor so vbrizgali 

dražljaj (Steele s sod., 1990). Vohalni dražljaji v naravnem okolju so ponavadi zmesi 

mnogih vohalnih dražljajev. Ljudje zaznajo binarno zmes vonjav kot bolj učinkovito 

komponento zmesi (Laing in Willcox, 1983). Prepoznavanje komponent v zmesi postane 

nemogoče, ko število komponent večje kot 4 (Laing in Glemarec, 1992; Livermore in 

Laing, 1996). Somiči, spočetka zaznajo binarne in ternarne zmesi aminokislin kot najbolj 

učinkovito snov v zmesi. Pri sesalcih so učinkovitost sestavin zmesi določili s poskusi, pri 

ribah lahko učinkovitost sestavin napovemo s pomočjo večje amplitude EOG (Valentinčič 

s sod., 2000b). Binarno zmes enako učinkovitih aminokislin zaznajo ribe bodisi, kot eno od 

komponent zmesi, s časom se bolj učinkovita komponenta zmesi spreminja (Valentinčič, 
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2005). Pričakovali smo, da tudi cebrice zaznavajo binarno zmes kot njeno bolj učinkovito 

komponento, da so sposobne razlikovati binarno zmes od posameznih aminokislin – 

komponent zmesi. S pomočjo razlikovalnega treninga se razlikovanje med vonjavami pri 

ribah izboljša.  

 

Voh omogoča pogojevanje rib na določene kemične dražljaje, ki izvirajo iz hrane. Med 

pogojevanjem se ribe naučijo, da določeni vonjavi sledi nagrada - hrana. Pogojni dražljaji, 

ki napovedujejo hrano, sprožijo intenzivnejše in daljše iskanje hrane kot nepogojeni 

dražljaji (Valentinčič s sod., 1994; Valentinčič in Caprio, 1994). Predpostavili smo, da se 

cebrice na dražljaje, ki jih zaznajo kot enake pogojnemu dražljaju, odzovejo s enako 

količino plavanja kot na pogojni dražljaj, medtem ko se na dražljaje, ki jih zaznajo kot 

drugačne od pogojnega dražljaja odzovejo z manjšim plavanjem (Valentinčič s sod., 

2000a). Na podlagi razlike v številu obratov telesa cebrice smo ugotavljali ali razlikujejo 

pogojni dražljaj od testnih dražljajev. 

 

 
 
Slika 1: CEBRICA 
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PREGLED OBJAV 

 

KEMIČNI DRAŽLJAJI IN KEMORECEPCIJA 

 

Kemični dražljaji v vodnem okolju so majhne, v vodi topne organske molekule, kot so 

aminokisline, nukleotidi, organske kisline in steroidi (Carr,1988). V vodi raztopljene 

kemične snovi se s tokovi neenakomerno razširjajo v obliki vrtincev (eddies), ki vsebujejo 

visoke koncentracije kemičnih dražljajev (Valentinčič, 2004). Ribe zaznavajo kemijske 

dražljaje z vohom in okusom (Hara, 1992). Z okusom zaznavajo ribe majhno število 

kemijskih dražljajev. Vzburjenje, ki ga sproži okušalni dražljaj, se prenese v nižje 

možganske centre v hrbtenjači in sproži preproste reflekse, kot so obračanje, 

grizenje/hlastanje in požiranje hrane (Valentinčič, 2004). Okus sodeluje pri odkrivanju, 

izbiri, zaužitju hrane in pri obrambi pred strupenimi snovmi (Marui in Caprio, 1992). 

Nasprotno pa vohalni sistem omogoča zaznavo velikega števila kemičnih snovi. Aksoni 

vohalnih receptorskih nevronov vodijo v vohalni bulbus, ki skupaj s telencefalonom 

omogoča razlikovanje in učenje kemičnih dražljajev (Valentinčič, 2004; Valentinčič s sod., 

1994). 

 

Pri ribah sproži zaznava vonjave prehranjevalno vedenje, alarmne odzive, prepoznavanje 

predatorjev in socialno komunikacijo (Hara, 1992). Večino sestavljenih vedenj, kot je 

prehranjevalno vedenje, sestavljajo tri zaporedne faze: orientacijski odziv, apetitno vedenje 

in konzumacija. Pri krapovcih in somičih tudi okušalni dražljaji sprožijo in vzdržujejo 

prehranjevalno vzburjenje (Valentinčič, 2004; Valentinčič in Caprio, 1994). 

Prehranjevalno vedenje šarenk (Oncorhynchus mykiss, Salmonidae) sprožijo le vohalni in 

vidni dražljaji (Valentičič in Caprio, 1997; Valentinčič s sod., 1999) Ribe, ki z vohom ali 

okusom iščejo hrano, to najdejo s pomočjo klinokineze (Fraenkel in Gunn, 1940; 

Valentinčič, 2004). Eddiji ribam ne posredujejo informacije o oddaljenosti in smeri hrane, 

pač pa samo idejo o njeni prisotnosti. Zato ribe intenzivno plavajo in se bodisi 

tropotaktično, bodisi zaradi ovir, obračajo, vir dražljaja večinoma zadenejo slučajno zaradi 

plavanja v različnih smereh po akvariju. Potrebnih je veliko obratov, da riba najde izvor 
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dražljaja. Relativno dolgo osrednje vzburjeno stanje omogoča, da riba nadaljuje z iskanjem 

hrane dokler ne naleti na naslednji dražeči vrtinček, ki morda vsebuje izvor dražljaja 

(Valentinčič, 2004; 2005). 

 

Na količino prehranjevalnega vedenja poleg pričakovanja nagrade vpliva tudi inhibicija 

zaradi strahu. Ključni dražljaji, ki prožijo strah in beg (npr. vibracije pri ameriških somičih 

in svetla podlaga pri kanalskih somičih), inhibirajo prehranjevalno vedenje (Valentinčič in 

Caprio, 1994; Valentinčič s sod., 2000a). Neboječe vrste rib, kot so zlate ribice, cebrice in 

šarenke, se začnejo odzivati na prehranjevalne dražljaje že 1-3 dni po prenosu v akvarij, 

medtem ko somiči, ki so zelo boječe vrste rib, potrebujejo več kot mesec dni 

aklimatizacije, preden se začnejo redno hraniti (Valentinčič in Caprio, 1994; Valentinčič, 

2005). Poleg tega se lačne ribe hitreje in intenzivneje odzovejo na vohalne dražljaje kot 

site ribe (Atema s sod., 1980). 

 

Prehranjevalni dražljaji rib so aminokisline. Ribe zaznavajo aminokisline s čutilom za voh 

in s čutilom za okus, vendar so raziskave pri ameriških somičih pokazale, da jim le voh 

omogoča učenje in razlikovanje med aminokislinami (Valentinčič s sod., 1994, 2000a; 

Valentinčič in Caprio, 1994). Voh omogoča pogojevanje rib na določene kemijske 

dražljaje, ki izvirajo iz hrane. Med pogojevanjem se ribe naučijo, da sledi znani vonjavi 

hrana. Pogojni dražljaji, ki napovedujejo hrano, sprožijo intenzivnejše in daljše iskanje 

hrane kot nepogojeni dražljaji (Valentinčič s sod.; 1994, Valentinčič in Caprio, 1994). To 

omogoča ribi, da ne izgublja energije po nepotrebnem in se zaradi manjšega odziva na 

nepogojene dražljaje manj časa izpostavlja predatorjem (Valentinčič, 2004). 

 

ZGRADBA VOHALNEGA SISTEMA PRI CEBRICAH 

 

Vohalni sistem cebric je podoben vohalnim sistemom ostalih vretenčarjev (Byrd in 

Brunjes, 1995). Sestavljajo ga periferni vohalni organ z vohalnim epitelom, vohalni bulbus 

in sprednji možgani.  
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Zgradba perifernega vohalnega organa cebric 

 

Vohalne rozete kostnic ležijo v nosni votlini. Pokriva jih kožna guba z dvema parnima 

nosnicama, skozi katere teče voda (Byrd in Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 1998). 

Vohalna  rozeta je zgrajena iz osrednje osi in hrustančnih lamel, ki so pritrjene nanjo (Byrd 

in Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 1998). Pri cebricah in somičih je čutilni epitel na 

notranji polovici lamel, epitel s kinocilijami pa pokriva zunanjo polovico lamel (Byrd in 

Brunjes; 1995, Baier s sod., 1994; Hansen in Zeiske, 1998). Čutilni epitel sestavljajo 

vohalne čutnice, oporne celice in bazalne celice (Byrd in Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 

1998). Vohalne čutilne celice so bipolarni nevroni. Njihovo telo leži v vohalnem epitelu, 

aksoni pa se v vezivu pod bazalno lamino epitela združijo v snope, ki tvorijo zunaj rozete 

vohalni živec. Vohalni živec vodi v vohalni bulbus (Byrd in Brunjes, 1995; Hansen in 

Zeiske, 1998). Dendriti vohalnih celic dosegajo površino epitela in se razširijo v gumb z 

dolgimi cilijami ali s kratkimi mikrovili (Byrd in Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 1998). 

Posebne vohalne celice - kriptne celice imajo v notranjost ugreznjene cilije in mikrovile 

(Hansen in Zeiske; 1998). Njihov akson potuje skupaj z aksoni ostalih čutilnih celic proti 

vohalnem bulbusu (Hansen in Zeiske, 1998). Med vohalnimi čutilnimi celicami so oporne 

celice s širokimi apikalnimi izrastki (Byrd in Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 1998). 

Bazalne celice so kroglaste, brez daljših izrastkov in ležijo ob bazalni lamini (Byrd in 

Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 1998). Nečutilni epitel sestavljajo stebričaste kinociliarne 

celice in mukozne čašaste celice (Byrd in Brunjes, 1995; Hansen in Zeiske, 1998). 

 

Zgradba vohalnega bulbusa cebric 

 

Vohalni bulbus cebric je parna struktura tik ob telencefalonu in je z vohalnim živcem 

povezan z vohalnimi rozetami (Byrd in Brunjes, 1995). Zgrajen je iz štirih plasti: plast 

vohalnega živca, glumerularna plast, plast mitralnih celic in plast granularnih celic (Byrd 

in Brunjes, 1995). Najbolj zunanjo plast bulbusa tvorijo aksoni vohalnih čutilnih celic med 

njimi pa so tudi glia celice (Byrd in Brunjes, 1995). Pod njo je glomerularna plast, v kateri 

so sinapse med končiči aksonov vohalnih čutilnih celic in dendriti mitralnih celic (Byrd in 

Brunjes, 1995). Sinaptične povezave so urejene v kroglaste pleteže - glomerule, ki so 
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funkcionalne enote bulbusa. Med njimi so glia in periglomerularne živčne celice. 

Glumeruli pri cebricah niso tako izraziti, kot pri sesalcih, najverjetneje zaradi manjšega 

števila glia in periglumerularnih celic (Baier in Korsching, 1994; Byrd in Brunjes, 1995). 

V bulbusu cebrice so našteli približno 80 dobro vidnih glomerulov, ki so jih razdelili v pet 

skupin: dorzalni, ventralni, lateralni, medialni in anteriorni (Baier in Korsching, 1994). 

Pokazalo se je, da je splošen vzorec glumerulov zelo stereotipen. Položaj dobro vidnih 

glomerulov je pri različnih živalih podoben in ni odvisen od starosti, spola ali izvora živali 

(Baier in Korsching, 1994). Pod glomerularno plastjo je plast mitralnih celic, ki vsebuje 

celice različnih morfologij (Byrd in Brunjes, 1995). V njej so telesa ovratničastih - 

mitralnih celic in pri ribah tudi strehastih - ruffed celic (Fuller in Byrd, 2005). To so 

sekundarni nevroni, ki prenašajo vzburjenje iz bulbusa v višje možganske centre (Satou, 

1992). Aksoni mitralnih celic izstopajo iz vohalnega bulbusa na ventralni strani v dveh 

snopih v medialnem in lateralnem vohalnem traktu (Byrd in Brunjes, 1995). Najgloblja 

plast bulbusa je zrnata plast. Dendriti zrnatih celic tvorijo inhibitorne sinaptične povezave 

z mitralnimi celicami (Byrd in Brunjes, 1995). 

 

VOHALNI RECEPTORJI  

 

Vohalne receptorje kodira velika genska družina, ki vsebuje pri ribah približno 100 genov 

za vohalne receptorske beljakovine (Nagai s sod., 1993; Barth, 1996). Receptorji vohalnih 

celic spadajo v naddružino receptorjev s sedmimi transmembranskimi domenami, na njih 

se navezujejo G-proteini (Nagai s sod., 1993). Velika raznolikost transmembranskih 

domen omogoča vezavo različnih ligandov (Nagai s sod., 1993). Posamezen vohalni 

receptor lahko veže več različnih vohalnih dražljajev (Nagai s sod., 1993; Malnic s sod, 

1999; Fuss in Korsching, 2001). Posamezen receptor lahko veže različne snovi, posamezna 

kemijska snov pa se lahko z različnimi vezavnimi mesti veže na različne receptorje, saj 

različni vohalni receptorji prepoznajo različne podenote vonjavne molekule (Malnic s sod, 

1999). Različni vohalni dražljaji so kodirani z različnimi edinstvenimi kombinacijami 

aktiviranih vohalnih celic, posamezen vohalni receptor je lahko komponenta edinstvene 

receptorske kode za več različnih vonjav (Malnic s sod, 1999). Tudi razlike v koncentraciji 

in majhne razlike v zgradbi molekule povzročijo razliko v kombinaciji aktiviranih 
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receptorjev in s tem v kombinaciji aktiviranih vohalnih receptorskih celic (Malnic s sod, 

1999). Posamezna vonjava predstavlja kombinatorno receptorsko kodo, ki omogoča 

razlikovanje velikega števila zelo raznolikih vonjav in hkrati razlikovanje med zelo 

podobnimi vonjavami (Malnic s sod, 1999). Vezavne lastnosti vohalnih receptorjev naj bi 

se odražale tudi v glumerularni plasti v vohalnem bulbusu, kjer različne vonjave tudi 

povzročijo različne vzorce aktivnosti (Friedrich in Korsching, 1997). Velika specifičnost 

nekombinatornih vzorcev glumerularne aktivnosti pri odzivu na feromone nakazuje obstoj 

posebnih vohalnih receptorjev, ki omogočajo zaznavo enkratnih in v naravi redkih 

molekul, kot so feromoni (Friedrich in Korsching, 1998).  

 

Ekspresija genov za vohalne receptorje v vohalnih čutilnih celicah 

 

Vsak vohalni receptorski nevron izrazi enega do nekaj receptorskih genov (Nagai s sod., 

1993; Malnic s sod, 1999; Korsching, 2001). Pri cebricah nekateri vohalni receptorski 

nevroni izrazijo nekaj receptorskih genov, ki ponavadi pripadajo isti poddružini, medtem 

ko ostali izrazijo en receptorski gen (Sato s sod., 2007). Vohalni receptorski nevroni, ki 

izrazijo določen gen za receptorsko beljakovino, so razpršeni po celotnem vohalnem 

epitelu somiča (Nagai s sod., 1993). V vohalni rozeti cebric so vohalni receptorski nevroni, 

ki konvergirajo v isti glumerul v enakomernimi presledkih naključno razporejeni po 

celotnem vohalnem epitelu (Baier s sod., 1994). Pri sesalcih vsi aksoni receptorskih celic z 

istim receptorjem konvergirajo v iste glumerule (Mombaerts s sod., 1996). Podobno pri 

cebricah aksoni receptorskih nevronov, ki izrazijo gene receptorjev iz iste poddružine 

konvergirajo v prostorsko določen skupek glumerulov, čeprav je potrebno odnos en 

receptor - en glumerul še dokazati (Sato s sod., 2007). Odzivnost posameznega glomerula 

je na ta način povezana z lastnostmi receptorske molekule, ki jo izrazijo vohalne čutilne 

celice (Friedrich in Korsching, 1997; Korsching 2001). Razen tega pri sesalcih aksoni 

celic, ki izrazijo homologne gene za receptorske molekule, segajo v blizu skupaj ležeče 

različne glomerule (Tsuboi s sod. 1999). Majhna razlika v receptorju se prevede v majhno 

razliko v položaju ustreznega glumerula (Korsching, 2001). Zato kemično podobne snovi 

izzovejo podobne glumerularne vzorce aktivnosti (Korsching, 2001). 



Vučnik M. Vohalno razlikovanje zmesi aminokislin pri cebricah (Danio rerio). 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2008 
 

8

Vohalna transdukcija 

 

Vohalni receptorji vežejo vohalne dražljaje, se ob tem aktivirajo in preko G-proteina 

sprožijo vohalno transdukcijsko kaskado. Vohalna transdukcija signala poteka preko IP3 ali 

cAMP. Aminokisline pri cebricah sprožijo drugačno transdukcijo pot kot žolčne soli (Ma 

in Michel, 1998; Michel, 1999). Draženje z aminokislinami vpliva na sintezo IP3 (Ma in 

Michel, 1998), draženje z žolčnimi solmi pa na sintezo cAMP (Michel, 1999). Ionskih 

tokovi v vohalnih čutilnih celicah cebric imajo podobne elektrofiziološke lastnosti kot pri 

ostalih vretenčarjih (Corotto s sod., 1996). 

 

Občutljivost in specifičnost vohalnih receptorjev 

 

Ribe lahko zaznavajo zelo nizke koncentracije kemičnih snovi v okolju (Caprio, 1978; 

Caprio in Byrd, 1984; Michel in Lubomudrov, 1995). Rezultati merjenja EOG odziva na 

vohalnem organu cebric so pokazali, da draženje z žolčnimi solmi povzroči večji odziv kot 

draženje z aminokislinami (Michel in Lubomudrov, 1995). Vzdražnostni prag zaznave 

aminokislin določen z merjenjem EOG je pri cebricah (Michel in Lubomudrov, 1995) med 

10-7 in 10-9 M, podobno kot pri ameriškem somiču in drugih ribah (Caprio, 1978; Hara, 

1992). Po učinkovitosti si sledijo nevtralne aminokisline> bazične aminokisline> kisle 

aminokisline> iminokisline (Michel in Lubomudrov, 1995). Amplituda EOG odziva na 

aminokisline eksponencialno narašča z logaritemskim povečanjem koncentracije dražljaja 

od vzdražnostnega praga do koncentracije 10-2 M (Caprio, 1978). Značilen širok in 

dinamičen razpon odziva vohalnega organa na aminokisline, ki obsega 6-7 logaritemskih 

enot, je lahko posledica vezave aminokislin na več različnih receptorjev z različnimi 

vezavnimi afinitetami (Hara, 1992) oziroma posledica rekrutiranja vohalnih čutilnih celic z 

različnimi vzdražnostnimi pragi za isto testno snov. 

 

Elektrofiziološke raziskave so dokazale obstoj relativno neodvisnih L-α aminokislinskih 

receptorskih mest ali različnih tipov receptorjev za kisle, bazične in nevtralne aminokisline 

s kratko stransko verigo in nevtralne aminokisline z dolgo stransko verigo (Caprio in Byrd, 

1984; Kang in Caprio, 1991; Laberge in Hara, 2004). Razen tega obstajajo znotraj vsake 
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od skupin nevtralnih aminokislin vsaj še štiri različna receptorska mesta s prekrivajočimi 

specifičnostmi (Caprio in Byrd, 1984; Kang in Caprio, 1991) in pri somičih več kot eno 

receptorsko mesto za posamezne kisle in bazične aminokisline, medtem ko pri postrvih 

rezultati kažejo na prisotnost enega receptorskega mesta za bazične aminokisline (Kang in 

Caprio, 1991; Laberge in Hara, 2004). Nedavne elektrofiziološke raziskave na ameriških 

somičih so potrdile obstoj specifičnih vohalnih receptorskih nevronov za nevtralne 

aminokisline z dolgimi, nevtralne aminokisline s kratkimi stranskimi verigami, kisle in 

bazične aminokisline (Nikonov in Caprio, 2007). Razen tega se večina vohalnih 

receptorskih nevronov, ki se odzivajo samo na nevtralne aminokisline z dolgo stransko 

verigo odziva predvsem na aminokisline z dolgo linearno stransko verigo ali na tiste z 

razvejano stransko verigo, s povečanjem koncentracije pa se začnejo odzivat na obe 

skupini. Rezultati kažejo tudi na obstoj specifičnih nevronov za posamezne nevtralne 

aminokisline s kratkimi stranskimi verigami in za posamezne bazične aminokisline 

(Nikonov in Caprio, 2007).  

 

Raziskave vohalnega razlikovanja aminokislin pri ameriških in kanalskih somičih so 

pokazale, da ti razlikujejo večino aminokislin (Valentinčič in Caprio, 1994; Valentinčič s 

sod., 1994; 2000a). Somiči bolje razlikujejo med aminokislinami z različnimi lastnostmi, 

se pravi med bazičnimi, kislimi, nevtralnimi z dolgimi stanskimi verigami in nevtralnimi 

aminokislinami s kratkimi stranskimi verigami. Vedenjske raziskave so potrdile obstoj 

relativno neodvisnih L-α aminokislinskih receptorskih mest za imino kislino (L-prolin), 

bazične aminokisline (L-arginin, L-lizin), nevtralne aminokisline z razvejano stransko 

verigo (L-izoleucin, L-valin), nevtralne aminokisline dolgo in ravno stransko verigo (L-

norleucin, L-norvalin, L-metionin), nevtralne aminokisline z dolgo in razvejano stransko 

verigo (L-leucin) in nevtralne aminokisline s kratko stransko verigo (L-alanin, L-serin, L-

glicin) (Valentinčič s sod., 2000a). V nekaterih primerih verjetno obstajajo različna, a 

delno prekrivajoča receptorska mesta znotraj posameznega razreda aminokislin, kot na 

primer za nevtralne aminokisline s kratko stransko verigo, čeprav v nekaterih primerih 

somiči ne razlikujejo aminokislin L-alanin od L-serina in L-glicina (Valentinčič s sod., 

2000a). Ameriški somiči ne razlikujejo L-izolevcina in L-valina, dveh aminokislin z 

nepolarno razvejano stransko verigo. (Valentinčič s sod., 2000a). Podobno kot somiči, 
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razlikujejo aminokisline tudi cebrice, ki prav tako ne razlikujejo L-izolevcina od L-valina 

in tudi L-tirozina od L-fenilalanina (Valentinčič s sod., 2005). 

 

KODIRANJE VOHALNIH DRAŽLJAJEV V GLUMERULARNI PLASTI 

VOHALNEGA BULBUSA  

 

Draženje vohalnega epitela cebric z različnimi kemičnimi snovmi aktivira različne dele 

vohalnega bulbusa, torej so podregije vohalnega bulbusa funkcionalno specializirane 

(Friedrich in Korsching, 1997, 1998). Takšna prostorska razporeditev vzorcev aktivnosti se 

pri cebricah vzpostavi že med začetkom razvoja vohalnega bulbusa, ko glumeruli še niso 

izoblikovani in se ohrani med rastjo in razvojem nevronskih mrež vse do odrasle živali (Li 

s sod., 2005). Aminokisline aktivirajo glomerule na ventro-lateralnem delu bulbusa, žolčne 

soli glomerule na medialnem delu, nukleotidi glomerule na lateralno-posteriornem delu in 

feromoni na ventralno-posteriornem delu bulbusa cebric (Friedrich in Korsching, 1997, 

1998). Rezultati optičnega slikanja na cebricah se kljub nekaterim razlikam v splošnem 

ujemajo z rezultati elektrofizioloških raziskav na somičih in postrvih, ki so prav tako 

pokazali, da različne kemijske snovi aktivirajo funkcionalno specializirane regije v 

vohalnem bulbusu (Nikonov in Caprio, 2001; Laberge in Hara, 2004). 

 

Navadne vonjave (aminokisline, žolčne soli, nukleotidi) izzovejo prekrivajoče, a 

specifične, vzorce aktivnosti, ki vključujejo številne glumerule (Friedrich in Korsching, 

1997, 1998; Fuss in Korsching, 2001). Tako so sestavljeni kombinirani vzorci aktivnosti 

dovolj različni, da omogočajo razlikovanje zelo podobnimi molekulami (Friedrich in 

Korsching, 1997, 1998, Fuss in Korsching, 2001). Feromoni, ki so enkratne snovi, različne 

od običajnih metabolnih produktov, aktivirajo posamezne glomerule in niso predstavljeni 

kombinatorno (Friedrich in Korsching, 1998; Korsching, 2001). Kapaciteta kodiranja je pri 

feromonih omejena s številom glumerulov, teoretično pa ne potrebuje nadaljnjega 

procesiranja (Friedrich in Korsching, 1998). Splošne značilnosti vzorcev glumerularne 

aktivnosti, ki jih izzove isti dražljaj, so med posamezniki približno enake (Friedrich in 

Korsching, 1997, 1998).  
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Aminokisline so naravne vonjave, ki sprožijo aktivnost v ventro-lateralnem delu vohalnega 

bulbusa (Friedrich in Korsching, 1997, 1998; Fuss in Korsching, 2001). Za aktivacijo 

glomerulov na delu bulbusa, ki se odziva na aminokisline, so potrebne karboksilna 

skupina, α-amino skupina in L-konformacija molekule (Friedrich in Korsching, 1997; Fuss 

in Korsching, 2001). Vsaka aminokislina izzove edinstven vzorec glumerularne aktivnosti 

(Friedrich in Korsching, 1997). Aminokisline z daljšo stransko verigo aktivirajo večje 

število glumerulov. Učinkovite so tudi aminokisline, ki jih v naravi ne najdemo (Fuss in 

Korsching, 2001; Lipschitz in Michel, 1999). Na vzorec aktivnosti glomerulov vpliva tudi 

koncentracija raztopine aminokislin, saj je pri višjih koncentracijah aktivirajo tudi 

receptorji z nižjo afiniteto, kar pomeni več aktivnih glumerulov (Friedrich in Korsching, 

1997; Fuss in Korsching, 2001). Posamezne glumerule aktivira več različnih aminokislin, 

zato ti sodelujejo v različnih vzorcih aktivnosti (Friedrich in Korsching, 1997; Fuss in 

Korsching, 2001). Vzorci glomerularne aktivnosti, ki jih povzročijo strukturno podobne 

aminokisline, so si bolj podobni kot vzorci, ki jih povzročijo strukturno različne 

aminokisline (Friedrich in Korsching, 1997). Tako naj bi aminokislinski dražljaji spadali 

vsaj v štiri skupine s skupnimi molekularnimi značilnostmi, ki se kažejo v glumerularnih 

vzorcih aktivnosti (Friedrich in Korsching, 1997). Te skupine so nevtralne aminokisline s 

kratkimi verigami, bazične aminokisline, nevtralne aminokisline z dolgimi nepolarnimi 

verigami in kisle aminokisline (Friedrich in Korsching, 1997). Glede na rezultate 

navzkrižne adaptacije vohalnega organa ameriških somičev so razvrstili aminokisline v 

praktično enake skupine (Caprio in Byrd 1984). Tako naj bi vzorci aktivnosti med drugim 

odražali tudi vezavne lastnosti vohalnih receptorjev (Friedrich in Korsching, 1997). To 

predstavlja kemotopični nivo kodiranja vonjav (Friedrich in Korsching, 1997). Podobni 

kemotopični vzorci podobnih molekul omogočajo lateralno inhibicijo, saj so ti glomeruli 

blizu skupaj (Friedrich in Korsching, 1997, 1998). 

 

DOGODKI V VOHALNEM BULBUSU 

 

Tako kot vohalni receptorski nevroni se tudi mitralne celice odzivajo na več vohalnih 

dražljajev (Friedrich in Lauent, 2001, 2004; Friedrich s sod., 2004). Tudi na nivoju 

mitralnih celic je informacija o dražljaju predstavljena kombinatorno - z vzorci aktivnosti 
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skupin nevronov (Friedrich in Lauent, 2004). Medtem ko je za vohalne receptorske 

nevrone značilna stereotipna fazično tonična modulacija intenzitete odziva na dražljaje, ki 

se med draženjem ne spreminja, izzovejo vohalni dražljaji v mitralnih celicah časovno 

strukturirano aktivnost (Friedrich in Lauent, 2001, 2004; Friedrich s sod., 2004). Mitralne 

celice cebric se na draženje odzivajo s kompleksnimi časovno odvisnimi vzorci aktivnosti, 

ki so značilni za posamezne vonjave  in so pogosto sestavljeni iz zaporednih faz ekscitacije 

in inhibicije mitralnih celic (Friedrich in Lauent, 2001, 2004; Friedrich s sod., 2004). Pri 

raziskavi elektrofizioloških odzivov mitralnih celic ameriških somičev niso zaznali 

spreminjanja aktivnosti v času draženja s posamezno aminokislino (Nikonov in Caprio, 

2004). Vzorec aktivnosti mitralnih celic cebric se med draženjem spreminja več sto 

milisekund od začetka draženja (Friedrich in Lauent, 2001, 2004; Friedrich s sod., 2004). 

Razen tega izzovejo vohalni dražljaji lokalne oscilacije napetosti, ki se v obliki valovanja 

širijo preko vohalnega bulbusa (Friedrich in Lauent, 2001, 2004; Friedrich s sod., 2004). 

Ker hitrost in smer valovanja nista odvisna od dražljaja, samo valovanje ne vsebuje 

informacije o vohalnem dražljaju. Možno je, da zagotavlja valovaje periodično uro za 

sinhronizacijo mitralnih celic (Friedrich in Lauent, 2004). Od vohalnega dražljaja je 

odvisno, katere mitralne celice se sinhronizirajo in katere ne (Friedrich in Lauent, 2001, 

2004; Friedrich s sod., 2004). Vzorci sinhroniziranih aktivnosti, ki jih izzovejo strukturno 

podobne aminokisline, si s časom postanejo podobni, a različni od ostalih skupin (Friedrich 

in Lauent, 2001, 2004). Skupine aminokislin, ki so jih določili na ta način, so podobne kot 

tiste, ki so jih določili glede na rezultate navzkrižne adaptacije vohalnega organa ameriških 

somičev in v raziskavah glumerularne aktivnosti v vohalnem bulbusu cebric (Caprio in 

Byrd 1984, Friedrich in Korsching, 1997). Razlike med vzorci nesinhroniziranih akcijskih 

potencialov in skupnimi vzorci vseh akcijskih potencialov, ki jih izzovejo strukturno 

podobne aminokisline, se povečajo in vzorci postanejo bolj specifični, zato verjetno 

prenašajo informacijo o identiteti aminokisline (Friedrich in Lauent, 2001, 2004). 

Pomembna redistribucija aktivnosti preko populacije mitralnih celic. Na ta način začetno 

podobni vzorci aktivnosti, ki sledijo odzivu vohalnih receptorskih nevronov, postanejo 

zaradi lateralne inhibicije bolj specifični (Friedrich in Lauent, 2001, Friedrich s sod., 

2004).  

 



Vučnik M. Vohalno razlikovanje zmesi aminokislin pri cebricah (Danio rerio). 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2008 
 

13

ZAZNAVANJE ZMESI AMINOKISLIN 

 

Vohalni dražljaji v naravnem okolju so ponavadi zmesi vohalnih dražljajev. Mnoge 

raziskave so poročale, da ob odzivu na zmesi pride do supresije oziroma pojačanja, zaradi 

česar naj bi bil odziv na zmesi nenapovedljiv tudi, če so odzivi na posamezne komponente 

poznani (citirano po Kang in Caprio, 1997). Elektrofiziološke raziskave na ameriških 

somičih so pokazale, da je odziv na zmesi predvidljiv ob upoštevanju relativne 

neodvisnosti receptorskih mest za posamezne komponente zmesi (Caprio s sod., 1989; 

Kang in Caprio, 1991). Zmesi aminokislin, ki se vežejo na relativno neodvisna receptorska 

mesta, povzročijo večji elektrofiziološki odziv kot posamezne komponente zmesi (Caprio s 

sod., 1989; Kang in Caprio, 1991). Različne komponente zmesi lahko sočasno aktivirajo 

več različnih receptorskih mest (Caprio s sod., 1989; Kang in Caprio, 1991). Kadar se 

komponente zmesi vežejo na iste tipe receptorskih mest, je elektrofiziološki odziv na zmes 

manjši od seštevka odzivov na komponente zmesi (Caprio s sod., 1989; Kang in Caprio, 

1991). Verjetna razlaga opažene supresije je, da se komponente zmesi z različnimi 

afinitetami kompetativno vežejo na iste receptorje (Caprio s sod., 1989; Kang in Caprio, 

1991). Rezultati glumerularnih vzorcev aktivnosti v vohalnem bulbusu cebric so pokazali, 

da so v perifernem vohalnem sistemu odzivi na preproste binarne in kompleksne zmesi 

vonjav predvidljivi glede na odzive na posamezne komponente zmesi in so interakcije med 

komponentami zmesi redke ali zanemarljive (Tabor s sod., 2004). Posamezni elementi 

vzorca glumerularne aktivnosti, ki jih izzove zmes aminokislin, so aktivni tudi v odzivu na 

vsaj eno od komponent zmesi (Tabor s sod., 2004). Podobno je tudi večina 

elektrofizioloških odzivov posameznih receptorskih nevronov ameriških somičev na 

binarno zmes aminokislin podobna odzivu na vsaj eno komponento zmesi, čeprav so v 

nekaterih primerih opazili prisotnost interakcij med komponentami zmesi (Kang in Caprio, 

1997). Tudi odziv posamezne mitralne celice na binarno zmes aminokislin je pri cebricah 

in somičih podoben odzivu na vsaj eno komponento zmesi, a so pri obeh opazili določene 

interakcije med komponentami zmesi (Kang in Caprio, 1991; Tabor s sod., 2004). Medtem 

ko je vzorec aktivnosti mitralnih celic cebric pri odzivu na binarne zmesi aminokislin 

podoben odzivoma obeh komponent zmesi in tako še vsebuje informacije o posameznih 

komponentah, pa vzorec aktivnosti mitralnih celic pri odzivu na kompleksne zmesi vsebuje 
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nove značilnosti (Tabor s sod., 2004). V predstavitvah zmesi se tako informacije o 

komponentah zmesi zmanjšujejo z večanjem števila komponent v zmesi (Tabor s sod., 

2004).  

 

Vedenjske raziskave na ljudeh in somičih so pokazale, da ti v preprostih zmeseh zaznavajo 

posamezne komponente zmesi in je zaznava odvisna od učinkovitosti komponent v zmesi 

(Laing in Willcox, 1983; Valentinčič s sod., 2000b). Ljudje binarno zmes vonjav zaznajo 

kot njeno učinkovitejšo komponento (Laing in Willcox, 1983), prepoznavanje posameznih 

komponent v zmesi pa postane nemogoče, ko število komponent preseže 3-4 (Laing in 

Glemarec, 1992; Livermore in Laing, 1996). Somiči prav tako prvotno zaznavajo binarne 

in ternarne zmesi aminokislin kot najučinkovitejšo (večja amplituda EOG) komponento in 

je od nje ne razlikujejo (Valentinčič s sod., 2000b; Valentinčič, 2005). Od zmesi pa 

razlikujejo manj dražeče komponente binarnih in ternarnih zmesi in ostale aminokisline. 

Razlikovanje med vonjavami pri ribah se lahko izboljša s pomočjo razlikovalnega treninga 

(Valentinčič s sod., 2000a). Z razlikovalnim treningom ribe v zmesi zaznajo razlike, ki jih 

povzročajo manj učinkovite komponente zmesi in začnejo razlikovati zmes od najbolj 

učinkovite sestavine zmesi. Binarno zmes enako učinkovitih aminokislin somiči zaznajo 

enkrat kot eno, drugič kot drugo komponento (Valentinčič s sod., 2000b). Ljudje v binarni 

zmesi, v kateri sta obe sestavini enako učinkoviti, zaznajo obe sestavini (Laing in Willcox, 

1983). Po drugi strani pa zmesi, sestavljene iz več kot petih (ljudje; Laing in Livermore, 

1992,) oziroma šestih (somiči) zaznavajo kot nove kvalitete (Valentinčič s sod. 2000; 

Valentinčič, 2005). V njih ločeno ne zaznavajo bolj učinkovite komponente zmesi. 

Razlikujejo pa lahko zmes 7 aminokislin od zmesi 6 enakih aminokislin. Razlike med 

zmesjo iz 12 aminokislin in zmesjo iz 11 aminokislin pa so premajhne za uspešno 

razlikovanje (Valentinčič s sod 2004; Valentinčič, 2005).  
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MATERIAL IN METODE DELA 

 

POSKUSNE ŽIVALI 

 
Poskuse smo izvajali na cebricah (Danio rerio), ki smo jih vzgojili v akvariju Oddelka za 

biologijo Univerze v Ljubljani ali pa smo jih kupili v akvaristični trgovini v Ljubljana. 

Pred poskusi so bile cebrice v 30 litrskih akvarijih, zaraščenih z javanskim mahom 

(Vesicularia dubyana), hranili smo jih s hrano v lističih ter z zmrznjenimi ličinkami 

komarjev. Med poskusi so bile cebrice v 10 litrskih akvarijih. Pred začetkom poskusov 

smo akvarije očistili, na dno nanesli približno 1 cm peska in jih napolnili z deklorirano 

vodo. Nato smo v vsak akvarij prenesli naključno izbrano ribo. Zaradi stiropornih plošč 

med akvariji se cebrice v ločenih akvariji niso videle med seboj. Poskuse smo izvajali v 

zaprtem 2000 litrskem krožnem sistemu, ki ga sestavljajo zbirni rezervoarji (~1400 litrov 

vode), filter (~500 litrov) in petindvajset akvarijev (27x18x20cm). Temperatura vode je 

bila med 21° in 26°C. Akvariji so bili dnevno osvetljeni 16 ur. Cebrice v poskusih smo 

hranili z narezanimi rdečimi ličinkami komarjev proizvajalca Birds Paradise izključno med 

pogojevanjem.  

 

DRAŽLJAJI 

 

V poskusih smo uporabljali aminokisline L-alanin (L-Ala), L-prolin (L-Pro) L-izoleucin 

(L-Ile), L-leucin (L-Leu) proizvajalca Fluka Chemie (Buchs, Švica), L-arginin hidroklorid 

(L-Arg HCI), L-serin (L-Ser), L-valin (L- Val), L-norvalin (L-nVal), L-histidin (L-His), L-

cistein (L-Cys) proizvajalca Sigma Chemical Co. (St. Louis, ZDA) in L-lizin hidroklorid 

(L-Lys HCI) proizvajalca BDH Chemicals (Poole, Velika Britanija). Ker so hidrokloridi 

bazičnih aminokislin bolje topni v vodi kot bazične aminokisline in ker se pri višjih 

koncentracijah raztopin pH hidrokloridov ne spreminja, smo namesto čistih bazičnih 

aminokislin uporabljali njihove hidrokloride.  
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Aminokisline smo stehtali na elektronski tehtnici (Železniki, Slovenija) v 10 ml 

polistirenskih posodicah za enkratno uporabo (VWR International; Bridgeport, ZDA). 

Raztopine aminokislin smo tik pred poskusom pripravili v 50 ml akvarijske vode. 

Koncentracije v treh binarnih zmeseh L-Ala in L-Arg so bile določene glede na fiziološko 

(amplituda EOG) učinkovitost komponent zmesi (Michel in Lubomudrov, 1995):  

učinkovitejša komponenta zmesi L-Ala - pogojna zmes: 

koncentracija L-Ala 2×10-2 M 

koncentracija L-Arg 10-3 M 

učinkovitejša komponenta zmesi L-Arg 

koncentracija L-Ala 10-4 M 

koncentracija L-Arg 3×10-2 M  

komponenti zmesi enako učinkoviti  

koncentracija L-Ala 10-4 M 

koncentracija L-Arg 10-3 M  

Koncentracije testnih aminokislin so bile 3×10-3 M. V zmesi L-Ala in L-Pro sta bili 

koncentraciji obeh 10-1 M. V okušalnih testih smo uporabili aminokisline L-Ala, L-Arg, L-

Pro, L-Ser, L-Val, L-Leu, L-Ile in L-Cys v koncentraciji 10-1 M.     

 

Raztopine aminokislin smo injicirali v akvarije s pomočjo hidravličnega sistema brizgalk 

pripetih na 4-5 m dolge plastične cevke. V gumijaste nastavke na koncu cevk smo 

namestili Pasteurjeve pipete in jih napolnili s podtlakom, ki smo ga ustvarili v injekcijski 

brizgi na koncu povezovalnih cevk. Konice pipet smo namestili v dovodne cevke, skozi 

katere je na sredino vodne površine vsakega akvarija dotekala voda iz filtra. Ker smo v 

razmeroma velik dotok vode dodali samo 1 ml raztopine aminokisline, riba ni mogla 

opaziti mehanske spremembe dotoka v akvarij.  

Razširjanje dražljaja po akvariju smo opazovali z vbrizganjem mleka v akvarije. Ker 

cebrice plavajo zelo hitro in so videle mlečno suspenzijo, so zaplavale vanjo v manj kot 5 

sekundah. Vidni mlečni oblak je dosegel dno akvarija v približno 5 sekundah in stranice 

akvarija v manj kot 30 sekundah. Podane koncentracije veljajo za koncentracijo raztopine 

pred vbrizganjem v akvarij. Raziskave so pokazale (Valentinčič in Caprio, 1994b), da je 

10-30 sekund po vbrizganju koncentracija vbrizgane raztopine v 80 litrskih akvarijih v 
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središču vrtinčka (eddy) 300-3000 krat nižja kot koncentracija te raztopine pred 

vbrizganjem v akvarij. Ker smo naše poskuse na cebricah opravljali v manjših 10 litrskih 

akvarijih s pretočno vodo namesto zračenja, smo izmerili razporeditev dražljajev in njihove 

koncentracije v naših poskusnih pogojih. Na različnih globinah in razdaljah od mesta 

vbrizganja dražljaja smo z ogljikovo redox elektrodo merili koncentracije dopamina. V 

akvarij smo vbrizgali 1 ml 3×10-2 M dopamina. Približno 4 sekunde po vbrizganju je bila 

koncentracija dopamina na dnu akvarija pod mestom dotoka dražljaja 60 do 1500 krat nižja 

od vbrizgane. Vrtinček je ponavadi prešel elektrodo v manj kot ~5 sekundah. Deset 

centimetrov proti koncem akvarija je bila koncentracija dopamina 400 do 1500 krat nižja 

od vbrizgane. Vrtinčki so dosegli obe strani akvarija ~6 sekund po vbrizganju. Končni 

faktor redčenja po dodatku raztopine aminokisline v akvarij je bil 10000x. Voda se je v 

akvarijih zamenjala v približno treh urah, s pretokom vode skozi filter pa je koncentracija 

aminokisline upadla na koncentracijo ozadja, ki je za različne aminokisline med 10-9 do 10-

7 M (Michel in Lubomudrov, 1995).  

 

Steklovino, ki smo jo potrebovali pri pripravi in vbrizgavanju raztopin aminokislin, smo 

pred uporabo spirali 5x po 2 minuti z vročo vodo in 5x po 2 minuti z vodo iz akvarijskega 

sistema. Čistost steklovine smo potrdili tako, da po vbrizganju akvarijske vode ribe niso 

povečale aktivnosti. Da bi preprečili nalaganje vodnega kamna in razvoj bakterij na stenah 

pipet, smo vsakih nekaj poskusov steklovino oprali z detergentom Kemex (Kemika; 

Zagreb, Hrvaška). 

 

POTEK POSKUSOV 

 
Poskuse smo opravili na petnajstih cebricah. Cebrice smo pogojili na zmes L-Ala in L-Arg 

tako, da smo jih 90 sekund po vbrizganju pogojne zmesi v akvarij nagradili s hrano. Da ne 

bi cebric navadili na stalno hranilno mesto, smo mesto dajanja nagrade med poskusi 

menjali. Vse poskuse, razen pogojevanja, smo posneli z digitalno kamero DM-MV1E 

(Canon, Japonska). Med snemanjem je bila kamera oddaljena najmanj 2,5 m od testnega 

akvarija, med snemanjem z roke pa manj kot 0,5 m od testnega akvarija. Aktivnost cebric 

smo beležili s štetjem obratov večjih od 90 stopinj. Posamezno ponovitev dražljaja smo 
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vedno izvedli na vseh ribah in smo šele nato nadaljevali z naslednjim dražljajem. Med 

zaporednimi pogojevanji je preteklo >30 minut med zaporednimi testi pa >50 minut. 

Pogojevanja smo ponavljali dokler se ribe niso redno odzivale na pogojno zmes. Vsakih 

deset pogojevanj smo v akvarij vbrizgali raztopino primerjalne aminokisline, ki ji ni sledila 

nagrada. V ta namen smo uporabili 3×10-3 L-Pro. S testiranjem smo pričeli po 30 

pogojevanjih.  

 

Dvakrat smo testirali razlikovanje pogojne binarne zmesi aminokislin od desetih raztopin 

posameznih aminokislin. Testne aminokisline so bile L-Ala, L-Arg, L-Ser, L-Val, L-nVal, 

L-Lys, L-Leu, L-Pro, L-His, in L-Ile. Ker je bil odziv na aminokislini L-Ser in L-Ala višji 

od ostalih testiranih aminokislin, smo ju v drugi seriji dovajali med dvema pogojnima 

dražljajema. S tem smo ribam omogočili, da so zaporedoma primerjale pogojni in 

nepogojni dražljaj. Ker cebrice tudi v drugi seriji niso razlikovale L-Ala in pogojne zmesi 

smo nadaljevali z razlikovalnim treningom. Skupno smo 17 krat dražili z L-Ala med 

dvema pogojnima dražljajema. Nato smo testirali še razlikovanje pogojne zmesi od dveh 

binarnih zmesi z istima komponentama kot v pogojni zmesi. V eni testni zmesi smo kot 

učinkovitejšo komponento zmesi določili L-Arg, ki je v pogojni zmesi manj učinkovita 

komponenta. V drugi testni zmesi sta bili obe komponenti enako učinkoviti glede na EOG. 

Na koncu smo še tretjič testirali razlikovanje aminokislin od pogojne binarne zmesi. 

 

Da bi preverili okušalne odzive na pogojno zmes (vbrizgana koncentracija: 2x10-2M L-Ala 

in 10-3M L-Arg), na zmes M L-Ala in L-Pro (vbrizgani koncentraciji: 10-1 M) in odziv na 

L-Arg (vbrizgana koncentracija 10-1 M) smo večkrat posneli odzive 7 največjih cebric od 

blizu. Posnetke smo s pomočjo programa Windows movie maker pregledali po posameznih 

slikah. Poiskali in prešteli smo primere, ko je cebrica šavsnila vodo (odprta usta). Pri 

odzivih na L-Arg smo opazili, da so cebrice v večji meri in intenzivneje kot običajno 

pobirale alge na dnu. Da bi preverili ali se cebrice na draženje z L-Arg odzovejo tudi z 

večjim številom obratov med plavanjem, smo odzive na pogojni dražljaj primerjali z odzivi 

na L-Arg. Testirali smo še odzive na draženje z L-Arg 60, 30 in 20 minut po draženju z 

zmesjo L-Ala in L-Pro in 20 minut po draženju z raztopino L-Ala in raztopino L-Pro. 

Vbrizganje naslednjega dražljaja 20 do 30 minut po vbrizganju prejšnjega dražljaja bi 

povzročilo nastanek zmesi obeh dražljajev v akvariju. V nadaljevanju smo posneli od blizu 
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odzive po vbrizganju šestih 10-1 M aminokislin: L-Ala, L-Cys, L-Ser, L-Val, L-Leu in L-

Ile. Draženje poteka s kontaktnimi koncentracijami aminokislin, ki so 60-1500 krat nižje 

kot vbrizgane koncentracije. 

 

Pri štetju primerov, ko je imela cebrica po draženju z 10-1 M aminokislinami odprta usta, so 

bili rezultati nezanesljivi. Odprta usta cebric smo ujeli večinoma med grizenjem po tleh, po 

stenah akvarija in po površini vode. Ker so cebrice majhne in izredno hitre ribe je bilo 

število primerov, ko smo ujeli cebrico z odprtimi usti zelo odvisno od hitrosti plavanja in 

položaja ribe v akvariju. Pri grizenju po tleh se usta cebrice dostikrat niso videla in smo 

zato našteli manj primerov odprtih ust. Prav tako nismo mogli zanesljivo prešteti primerov 

odprtih ust med hitrim plavanjem po akvariju. Največ odprtih ust smo našteli kadar je 

cebrica plavala pred sprednjo steno akvarija ali pa je grizla po površini. Zaradi 

nezanesljivosti rezultatov nismo vključili med rezultate in diskusijo.  

 

OVREDNOTENJE IN PRIKAZ REZULTATOV 

 
Vedenjski odziv rib na vohalne dražljaje smo ocenili s štetjem obratov večjih od 90 stopinj 

v času 90 sekund po vbrizganju dražljaja. Rezultate smo predstavili z mediano in 

interkvartilnim razponom števila obratov. Če smo testno aminokislino dovajali med dvema 

pogojnima dražljajema smo odziv nanjo primerjali z vsakim od sosednjih pogojnih 

dražljajev. Pri razlikovalnem treningu smo odziv na testni in pogojni dražljaj primerjali 

tudi za vsako ribo posebej. Izračunali smo mediano in interkvartilni razpon obratov za vse 

testne in pogojne dražljaje med razlikovalnim treningom pri isti ribi. Statistično razliko 

med številom obratov na pogojno in testno zmes smo ovrednotili z Wicoxonovim testom 

predznačenih rangov, ki je neparametričen dvosmeren statistični test. Za risanje 

histogramov smo uporabili program SigmaPlot. 

 

Med poskusi so tri cebrice skočile iz akvarijev, ribo številka 13 smo zamenjali na začetku 

in ribo številka 8 na koncu prve serije testiranj. Zamenjano ribo smo upoštevali v 

rezultatih, saj ni bistveno vlivala na razliko v mediani (razlika ± 1 obrat). Ribo številka 9 

smo izgubili na začetku tretje serije testiranj, delo smo nadaljevali s 14 cebricami. 
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REZULTATI 

POGOJEVANJE 

 

Testi spontane aktivnosti, ko v akvarij nismo vbrizgali dražljajev, kažejo na veliko 

aktivnost neizkušenih cebric (sl. 2). Razlika med medianami števila obratov med spontano 

aktivnostjo in medianami po draženju s pogojno zmesjo je velika od prvega testa dalje. V 

prvih desetih pogojevanjih so bile mediane pogojnih odzivov med 54 in 70 obratov, 

mediane spontanega plavanja in odziva na vodno kontrolo pa med 25 in 39. Interkvartilni 

razponi pogojnega odziva, spontane aktivnosti in kontrolne aktivnosti so se pogosto 

prekrivali. Število obratov med spontano aktivnostjo in draženjem s pogojno zmesjo se je 

med posameznimi cebricami precej razlikovalo. Odziv posamezne ribe na pogojni dražljaj 

je bil v prvih desetih ponovitvah večinoma bolj ali manj večji od kontrolne aktivnosti, 

vendar je nihal iz ene ponovitve v drugo in bil v nekaterih primerih celo nižji od kontrole. 

V naslednjih ponovitvah pogojnega dražljaja se je mediana pogojnega odziva povečala na 

59 do 70 obratov medtem, ko se je mediana kontrole ustalila med 26 in 30 obrati. 

Interkvartilni razponi pogojnega odziva in kontrole se niso prekrivali. Pri  nekaterih 

cebricah se je odziv na pogojni dražljaj med pogojevanjem nekoliko povečal, pri večini 

cebric pa se je ustalil pri vrednostih, ki so bile vsaj 1,5 krat večje od kontrolne aktivnosti. 

Pri nekaterih cebricah je bila razlika med kontrolno aktivnostjo in odzivi na pogojni 

dražljaj visoka že od prvih primerjavah. Po deseti in dvajseti ponovitvi pogojnega dražljaja 

smo v akvarij vbrizgali raztopino primerjalne aminokisline - 3×10-3 L-Pro, ki ji ni sledila 

nagrada. Cebrice so že po desetih pogojevanjih bolj odzivale na pogojno zmes kot na 

nepogojeno aminokislino, saj je bila mediana števila obratov med odzivom na nepogojeno 

aminokislino približno dvakrat manjša kot med odzivom na pogojni dražljaj. Ta razlika je 

bila značilna. 
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TESTIRANJE RAZLIKOVANJA AMINOKISLIN IN ZMESI AMINOKISLIN OD 

POGOJNE ZMESI 

 

V prvi seriji testiranja razlikovanja desetih aminokislin od pogojne zmesi so bili vsi testni 

odzivi, razen odziva na L-Ala, značilno manjši od odziva na pogojni dražljaj. Pri osmih od 

deset testiranih aminokislin so bili zgornji kvartili aktivnosti nižji od mediane pogojnega 

dražljaja. Odziv na aminokislino L-Ser je bil večji od odziva na ostale aminokisline, 

vendar značilno manjši od odziva na pogojno zmes. Odziv na aminokislino L-Ala 

(učinkovitejša komponenta pogojne zmesi) se statistično ni razlikoval od odziva na 

pogojno zmes. V drugi seriji testov so cebrice na vse aminokisline razen L-Ala plavale 

značilno manj kot na pogojni dražljaj. Odziv na L-Ser ni bistveno odstopal od ostalih 

testiranih aminokislin (sl. 3). Tretjo serijo testov smo izvedli po koncu razlikovalnega 

treninga in po testiranju razlikovanja dveh binarnih zmesi sestavljenih iz istih komponent 

kot pogojna zmes v drugačnih razmerjih (sl. 4). Tudi v tretji seriji so cebrice razlikovale 

vse testirane aminokisline razen L-Ala od pogojne zmesi. Cebrice so od pogojne zmesi 

razlikovale tudi zmes L-Ala in L-Arg, v kateri je bil L-Arg učinkovitejša komponenta (sl. 

5). Po draženju z zmesjo L-Ala in L-Arg v kateri sta bili komponenti zmesi enako 

učinkoviti, so cebrice plavale značilno manj kot po draženju s pogojno zmesjo (sl. 5).  

 

RAZLIKOVALNI TRENING 

 

Pri razlikovalnem treningu smo poskušali ribe naučiti, da bi razlikovale pogojno zmes L-

Ala (bolj dražeča komponenta) in L-Arg od samega L-Ala. L-Ala smo testirali med dvema 

pogojnima dražljajema. Mediane odzivov na L-Ala so bile manjše od median pogojnih 

odzivov, interkvartilni razponi so bili veliki (sl. 6). Rezultati dveh tretjini testov so bili 

statistično značilni, ena tretjina pa ne. Prvih sedem primerjav se odzivi na pogojno zmes in 

L-Ala niso statistično razlikovali. Po sedmih primerjavah so začele cebrice razlikovati 

pogojno zmes od L-Ala. Od sedme primerjave naprej so se odzivi na pogojni dražljaj in 

odzivi na L-Ala razlikovali statistično 18 krat, 8 krat pa ne.  
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Odziv na L-Ala smo primerjali s pogojnim odzivom tudi za vsako posamezno ribo. Trinajst 

cebric je značilno razlikovalo pogojno zmes in L-Ala, dve cebrici pa bolj dražljive amino 

kisline nista razlikovali od pogojne zmesi (sl. 7). 

 

ODZIVI NA OKUŠALNE DRAŽLJAJE 

 
Odzive na draženje z <5×10-3 M L-Arg (vbrizgana koncentracija 10-1 M) smo testirali s 

štetjem obratov 60 minut po draženju z zmesjo L-Ala in L-Arg in 60 minut, 30 minut in 20 

minut po vbrizganju zmesi L-Ala in L-Pro (oba <5×10-3 M) in 20 minut po draženju dveh 

5×<10-3 M aminokislin (L-Ala in L-Pro). Odziv na zmes L-Ala in L-Arg je bil vsaj 1,5 krat 

večji, kot odziv na L-Arg (sl. 8). Po draženju z L-Arg, ki je sledilo 20 in 30 minut po 

draženju z zmesjo L-Ala in L-Pro in 20 minut po draženju z L-Pro so cebrice intenzivno 

grizle pesek na dnu akvarija. Intenzivneje so cebrice grizle pesek na dnu tudi pri draženju z 

raztopino 5×<10-3 M L-Pro. 
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Slika 2: POGOJEVANJE: Vedenjski odzivi cebric (N=15) med pogojevanjem na zmes 2×10-2 M L-Ala+10-3 

M L-Arg. Podane so vbrizgane koncentracije. Učinkovitejša sestavina zmesi je podčrtana. Odzivi na dražljaje 

so prikazani kot mediana in interkvartilni razpon obratov v posameznem testu. 
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Slika 3: PRVA IN DRUGA SERIJA TESTERANJA RAZLIKOVANJA POGOJNE ZMESI OD DESETIH 

AMINOKISLIN: Vedenjski odzivi cebric (N=15) pogojenih na zmes L-Ala+L-Arg, na raztopine testnih 

aminokislin. Podane so vbrizgane koncentracije. Odziv na pogojni dražljaj (siv črtkan stolpec) je mediana 

(polna navpična črta) in minimum in maksimum median (črtkani navpični črti) vseh pogojnih odzivov v 

posamezni seriji. Odzivi na testni dražljaj so prikazani kot mediana in interkvartilni razpon obratov v 

posameznem testu. Razlike med odzivi na pogojni in testni dražljaj smo ocenili z Wilcoxonovim testom 

predznačenih rangov. * označuje značilno razliko pri p<0,05, NS pomeni, da razlika ni statistično značilna. 
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Slika 4: DRUGA IN TRETJA SERIJA TESTERANJA RAZLIKOVANJA POGOJNE ZMESI OD 

DESETIH AMINOKISLIN: Vedenjski odzivi cebric (N=15 v seriji 2 in N=14 v seriji 3) pogojenih na zmes 

L-Ala+L-Arg, na raztopine testnih aminokislin. Podane so vbrizgane koncentracije. Statistika in oznake kot 

pri sliki 3. 



Vučnik M. Vohalno razlikovanje zmesi aminokislin pri cebricah (Danio rerio). 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2008 
 

26

Zmes L-Ala+L-Arg

Mediana in interkvartilni razpon obratov

0 20 40 60

Zmes L-Ala+L-Arg (10-4 M+10-3 M)

Pogojna zmes L-Ala+L-Arg (2×10-2 M+10-3 M)

TEST 1

TEST 2

TEST 3

Zmes L-Ala+L-Arg

Mediana in interkvartilni razpon obratov

0 20 40 60

Zmes L-Ala+L-Arg (10-4 M+3×10-2 M)

TEST 1

TEST 2

TEST 3

*

*

*

*

*

*

Pogojna 
zmes

Pogojna 
zmes

Pogojna 
zmes

Pogojna 
zmes

Pogojna 
zmes

Pogojna 
zmes

 
Slika 5: TESTERANJA RAZLIKOVANJA POGOJNE ZMESI OD DVEH BINARNIH ZMESI: Vedenjski 

odzivi cebric (N=15) pogojenih na zmes L-Ala+L-Arg, na raztopine dveh zmesi L-Ala in L-Arg (L-Ala+L-

Arg in L-Ala+L-Arg). Podane so vbrizgane koncentracije. Učinkovitejša komponenta zmesi je podčrtana. 

Odzivi na dražljaje so prikazani kot mediana in interkvartilni razpon obratov v posameznem testu. Razlike 

med odzivi na pogojni in testni dražljaj smo ocenili z Wilcoxonovim testom predznačenih rangov. * označuje 

značilno razliko pri p<0,05, NS pomeni, da razlika ni statistično značilni. 
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Slika 6: RAZLIKOVALNI TRENING : Vedenjski odzivi cebric (N=15) pogojenih na zmes L-Ala+L-Arg, na 

raztopino L-Ala. Podane so vbrizgane koncentracije. Statistika kot pri sliki 5. 
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Slika 7: RAZLIKOVALNI TRENING POSAMEZNE RIBE: Vedenjski odzivi posameznih cebric (N=15) 

pogojenih na zmes L-Ala+L-Arg, na raztopino L-Ala. Podane so vbrizgane koncentracije. Odzivi na testni 

dražljaj so prikazani kot mediana in interkvartilni razpon obratov posamezne cebrice v vseh testih. Razlike 

med odzivi na pogojni in testni dražljaj smo ocenili z Wilcoxonovim testom predznačenih rangov. * označuje 

značilno razliko pri p<0,05, NS pomeni, da razlika ni statistično značilna. 
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Slika 8: OKUŠALNI TESTI: Vedenjski odzivi cebric (N=14) pogojenih na zmes L-Ala+L-Arg na raztopine 

10-1 M L-Arg, v primerjavi z odzivi na pogojno zmes, zmes 10-1 M L-Ala+10-1 M L-Pro, 10-1 M L-Ala in 10-1 

M L-Pro. Podane so vbrizgane koncentracije. Naveden je čas med draženjem z L-Arg in drugim dražljajem 

(60, 30 ali 20 minut). Odzivi na dražljaje so prikazani kot mediana in interkvartilni razpon obratov v 

posameznem testu. 
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RAZPRAVA 

 

Raziskave voha in okusa pri ameriških somičih so pokazale, da le voh omogoča učenje in 

razlikovanje med aminokislinami (Valentinčič s sod., 1994; Valentinčič in Caprio, 1994; 

Valentinčič s sod., 2000a). Anozmični somiči se na aminokisline odzovejo z iskanjem 

hrane in refleksnimi gibi, ne morejo pa razlikovati med aminokislinami (Valentinčič s sod., 

1994). Na podlagi tega smo sklepali, da je razlikovanje zmesi aminokislin pri cebricah 

vohalno. Ribe se lahko s pogojevanjem naučijo, da določeni vonjavi sledi nagrada - hrana. 

Ko ribe zavohajo pogojni dražljaj, povečajo svojo aktivnost, saj pričakujejo nagrado 

(Valentinčič s sod., 1994, Valentinčič in Caprio, 1994). Za razliko od somičev, na katerih 

so naredili največ raziskav vohalnega razlikovanja aminokislin, so cebrice aktivne ribe in 

neprestano plavajo, ko zavohajo aminokislino začnejo plavati hitreje. Po 30 pogojevanjih 

smo cebrice uspešno pogojili na binarno zmes aminokislin in dosegli, da so redno odzivale 

na pogojno zmes z dolgotrajno povečano aktivnostjo. Na pogojni dražljaj so cebrice 

plavale več kot 1,5 krat več kot na nepogojni primerjalni dražljaj 3×10-3 M L-Pro (sl. 2).  

 

Pogosto so v naravnem okolju vohalni dražljaji zmesi večih snovi. Hipotetično je 

zaznavanje  zmesi lahko analitično ali sintetično. Analitično zaznavanje vključuje 

sposobnost zaznavanja komponent v zmesi, sintetično zaznavanje zmesi pa predvideva 

zaznavanje zmesi kot nove kvalitete (Rescorla s sod., 1985; Westbrook in Charnock, 

1996). Raziskave na ljudeh kažejo na to, da so preproste zmesi kodirane analitično, saj 

zaznajo ljudje binarno zmes vonjav kot bolj učinkovito komponento zmesi (Laing in 

Willcox, 1983). Specialist, ki se v industriji dišav poklicno ukvarjajo s prepoznavanjem 

vonjav, niso sposobni zaznati več kot treh ali štirih sestavin v zmesi (Livermore in Laing, 

1996). Ljudje smo sposobni zaznavati posamezne sestavine v zmeseh, ki imajo malo 

sestavin, bolj sestavljene vonjave pa zaznavamo kot novo kvaliteto (Laing in Livermore, 

1992; Livermore in Laing, 1996). Tudi pri somičih je zaznavanje binarnih zmesi odvisno 

od relativne učinkovitosti sestavin v zmesi, saj ti prvotno zaznajo zmes aminokislin kot 

enako bolj dražeči sestavini v njej (Valentinčič s sod., 2000b). Poskusi kažejo, da tudi 

cebrice zaznavajo binarne zmesi aminokislin na enak način kot somiči. Cebrice od pogojne 

zmesi niso razlikovale L-Ala, ki je bolj dražeča komponenta pogojne zmesi (sl. 3,4).  
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Raziskava aktivnosti glumerulov v vohalnem bulbusu cebric je pokazala, da aminokisline z 

različno kemijsko zgradbo povzročajo bolj različne vzorce glumerularne aktivnosti kot 

aminokisline s podobno kemijsko zgradbo (Friedrich in Korsching, 1997). L-Ala in L-Ser 

spadata med nevtralne aminokisline s kratko stransko verigo (Caprio in Byrd, 1984; Kang 

in Caprio, 1991; Friedrich in Korsching, 1997; Valentinčič s sod., 2000a ; Laberge in Hara, 

2004; Nikonov in Caprio, 2007). L-Ala vzbudi v vohalnem bulbusu podoben vzorec 

vzburjenja kot L-Ser (Friedrich in Korsching, 1997). Skladno s tem je bil odziv na L-Ser v 

prvi ponovitvi precej višji od odziva na ostale aminokisline (sl. 3). Razlika med številom 

obratov po draženju z L-Ser in pogojno zmesjo je sicer bila statistično značilna, vendar pa 

je bila mediana odziva na L-Ser le za 5 obratov nižja od mediane odziva na L-Ala. Majhna 

razlika v številu obratov kaže na to, da so cebrice zaznale L-Ser kot enak ali zelo podoben 

L-Ala. Že v naslednji ponovitvi je bil odziv na pogojno zmes, podobno kot pri ostalih 

testiranih aminokislinah, več kot 1,5 krat večji od odziva na L-Ser (sl. 3,4). Majhne razlike 

v vzorcih glumerularne aktivnosti so že v drugi primerjavi omogočale povsem uspešno 

razlikovanje L-Ala (pogojne zmesi) in L-Ser, ki se je ohranilo tudi v tretji seriji. 

 

Medtem ko so se ribe na pogojno zmes in L-Ala odzvale enako, so manj dražečo sestavino 

zmesi L-Arg brez težav razlikovale od pogojne zmesi (sl. 5). Zmes iz enakih sestavin kot v 

pogojni zmesi v kateri je bila bolj dražeča sestavina zmesi L-Arg cebrice niso zaznale 

enako pogojni zmesi. Oboje ponovno potrjuje hipotezo, da ribe zaznajo zmes aminokislin 

kot enako bolj dražeči sestavini v njej (Valentinčič s sod. 2000a). Raziskave na kanalskih 

in ameriških somičih, ki so pokazale, da ti zmes enako učinkovitih aminokislin zaznajo 

enkrat kot eno in drugič kot drugo komponento zmesi (Valentinčič s sod. 2000a), smo 

enako pričakovali za cebrice. V naših poskusih so cebrice zmes L-Ala in L-Arg, v kateri 

sta bili koncentraciji pripravljeni tako, da naj bi bili aminokislini enako učinkoviti, vedno 

razlikovale od pogojne zmesi (sl. 5). Verjetno je bila koncentracija L-Arg višja od enako 

učinkovite koncentracije za L-Ala.  

 

S pomočjo razlikovalnega treninga ribe izboljšajo razlikovanje med vonjavami. 

Razlikovalno učenje omogoči ribam, da začnejo razlikovati dražljaje, ki jih prvotno niso 

razlikovale, prav tako lahko izboljšajo zaznavo manj učinkovitih sestavin zmesi 
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(Valentinčič s sod. 2000a; Valentinčič s sod. 2000b). Ker cebrice niso razlikovale L-Ala od 

pogojne zmesi smo zanj izvedli razlikovalni trening. Pri zaznavanju binarne zmesi 

aminokislin, ribe v zmesi najprej zaznajo učinkovitejšo komponento zmesi, nato pa se med 

razlikovalnim učenjem postopno zavejo razlike, ki jo povzroča prisotnost manj učinkovite 

komponente v zmesi (Valentinčič s sod. 2000a). Naši rezultati so pokazali, da so po 

sedmih primerjavah večina cebric najverjetneje začele razlikovati pogojno zmes od L-Ala, 

saj so se odzivi na pogojni zmes in odzivi na L-Ala 18 krat statistično razlikovali, 8 krat pa 

ne (sl. 6). Mediane odzivov na L-Ala so bile manjše od median odzivov na pogojno zmes, 

interkvartilni razponi odzivov so bili vedno veliki. To in pa dejstvo, da so bile razlike v 

nekaterih testih statistično neznačilne, je verjetno posledica različnih odzivov posameznih 

cebric. Čeprav je večina cebric statistično razlikovala pogojno zmes od L-Ala, je tudi po 

razlikovalnem treningu ostalo razlikovanje pogojne zmesi od L-Ala je pri posameznih 

cebricah nezanesljivo (sl. 7).  

 

Ker je vedenjski odziv cebric pojav, ki se dogaja po načelu vse ali nič, se aktivnost cebric 

ni povečala zaradi višje vbrizgane koncentracije dražljaja ne poveča bistveno. Nadpražni 

dražljaj, tak pa je bil v obeh primerih, pri manjši in pri višji koncentraciji aminokislin, pač 

sproži vse vedenje. Število obratov po draženju s pogojno zmesjo je bilo vsaj 1,5 krat večje 

od števila obratov po vbrizganju 10-1M L-Arg in prav tako od števila obratov po vbrizganju 

3×10-1 M L-Arg. Sklepali smo, da je bilo intenzivno grizenje peska posledica vpliva zmesi 

aminokislin na okušalne receptorje. Okušalni dražljaji sprožijo pri somičih, krapovcih in 

zobatih krapovcih refleksno šavsanje po hrani ali tudi pesku na dnu akvarija. Tudi L-Pro je 

okušalni dražljaj, ki sproža šavsanje pri cebricah in somičih.  

 

Cebrice smo uspešno pogojili na zmes dveh aminokislin, v kateri je bila ena sestavina 

učinkovitejša od druge. Na nepogojne dražljaje so se cebrice običajno odzvale z več kot 

1,5 krat manjšim plavanjem - številom obratov kot na pogojno zmes. Spočetka so cebrice 

od pogojne zmesi razlikovale vse testirane aminokisline razen bolj učinkovite sestavine 

zmesi-L-Ala. Cebrice so od pogojne binarne zmesi razlikovale tudi binarno zmes istih 

aminokislin v kateri je bila učinkovitejša komponenta L-Arg. Večina cebric (13) je po 

razlikovalnem treningu razlikovala pogojno zmes od bolj učinkovite sestavine zmesi, dve  

cebrici tudi po razlikovalnem treningu nista razlikovali bolj učinkovite komponente zmesi 
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od pogojne zmesi. Cebrice so torej tako kot somiči v binarni zmesi najprej zaznale 

učinkovitejšo komponento zmesi, razlikovalno učenje pa jim je omogočilo, da so  postopno 

zaznale razliko v zaznavi, ki jo povzroča prisotnost manj učinkovite komponente v zmesi. 
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