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Bulog Boris: Dve desetletji funkcionalno-morfoloskih raziskav pri mod&erilu (Proteus anguinus,
Amphibia, Caudata)

Nas$a endemicna repata jamska dvoZivka, Proteus anguinus, ohranja Stevilne neoteni¢ne zna&iinosti
skozi celo Zivljenje in kaze tudi nekaj splodnih troglomorfiih karakteristik. Fizioloske in funkcionalno-
morfoloske raziskave tega endemita potekajo vsaj dvajset let na Oddelku za biologijo, BF, Univerza
v Ljubljani. Moceril je o€itno odporen na nizke koncentracije kisika v vodi (1,4 - 0,3 mg/l). Ugotovljena
Je bila tudi najniZja koncentracija kisika v njegovem naravnem okolju (1,04 mg 0,/1). Izmerjene so
koncentracije kovin v vodah in sedimentih Pivke in Raka, ki teéeta skozi Planinsko jamo. Predhodne
analize kaZejo, da jetra mocerila kopicijo najvedje koli¢ine kovin in jih lahko smatramo kot taréni
organ. KoZa nepigmentirane vrste in pigmentirane podvrste ohranja mnoge larvaine znagilnosti. V
nasih raziskavah je povdarek na analizi mehanoreceptornega in elektroreceptornega oktavolateralnega
sistema ter fotoreceptornih Cutilnih organih. Posebna adaptivna vrednost notranjega usesa s¢ kaze v
zelo zapleteni orientaciji Cutilnih celic enega od senzori¢nih epitelov. Elektroreceptorni ampularni
organi so odkriti in raziskovani na kozi glave. O¢i temne podvrste moderila so mnogo bolj
diferenciranane v primerjavi z nepigmentiranimi osebki. Prehrana moderila se sezonsko spreminja.
Prevladujejo jamski rakcei in polZi, poleti pa je hrana dopolnjena $e z ZuZelkami. Na osnovi nasih
opaZanj lahko ugotavljamo, da moceril lahko preZivi brez hranjenja ve¢ kot deset let.

Abstract UDK 597.9 (497.12)

Bulog Boris: Two decades of functional-morphological studies of Proteus anguinus (Amphibia,
Caudata)

Our endemic cave salamander, Proteus anguinus, preserves nurmerous neotenic characteristics through-
out its life and also reveals some general troglomorphic peculiarities. The physiological and func-
tional morphological investigations of this endemite have been going on for at least twenty years at
the Department of Biology, BF, University of Ljubljana. Profeus is evidently resistant to low levels of
oxygen in water (1,4 - 0,3 mg/l). The lowest oxygen value in the water of its habitat, 1.04 mg O/,
was also confirmed. Metal levels were measured in the rivers Pivka and Rak, both running through
the Planina Cave, and their sediments. Introductory analyses indicate that the liver of Proteus accu-
mulates the largest quantities of metals and may be considered as the target organ. The skin of
pigmentless species and pigmented subspecies maintains many larval characteristics. In our studies
we emphasize the mechanoreceptive and electroreceptive octavolateral system, and the photoreceptive
sensory organs. The special adaptive value of the inner ear is suggested by the very complex orienta-
tion of the hair cells in one of the sensory epithelia. The electrorecepior ampullary organs have been
found and analyzed in the skin covering the head. The eyes of the dark subspecies are much more
differentiated as compared to those of the pigmentless specimens. The nutrition of Proteus varies
with the season. The main organisms eaten were crustaceans and snails. In the summer the diet was
supplemented by insects. Based on our abservations, Proteus is able to survive for over ten years
without feeding.

Naslov - Address

Boris Bulog, prof. dr.

Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Ve€na pot 111, p.p. 95

S1-61111 Ljubljana, Slovenija

248



UvOD

Moceril ali ¢loveskaribica, je edini jamski vretencar v Evropi in hkrati najpomembnej$a
bioloska znamenitost podzemeljskih voda Dinarskega Krasa. Za predstavnike druzine
Proteidae, v katero sodi tudi na$ endemit je znadilno, da nimajo maksile, perioti¢ni kanal
notranjega udesa pa poteka horizontalno. Ta neoteni¢na dvoZivka ohranja celo Zivljenje
nekatere larvalne znake v odraslem stanju. Mednje sodijo predvsem zunanje $krge, Skrzne
reze, koza z mnogimi larvalnimi znacilnostmi in visceralni skeletni elementi. Neotenija je
fenomen, pri katerem osebki doseZejo reproduktivno zrelost in ohranjajo zunanje larvalne
znake. Po vsej verjetnosti pride do upodasnjenega somatskega razvoja pri relativno normalni
hitrosti dozorevanja spolnih organov. Pri obligatnih neotenih (Proteus, Necturus in
Amphiuma) je oditno razlog za ireverzibilno neotenijo v neob¢utljivosti tkiv na tieoidne
hormone. Eksperimenti z fakultativinimi neoteni (npr.. Ambystoma) kaZejo, da tieoidni
hormoni (T, in T,) inducirajo metamorfozo (Duellman in Trueb 1986). Neotenija se pri
repatih dvozZivkah nojavlja v relativno stabilnem vodnem okolju z zadostnimi viri hrane,
brez predatorjev. Taksno vodno okolje pa je obi€ajno obdano s habitati v katerih so relativno
neugodni pogoji (npr.: prisotnost predatorjev, pomanjkanje hrane, neugodne klimatske
razmere ...).

Mogderil kaZe tudi nekatere sploSne troglomorfie karakteristike: specializacije Cutilnih
organov, podaljSanje nekaterih telesnih delov, predvsem nesorazmerna rast glave v dolzino
(Isteni¢ in Bulog 1976), kar je znadilno tudi za ameri$ke urodele z mocno izraZenim jamskim
nacinom zivljenja (Clerque-Gazeau 1974). Med te karakteristike vsekakor lahko pristevamo
tudi reducirane o¢i, depigmentacijo koZe, upo&asnjen metabolizem, odpornost proti stradanju,
morda tudi reducirano intraspeciesno agresijo {Christansen 1992).

Na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete v Ljubljani potekajo raziskave na mocerilu
7e okoli 25 let. Sprva se je del raziskav usmeril v proucevanje adaptacij mocerila na njegovo
podzemsko vodno okolje (Isteni¢ 1971, 1979, 1986, Sojar 1980). S tem namenom smo
proucevali hidrokemijske pogoje v naravniem okolju moderila v povezavi z raziskavami
porabe kisika Zivali v razli¢nih pogojih okolja. Vprasanje cutilne sposobnosti slepe jamske
dvozivke je usmerilo del raziskav v prougevanje ¢utilnih organov pri mocerilu in na analizo
koZe s koZnimi Cutilnimi organi (Isteni¢ in Bulog 1976, 1979, 1984, Bulog 1987, 1988,
1989a, 1989b, 1990, 1993 1994, Kos in Bulog 1993, Bulog in Bizjak-Mali 1994). Stekle
pa so tudi raziskave na prebavnem traktu in metabolizmu pri proteju (Mali 1992). V zadnjem
¢asu pa se raziskave $irijo tudi na podrodje proucevanja nalaganja tezkih kovin v tkivih
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proteja, in nauvajanje tkivnih in celicnih kultur pri tej Zivali (Cijan 1994, Cijan in Bulog v
pripravi).

RAZISKAVE ADAPTACL) MOCERILA NA PODZEMSKI1 VODNI HABITAT

V letu 1969 je bil odkrit v Putickovem jezeru Planinske jame 80 % deficit kisika (tudi
do 1 mg/l vode) v vseh nivojih jezera od dna do povrSine in sicer v periodah izredno nizkega
vodostaja v Planinski jami (Isteni¢ 1971, 1979) Te meritve so bile petkrat potrjene in zadnje
meritve hipoksi¢nih pogojev v letu 1985 so bile dopoljnene z analizo atmosfere nad jezerom
(11% 0, in 0,1% CO,). Razlago za redno pojavljanje nizke koncentracije kisika na tej
lokaliteti je avtorica iskala v visoki stopnji mineralizacijskih procesov v vodi s tega podrocja
(Isteni¢ 1986) V jezeru se namre¢ kopitijo sedimenti v terminalni fazi mineralizacije. Z
oksidacijo anorganskih soli naj bi se povecevala poraba kisika. Jamska ilovica naj bi
specifi¢no delovala kot ionski izmenjevalec. Na tej lokaciji smo veckrat opazili tudi mocerile.

V povezavi s temi ugotovitvami pa je bila proucevana predvsem odvisnost ¢loveske
ribice od vsebnosti kisika v vodi. Zival diha s $krgami in tudi s koo, &e pa je vsebnost
kisika v vodi nizka se poveda sicer razmeroma majhna dihalna vloga plju€. V normalno
oksigenirani vodi, pri 10° C prispevajo pljua manj kot 5 % celotne preskrbe s kisikom.
Ugotovljeno je bilo, da v primeru pomanjkanja kisika v vodi Zivali hodijo na povr§ino po
zrak. Kriti¢na tocka za mocerila, pri temperaturi vode 10° C, je pri koncentraciji 2,9 mg
kisika / liter vode (to je koncentracija kisika, pri kateri se najhitreje spremeni frekvenca
inspiracij). Pri tem se mo¢no zvisa frekvenca respiracijskih gibov. Poskusi so pokazali, da
pri ved kot 64 odstotni nasi¢enosti vode s kisikom mocerili ne uporabljajo pljuc kot akcesorno
dihalo (Sojar 1980).

Po vsej verjetnosti pa v primeru zadrZevanja mocerila v kopenskem delu njegovega
naravnega okolja v veliki meri uporablja koZo za izmenjavo dihalnih plinov v zraku. O¢itno
je moceril proti pomanjkanju kisika v vodi zelo odporen in prezivi tudi v vodi, ki vsebuje
komaj 1 mg O,/l vode. Obicajna vsebnost kisika v jamski vodi je 8 - 11 mg O /1. Glede na
to, da je najdeno podroéje v njegovem naravnem okolju, kjer se koncentracija kisika v vodi
zniZa na vrednost blizu 1 mg O,/ 1 vode in upoStevajo¢ laboratorijske poizkuse lahko
predvidevamo, da je moceril dobro prilagojen na znizanje koncentracije O, v vodi (Sojar
1980).

V okviru teh raziskav poteka tudi proucevanje kopicenja mikvoelementov v naravnem
okolju in tkivih mocerila (Dermelj et al. 1984, Cijan 1994). Vsebnost mikroelementov je
bila merjena v podzemskih tokovih rek Pivka in Rak. in v re¢nih sedimentih. Analizirana je
bila vsebnost Fe, As, Cu, Sb, Zn, Hg, v re¢nih usedlinah pa $¢ Mn, Cd, Co,. Pri tem smo
uporabili razli¢ne analiti¢ne metode (atomska absorpcijska spekirometrija hladnih par,
nevtronska aktivacijska analiza , X-Zarkovna fluorescenca). Rezultati analiz vsebosti kovin
v vodah iz Planinske jame kaZejo, da so njihovi koncentracijski nivoji znatno pod
maksimalnimi dovoljenimi koncentracijami (MDK - Pristov 1992). Izmerjene vrednosti v
Pivki in Raku so dokaj izenacene, kljub temu, da ju napaja voda iz razli¢nega hidrografskega
zaledja. Najnovejse primerjalne analize so pokazale , da bistvenih razlik v vsebnosti kovin
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med letom 1978 in 1993 ni (Cijan 1994, Cijan in Bulog v pripravi). Edina opazna razlika je
v trendu upadanja koncentracij antimona, bakra in cinka. UpoStevajoc to, da gre le za enkratne
meritve, lahko le domnevamo, da vode v Planinski jami niso obremenjene s kovinami.
Poudariti moramo, da gre le za opis trenutnega stanja obremenjenosti voda s kovinami.
Recne usedline kopicijo precejdnje kolic¢ine mikroelementov zaradi adsorbeije, hidrolize,...
in se z desorbcijo ponovno spro$¢ajo v vodo. Primerjava koncentracij kovin v jamskih
re¢nih usedlinah z naravnimi vrednostmt le teh (po Turekian in Wedepohl 1961) kaze, da se
analizirane kovine kopi¢ijo v re¢nih usedlinah. Kopi¢enje kovin v re¢nih usedlinah iz
Planinske jame je sicer precejsnje, vendar pa vsebnosti kovin niso tako visoke, da bi lahko
govorili 0 mo¢nem onesnazenju. Za realno sliko vsebnosti kovin v vodi in usedlinah bo
potrebno redno odvzemanje vzorcev skozi daljsi ¢as.

V dosedanjih §tudijah je doloc¢ena tudi vsebnost bakra, cinka, arzena, selena, antimona,
kobalta, kadmija in Zivega srebra v ledvicah, jetrih, koZi in miSicah moderila. Vsebnost teh
mikroelementov je bila merjena z nevtronsko aktivacijsko analizo. Preliminarni rezultati
kazZejo, da jetra kopicijo najve¢jo koli¢ino mikroelementov (Histogram 1). Privzem kovin
v telo mocerila bi lahko potekal na ve¢ nacinov: 1/ z zauZitjem plena, usedline ali vode, 2/
z absorbcijo direktno iz vodnega okolja (koza, Skrge), 3/ z absorbcijo iz zraka (pljuca).
Privzem Zivega srebra pri dvozivkah naj bi potekal s konzumacijo hrane, preko koZe in z
zraéno absorbcijo (Byrne et al. 1975). Upostevajod nadin prehranjevanja moderila, ki "rije"

Histogram 1. Mikroelementi v jetrih proteja. (Microelements
in the liver of Proteus )
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s sprednjim delom glave po dnu, ko iS¢e svoj plen, bi bila velika verjetnost, da moceril
sprejema precejSen del mikroelementov nakopicenih v reénih sedimentih. V nadaljnjih
raziskavah nameravamo vklju¢iti redno kontrolo kopicenja kovin v tkivih in naravnem okolju
moderila, proucevanje moznih poti privzema v telo mocerila, transporta, porazdelitve,
biotransformacij in izlo¢anja mikroelementov.

RAZISKAVE KOZE

Ko?a oz. integument ima pri mocerilu chranjene mnoge larvalne znadilnosti. Med temi
moramo vsekakor omeniti Leydigove Zlezne celice in mikrovilarno zgradbo vrhnje plasti
epidermisa, ki ima mukozno naravo . Dobro so diferencirani ¢utilni organi oktavolateralnega
sistema (mehanoreceptorni nevromasti in elektroreceptorni ampularni organi)(Isteni¢ in
Bulog 1984, Bulog 1988, Bulog in Bizjak.- Mali v pripravi). V kozi ni pterinov, to je barvil,
ki so znatilna za ostale dvozivke, prisotne pa so relativno visoke koncentracije ribaflavina
(330 - 340 pg/g suhe teze), ki naj bi bil osnova za rumenkasto osnovno obarvanost koze
(Isteni¢ in Ziegler 1974). Zadnje raziskave integumenta vkljucujejo koZo nepigmentiranega
moterila in koZo temno pigmentiranih primerkov (Kos 1992, Kos in Bulog 1993), ki so bili
najdeni v Beli krajini pri izviru Dobli¢ice (1986) in nekoliko kasneje pri bliznjem JeSevniku
in opisani kot podvrsta Proteus anguinus parkelj (Sket 1993, Sket in Arntzen 1994). Obe
obliki mocerila imata v koZi zvezdaste pigmentne celice name3§éene v zgornjem delu usnjice.
Prve ultrastrukturne raziskave nakazujejo vedjo gostoto odstavkov teh pigmentnih celic v
usnjici koZe pri pigmentiranem osebku, medtem ko je teh odstavkov manj v koZi svetlih
osebkov. Domnevamo lahko, da nastopa manjse Stevilo pigmentnih celic v koZi pri svetlem
osebku. Pri nepigmentiranih Zivalih postane koza, ki je dalj ¢asa izpostavljena naravni ali
umetni svetlobi temneje pigmentirana, kar dokazuje da sinteza melanina oz. njemu podobnega
pigmenta v pigmentnih celicah ni povsem zavrta. Preliminarne ultrastrukturne analize koZe
obeh oblik mogerila nakazujejo nekoliko ve¢ znalilnosti koZe metamorfoziranih reparih
dvozivk pri temnih osebkih (Kos in Bulog 1993).

KoZa na dorzalni strani glave, anteriorno od o¢i je pri temno pigmentirani podvrsti
slabde pigmentirana. V tem predelu je v strehi medmoZgan (diencephalon) razvito pinealno
telo. KaZe, da bi pri mocerilu ta ekstraoptiéni fotoreceptorni organ lahko imel pomembno
vlogo v Zivljenju teh zivali.

Kompleks pinealnega organa in pinealnega telesa (pri Zabah) in pinelno telo (pri repatih
dvozivkah) naj bi bili pomembni v adaptaciji pigmentiranosti, sinhronizaciji cirkadiane
lokomotorne ritmike in v orientaciji po soncu (Duellman in Trueb 1986). Fotoreceptorne
celice v pinealnem telesu so inhibirane s svetlobo in stimulirane v odsotnosti svetlobe.
Stimulacija receptorjev povzro¢i sproianje hormona melatonina, ki deluje na dermalne
melanofore. Povzroéi agregacijo melanosomov v melanoforah in na ta nain bledenje koZze
v temnem okolju.
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RAZISKAVE CUTILNIH ORGANOV

Vpraganje ¢utilne sposobnosti mocerila je usmerilo del nadih raziskav v Studijo cutilnih
organov, pri katerih je bilo pricakovati ustrezne drazljaje v njegovem Zivijenjskem okolju
(Isteni¢ in Bulog 1976, 1979, 1984, Bulog 1986, 1987, 1988, 1989a, 1989b, 1990, 1993,
1994). Pozornost tujih raziskovalcev (predvsem francoskih) je bila usmerjena sprva v
proucevanje pokrnelih oCi, poznavanje drugih Cutilnih organov pa je bilo v veliki meri
zanemarjeno. Ostalo je namre¢ na nivoju klasi¢nih morfoloskih raziskav iz prejdnjega stoletja.

OKTAVOLATERALNI SISTEM

V ta okvir sodi oktavolateralni sistem, ki vkljucuje tako bo¢no linijo z nevromasti in
ampularnimi organi kot tudi notranje uho. Pomembno vlogo pa igrajo tudi kemoreceptorni
okuSalni brsti¢i in vohalni organ. NaSa obnovljena anatomska analiza notranjega uSesa
predstavlja osnovo za nadaljnje ultrastrukturno proucevanje oticnega labirinta, ki Ze nekaj
let poteka v sklopu raziskovalnih projektov v okviru Skupine za primerjalno anatomijo in
embriologijo vretenCarjev (Isteni€ in Bulog 1976). Svetlobnomikroskopske analize krovnih
struktur v oti¢nem labirintu pri mocerilu so prvi¢ opozorile na prisotnost dveh kristalizacijskih
oblik kalcijevega karbonata (kristali aragonita v sakulu in kristali kalcita v utrikulu) v
notranjem uSesu dvoZivk. Na podlagi rezultatov svetlobnomikroskopske analize lahko
primerjamo morfolo$ke znailnosti notranjega usesa mocerila z ustreznimi karakteristikami
pri drugih repatih dvoZivkah. Na osnovi enajstih karakteristik oti¢nega in perioti¢nega
labirinta je bil ugotovljen trend k redukeciji posameznih struktur zaradi pedomorfoze
(neotenije) kot primitivne karakteristike, na drugi strani pa vecja izdelanost senzori¢nega
sistema kot izpeljana karakteristika. V okviru neoteni¢nih skupin se zna¢ilnosti protejevega
usesa v najvedji meri ujemajo z znacilnostmi pri pisanem nekturu (Necturus maculosus).
Svetlobnomikroskopska analiza oti¢nega labirinta sicer podpira sistematsko uvrstitev proteja
in njegovega povriinskega ameriskega sorodnika nektura v skupno druzino Proteidae, ne
more pa prispevati k poznavanju prilagojenosti notranjega usesa v povezavi s troglobiontskim
nacinom zivljenja. Specifi¢nosti v diferenciranosti posameznih ¢utilnih epitelov v notranjem
uSesu moderila, ki naseljuje podzemski vodni habitat, v primerjavi z diferenciranostjo pri
povrsinskih predstavnikih, lahko pokaZejo kak3$na je adaptiranost takega senzori¢nega
sistema na posebnosti podzemskega vodnega okolja. Nadaljnje raziskave smo zato poglabljali
na ultrastrukturni nivo. Elektronskomikroskopska analiza je tako omogocila tudi funkcio-
nalno-morfologki pristop v proufevanju morfogeneze otokonialnih kristalnih mas z
ultrastrukturno analizo predstopenj v procesu nastajanja oz. obnavljanja otokonijev in
morfogenezo tvorbe in degeneracije Cutilnih celic senzori¢nih epitelov v notranjem uSesu
(Bulog 1989a, 1989b, 1993, 1994). Na osnovi SEM (vrsti¢na elektronska mikroskopija) in
TEM (presevna elektronska mikroskopija) analize posameznih Cutilnih epitelov so bili
proucevani posamezni morfogenetski stadiji v procesu nastajanja novih Cutilnih celic. Procese
morfogeneze smo spremlijali z elektronskomikroskopsko analizo utilnega epitela sakularne
makule v notranjem udesu pri mlajsih subadultnih stadijih in pri adultnih osebkih. Dokazana
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je bila permanentna tvorba novih ¢utilnih celic tekom Zivijenja Zivali, posebno na periferiji
omenjenega Cutilnega epitela (Bulog 1989b) V ¢utilnih epitelih notranjega usesa pri mocerilu
je bilo ugotovljenih vsaj pet razlicnih tipov cutilnih celic, ki se loc¢ijo po apikalnem ciliarnem
delu. Na osnovi pestre morfologije ciliarnih delov Cutilnih cetic bi lahko predpostavili, da
so nekateri ¢utilni epiteli v notranjem uSesu pri mocerilu tonotopicno organizirani in na ta
nacin sposobni frekvenc¢ne diskriminacije na periferiji. Tonotopi¢na organiziranost pomeni
sposobnost sekundarnih ¢utilnih celic v notranjem usesu, da delujejo kot mehanski filtri z
razlicno "uglaSenostjo" na osnovi razlicne dolzine in togosti ciliarnih delov Cutnic (Bulog
1989b, 1990). Na osnovi mnogo bolj zapletene funkcionalno-morfoloske orientiranosti
¢utilnih celic v sakularni makuli mocerila v primerjavi z drugimi urodeli fahko predpostavimo
vlogo tega ¢utilnega epitela v zaznavanju smeri vira zvocnega valovanja. Pri tem moramo
upostevati tesno funkcionalno-morfolosko povezavo sakularne makule z obseZno
otokonialno maso v sakulu notranjega uSesa pri mocerilu. Ta znacilnost nakazuje specifi¢no
adaptiranost notranjega usesa jamske dvozivke(Bulog [989b, Bulog 1990).

Elektronskomikroskopske raziskave so omogocile ultrastrukturno analizo otokonialnih
membran in natan¢no kristalografsko analizo otokonialnih mas nad posameznimi makulami
in potrdile domnevo o prisotnosti dveh razli¢nih kristalizacijskih oblik kalcijevega karbonata
(Bulog 1989a, Bulog in Rode 1989). Relativno mala masa nad utrikularno makulo ima
diferencirane velike kalcitne kristale, podobne kristalom v notranjem uSesu vi§jih
vretendarjev. Po drugi strani pa sta ogromna otokonialna masa sakularne makule in manjsa
otokonialna masa lagenarne makule grajeni iz muogo manjSih aragonitnih kristalov nadilnih
za nizje vretencarje. V sakulusu in lageni notranjega usesa smo uspeli analizirati organske
globularne predstopnje za aragonitne kristale. Najmanj3e kroglaste predstopnje so znotraj
celic posameznega senzoriénega epitela. Te globularne predstopnje z gladko povrsino
prodirajo skozi apikalne dele opornih celic celic ¢utilnega epitela in se na prehodu skozi
mukopolisaharidno in glikoproteinsko otokonialno membrano pretvarjajo v vedje kroglaste
predstopnje s spuzvasto povriino. Te predstopnje imajo verjetno tudi ved kalcija in se ob
prodiranju skozi apikalno povr$ino otokonialne membrane pretvarjajo v kon¢no formirane
kristale aragonita na spodnji strani otokonialne mase (Bulog 1989a, 1994). Te analize so
pokazale, da je ohranjena potenca tvorbe novih aragonitnih kristalov tekom Zivljenja Zivali.
Zadnje ultrastrukturne analize ¢utilnih epitelov krist v polkroZnih kanalih notranjega usesa
pri mocerilu so pokazale prisotnost nekaterih Cutilnih celic v razli¢nih fazah degeneracije,
kar je podkrepila tudi prisotnost specifi¢nih organelov podobnih lizosomom v teh Cutilnih
celicah injasno opazno sproSCanje celi¢nega materiala (apoptoza) skozi apikalno povrsino
celic (Bulog 1993, 1994).

Sludne sposobnosti urodelov so ostale relativno slabo raziskane. Za razliko od anurov
urodeli nimajo votline srednjega usesa in ne timpanalne membrane. Kljub temu, da pri
urodelih ni razvito tipi¢no uho za izenatevanje impendance, so eksperimentalne raziskave
pokazale, da je njihovo notranje uho obcutljivo na zvok vegdjih intezitet, ki se Siri po zraku,
in vibracije s podlage (Hetherington in Lombard 1982). Pod vodo pa se razmere spremenijo.
Raziskave pri nekaterih drugih dvoZivkah so pokazale, da votlina srednjega uSesa, ustna
votlina in verjetno tudi pljuca lahko pod vodo sluzijo kot pretvorniki zvoénega tlaka
(Hetherington in Lombard 1983). Pri analizi histoloskih rezin v predelu notranjega usesa
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smo pri moderilu ugotovili tesno anatomsko povezavo med stropom ustne votline in ovalnim
oknom. Preko te povezave bi se lahko zvo¢no valovanje iz vodnega okolja mocerila prenasalo
skozi obseZno ustno votlino do notranjega usesa.

Predpostavimo lahko, da je notranje uho pri mocerilu pomemben mehanoreceptorni
Cutilni organ, ki Zivali omogoda orientacijo v specificnem podzemnem vodnem habitatu.
Upostevajoc fiziolosko dokumentacijo o moZznostih registracije zvo¢nega pritiska pri urodelih
lahko predvidevamo, da moceril zaznava doloCeno zvocno valovanje, v obmocju nizjih
frekvenc. Morda notranje uho lahko sluzi tudi za medsebojno zvo¢no komunikacijo med
sovrstniki upoStevajod tudi sicer nepreverjene podatke nekaterih starejsih avtorjev, da se
moderil lahko oglasa s §ibkimi cvile¢imi zvoki. .

Sistem bodne linije spada v oktavolateralni sistem in zajema mehanoreceptorne
nevromaste in elektroreceptorne ampularne organe. Svetlobnomikroskopske raziskave so
omogodile histolosko analizo nevromastov v vrhnjici koZe na glavi in na bo¢nem delu
vrhnjice koZe na trupu. Na glavi pa smo odkrili nov tip ¢utilnih organov, ki so jih klasi¢ni
morfologi pri mocerilu opredelili kot razvijajoce se nevromaste (Isteni¢ in Bulog 1984). S
poglobljeno ultrastrukturno analizo teh kijasto oblikovanih ¢utilnih elementov smo podprli
domnevo, da gre za elektroreceptorne ampularne organe. S serijskimi precnimi
ultrastrukturnimi rezinami smo uspeli izdelati tridimenzionalno rekonstrukeijo tega na novo
odkritega Cutilnega sistema, ki smo ga podrobno analizirali (Isteni¢ in Bulog 1984). Ugotovili
smo tri velikostne razrede mehanoreceptornih nevromastov pri mocerilu, kar si razlagamo
s tvorbo sekundarnih nevromastov znotraj obstojetih garnitur utilnih elementov (Bulog in
Bizjak-Mali v pripravi).

Sklepajo¢ po dosedanjih fizioloskih raziskavah mehanoreceptornih nevromastov pri
ribah so ti ¢utilni elementi ob&utljivi na bliZnje oscilacije in lokalne premike v vodi,
oddaljenih virov zvocnega valovanja pa ne zaznavajo (Schuijf in Buwalda 1980, Sand 1981).
Upostevajoc te ugotovitve, lahko zaklju¢imo, da se oba mehanoreceptorna sistema (notranje
uho in nevromasti bo¢ne linije) uspesno dopolnjujeta v zaznavnju razliénih kvalitet zZvocnega
valovanja.

Ampularni organi zaznavajo Sibka elektri¢na polja animaliénega in neanimali¢nega izvora
v okolju in posredujejo zZivali informacije za komunikacijo in orientacijo, istoasno pa
verjetno omogocajo mocerilu, da zazna svoj plen. Ampularne organe so nasli skoraj izklju¢no
pri vodnih vretendarjih s §ibkim vidom in sama elektroreceptivnost se praviloma povezuje
z Zivljenjem v pogojih slabe vidljivosti (Zakon 1988). Upostevajoé redukcijo o¢i v odraslem
stanju in specifi¢ni podzemski vodni habitat, moceril lahko s pridom uporablja svoje
elektroreceptorne Cutilne elemente.

V potrditev teh nasih domnev so na osnovi etoloskih in fizioloskih raziskav nekaj let
kasneje nem3ki raziskovalci eksperimentalno dokazali, da moceril zaznava direktna tokovna
polja in njihovo polarnost. Reagira na tokovno gostoto 0,03 mA/cm (Roth in Schlegel 1988,
1994). Z elektrofizioloskimi odvajanji od aferentnih Zivénih konciev so ugotovili, da
ampiularni elektroreceptorji pri mocerilu odgovarjajo s porastom hitrosti razelektritev pod
vplivom katodnih tokov in zniZanju le te pod vplivom anodnih tokov (prag: do 0,1mV/cm)
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OKUSALNI BRSTICI

Analizirali smo tudi strukturne diferenciacije ustno Zrelne sluznice pri mocerilu s pomocjo
svetlobne in elektronske mikroskopije ter ugotovitve vkljucili v funkcionalno-morfolosko
obravnavo (Isteni¢ in Bulog 1979). Na serijskih rezinah glave smo s pomodjo svetlobne
mikroskopije ugotavljali razseznost ustno-Zrelne sluznice, njeno zgradbo in histokemijo.
Analizirali smo okusalne brstice, ki nimajo pore in segajo z receptornimi deli na povrsino
ustno-Zrelne sluznice. Osnovna zgradba brsticev v ustni in Zrelni sluznici pri mocerilu kaZe
ustrezno zgradbo okusalnim brsti¢em , ki so bili opisani pri nekturu (Farbman in Yonkers
1971). Glede na dolotene ultrastrukturne karakteristike so bile ugotovljene doloCene razlike
med posameznimi brstiéi v ustni sluznici v primerjavi s tistimi ob vhodih v Skrzne reZe.
Specifini brstic¢i ob vhodu v $krZne reZe morda sfuzijo lahko preizkusanju kemizma vode
in s tem v deoksigenirani vodi posredujejo ustrezno senzori¢no informacijo, ki sprozi zracno
dihanje. Moceril plena ne melje ali razkosava ampak pozira celega. Plen se zadrzuje v ustni
votlini in prihaja v tesen kontakt z okuSalnimi brstiéi.

OKO

+  Odkritje ¢rne podvrste moderila (Isteni€ in Bulog 1986, Isteni¢ 1987, Sket 1993, Sketin
Arntzen 1994) je omogotilo tudi prve morfoloske analize o¢i, ki so Ze na prvi pogled bolj
diferencirane kot pri odraslih osebkih nepigmentirane vrste (Bulog 1992). Metri¢na analiza
serijskih semitenkih rezin je omogocila doloditev maksimalnega premera oCesnega zrkla
(1300 um) pri &rnem osebku (subadultna samica s telesno dolZino 187 mm). Premer bolj ali
manj okrogle le¢e znasa okoli 200 um. Opravili smo tudi preliminarno analizo posameznih
delov mreznice in pozornost usmerili predvsem na fotoreceptorne ¢utilne celice in na
sinaptiéne povezave med posameznimi sloji mreZnice.

Francoski raziskovalec Durand (1971) je v svoji obseZni raziskavi prouceval zgodnji
razvoj moderila in morfogenezo ter kon¢no degeneracijo oCesa. V subadultni fazi (osebki
dolZine 100-220 mm) imajo "beli" osebki ofesno zrklo s premerom 300 - 520 ym. Premer
leCe pa se zmanj$uje od 105 pm do 0 pm oz. leda popolnoma zgine. IzleZena larva ima
maksimalno diferencirano oko in v obdobju larvalnega razvoja se oko [e nekoliko poveca
brez nadaljnje diferenciacije. V nadaljnjem regresivnem razvoju odesa postane supraopticni
epidermis debelejsi. Oko zadrZi splo§en embrionalni videz tudi po juvenilni fazi razvoja,
Stiri mesece po izlezenju. V tem casu se oko pomika vedno globje v tkiva na glavi.
Pomanjkanje pigmentacije in oesna degeneracija se smatrata kot dve bistveni karakteristiki
adaptacije Zivali na podzemske biotope. V bistvu se pigmentacija pri mocerilu pojavijana
zacetku razvoja v odsotnosti kakr$nekoli svetlobne stimulacije kot ugotavljajo francoski
raziskovalci (Durand 1976). Mlade licinke, osvetljevane z [u¢jo imajo melanofore in rumene
kromatofore. Pigmentacija je oCitno kontrolirana s fiziologko regulacijo odvisno od
prisotnosti svetlobe ali teme v njenem okolju. O¢itno ima pomanjkanje pigmenta v koZi pri
mocerilu adaptivni karakter in ne degenerativne znacilnosti. Francoski raziskovalci so z
eksperimenti osvetljevanja z naravno in umetno svetlobo ugotavljali morebitno regeneracijo
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od¢i. Rezultati so pokazali, da pod vplivom velletnega osvetljevanja zivali ni prislo do
preprecitve degeneracije vkljuéno z ugrezanjem oCesa v orbito, izginjanjem lede in
zadebelitvijo dermalne rozenice (Durand 1976). Nekateri avtorji degeneracijo olesa pri
moderilu razlagajo kot sekundarno adaptacijo na podzemsko okolje, drugi jo nasprotno
smatrajo kot neotenilni razvojni karakter ali kot zgodnej$o preadaptacijo na jamski nadin
Zivljenja (Hawes 1945). Po eni hipotezi naj bi bila oesna redukeija pri moderilu odvisna
od neoteni¢ne preadaptacije, sekundarno ojac¢ena z jamskim nacinom Zivljenja. Na osnovi
ontogenije mocerila francoski raziskovalci sklepajo, da redukcija ofesa ni odvisna od
omenjenih faktorjev, vsi anatomski in eksperimentalni dokazi pa potrjujejo, da so
determinirajoci faktorji regresije genetski (Durand 1976). Rudimentarne o¢i pri mocerilu
in morda tudi pri drugih jamskih vreten¢arjih naj bi bile posledica specifi¢nega razvoja in
so rezultat motnje normalnih ontogenetskih procesov in celi¢nega metabolizma.

RAZISKAVE PREBAVNEGA TRAKTA IN PREHRANE

Raziskave prehrane pri nasi jamski dvozivki so potrdile predatorsko naravo ter dale
podatke o vodilnih prehranjevalnih organizmih. Ugotovljeno je bilo sezonsko kolebanje
prehrane. Vodilni prehranjevalni organizmi v jesenskem &asu so raki in polZi, poletna prehrana
pa je bila dopolnjena z ZuZelkami. Sezonsko se pojavljajo tudi nematodi, ki so bili najdeni
v srednjem delu prebavne cevi. Masovno se pojavljajo v zgodnjem poletnem &asu, pozno
poleti le posami¢no, kasneje v jeseni jih ni bilo zaslediti. Pojav nematodov v lumnu prebavne
cevi povezujemo z znacilnimi kalcifikacijami v pankreasu (ciste s kalcificirano steno). Te
kalcifikacije imajo morda znacaj aktivnih skladi$¢ za kalcij. Problematika homeostaze in
skladi$¢enja kalcija je pri neoteni¢nih urodelih slabo poznana. Potrebno bo prougiti vlogo
sezonskega pojavljanja kalcifikacij v predelu srednjega ¢revesa mocerila ter izkorii¢anje
naloZenih soli v vezivnih cistah za vzdrZevanje mineralne homeostaze.

Znano je, da lahko proteji izredno dolgo stradajo (Briegleb 1962). Na splo3no pri
dvoZivkah stradanje ni redek pojav in domnevase, da nekatere larve dvozivk lahko preZivijo
mesece brez hrane. V tem ¢asu naj bi se hranile s pomogjo bakterij, ki se naselijo v mukusu
vrhnjice koZe. V literaturi se navaja sposobnost preZivetja mocerila v laboratorijskih pogojih
brez hranjenja dve do osem let (Vandel 1965). Pri kontroliranih poskusih stradanja v na§em
laboratoriju je bila ugotovljena velika sposobnost stradanja tudi do 10 let. V na$ih raziskavah
proucujemo vplive stradanja na morfologijo in histokemijo stene prebavnega trakta (Mali
1992). Studije pa bomo poglobili tudi na ultrastrukturni nivo s citokemijskimi analizami z
razli¢nimi metodami za EM analizo glikoproteinov.

Prof.dr. Lili Isteni¢ je kot ena najvecjih avtoritet v raziskavah mocerila postavila temelje
za funkcionalno-morfoloske raziskave na$e endemiéne jamske dvoZivke in pri¢ujodi
prispevek je posveten njenemu dolgoletnemu plodnemu raziskovalnemu delu.
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SUMMARY

Proteus anguinus is the single species of the European cave salamander and the most
famous troglobiont in the underground waters of the Dinaric Karst. It maintains neotenic
characteristics throughout its life, for example, three pairs of outer gills, two pairs of gill
slits, an integument with numerous larval characteristics, and typical visceral skeletal ele-
ments. Proteus also reveals some general troglomorphic characteristics: specialization of
the sensory organs, elongation of individual body parts, especially the asymmetric growth
of the head length, reduced eyes, skin depigmentation, slow metabolism, starvation resist-
ance, expanded life period, and probably also the reduction of its intraspecific aggression.

The study of our endemic cave salamander has continued for at least 25 years at the
Biotechnical Faculty, Department of Biology, University of Ljubljana. Part of the researches
were focused to studies of Proteus adaptations to its underground aqueous habitat. This
research included the terminal part of the Rak Branch of the underground river which ends
as Lake Putick in the Planina Cave. There we determined 80% oxygen deficit, with a con-
centration of 2 mg/l. (Isteni¢ 1979, 1986). The lowest oxygen concentration in the water
(1,04 mg O,/1) was also measured. The usual oxygen concentration in the other parts of Rak
Branch is approx. 8-10 mg./ 1. The established hypoxic state is obviously a regular event
connected to the high degree of mineralization in the underground water flow, which comes
to a stand-still in the lake during low water levels (Isteni¢ 1986). We first verified this by
experimentally checking Proteus resistance in low levels of oxygen in water (1,4 - 0,3 mg/
1). Physiological and biochemical studies demonstrated its ability to survive in these waters
{Sojar 1980).

Metal levels were measured in the rivers Pivka and Rak, both streaming through the
cave, and their sediments. (Dermelj et al. 1984; Cijan 1994). Contents of the microelements
Fe, As, Cu, Sb, Zn, Hg, Mn, Cd, Co were measured with neutron activation analysis, cold
vapor atomic absorption spectrometry, atomic fluorescence spectrometry and X-ray fluo-
rescence. The comparison of metals’ concentrations in the river sediments (Turekian and
Wadepohl 1961) demonstrates their accumulation. The concentrations of metals in the wa-
ter are far under the permitted maxima determined by Pristov (1992). We also established
the contents of copper, zinc, arsenic, seleninm antimony, cobalt, cadmium, and mercury in
the liver, kidneys, integument, and muscles of Proteus. These were measured by neutron
activation analysis. Preliminary analyses indicate that the liver of Proteus accumulates the
largest quantities of metals and may be considered a target organ.

The integument of pigmentless and pigmented specimens of Proteus maintains numer-
ous larval characteristics. The microvillous surface differentiation of the mucous surface of
the epidermis, composed of nonkeratinized cells, well-developed figures of Eberth, and a
dermal basement lamella composed of layers of collagen fibrils, are also characteristics of
the integument (Kos 1992, Kos and Bulog 1993). The analyzes of pigments in the skins of
the pigmentless specimens manifested a total absence of tetrahydrobiopterin and a marked
accumulation of riboflavin, up to 330 to 340 pg/g dry weight (Isteni¢ and Ziegler 1974).
The mechanoreceptory and electroreceptory octavolateral system are also differentiated in
the epidermal portion of the integument (Isteni¢ and Bulog 1984, Bulog 1988, Bulog and
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Bizjak-Mali in prep.). Both forms of Proteus have stellate pigment cells with pigment gran-
ules in the dermis. The processes of melanophores under the basement lamella are more
abundant in the pigmented specimen (Kos, Bulog 1993). The influence of the pineal organ
on body pigmentation will be investigated in both the dark and pale forms, as well as the
darkening of pigmentless specimens under a light stimuius. The pineal has also a significant
role in the circadian rhythms of vertebrates.

A portion of our research has been related to studies of those sensory organs that are
presumably important to Proteus life in its underground habitat: the inner ear, lateral line
neuromasts, and ampullary organs (Isteni¢ and Bulog 1976, 1979, 1984, Bulog 1936,
1987, 1988, 1989a, 1989b, 1990, 1993, 1994). We considered eleven characteristics and
found the greatest similarity to lie between the gross morphology of the otic labyrinth of
Proteus and its relative Necturus. Comparative ultrastructural analyses among specimens
of different sizes confirms that new sensory cells are generated throughout life, mainly
along the periphery of the saccular macula (Bulog 1989a). The inner ear of Proteus incor-
porates at least five types of sensory cells that differ in their apical ciliary part. The tonotopical
functional organization of the maculas and amphibian papilla is suggested by the rich dif-
ferentiation of the apical ciliary part of the sensory cells. Ultrastructural analyses of the P
cells support the assumption that these are developing sensory cells (Bulog 1989b). Con-
trary to this, preliminary ultrastructural analyses of the sensory cells in the cristae, lacking
apical ciliary parts, infer that they are presumably degenerating sensory cells (Bulog 1993,
1994). There are two types of calcium carbonate crystals in the otoconial masses within the
inner ear. The relatively small otoconial mass of the utricular macula occupies an area no.
greater than the diameter of the sensory epithelium, and is composed of calcite crystals. The
enormous otoconial masses of the saccular macula and the lagenar macula are composed of
aragonite crystals (Bulog 1989a). The presence of the globular precursors of the aragonite
crystals in adult specimens shows that the formation of new crystals is a permanent, con-
tinuing process. The special adaptive value of the otic labyrinth is demonstrated by the
complex functional-morphological orientation of the hair cells in the saccular macula (Bulog
1989a, 1990). Maybe Proteus uses these cells to orient itself in its underground water habi-
tat, even using far-field sound source localization. The capability of sound pressure regis-
tration in Proteus is supposed to be accomplished by the tight anatomical junction between
the ceiling of the oral cavity and the oval window (Bulog 1989b, 1990).

Beside the studies of inner ear sensory epithelia and mechanoreceptive lateral line sys-
tem (Bulog 1988), we also determined the electroreceptor ampullary organs by electron
microscopic analyses in the skin covering the head (Isteni¢ and Bulog 1984).Later, the
electroreceptors were experimentally proven by others: conditioning experiments pointed
out that Proteus discriminates a back-and-forth moving direct-current field as well as its
polarity (Roth and Schlegel 1988, 1994). The general morphology and the cytoarchitecture
of the taste buds of Proteus is in agreement with the gustatory buds in the tongue of Necturus
(Farbman and Yonkers 1971). We found differences in Profeus of the configuration be-
tween the buds in the mouth and those in the pharynx (Isteni¢ and Bulog 1979).

The eyes of matured specimens of Proteus are degenerated (Durand 1971): the eyeball
undergoes normal development until growth and differentiation come to an end, and degen-
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eration sets in. A few years ago, one dark pigmented specimen of Profeus was found near
Crnomelj (Slovenia), and its morphological description was published (Isteni¢ and Bulog
1986, Isteni¢ 1987, Sket and Arntzen 1994). The dark examples of Proteus diverge from
the pigmentless specimens of "normal” animals in their eyes as well as numerous other
morphological differences. The eyes of the dark subspecies are much more differentiated in
comparison with those of pigmentless specimens, as we ascertained in our preliminary tight
and transmission electron microscopic studies (Bulog 1991, 1992). The metrical analysis
of'the serial semi-thin sections established the maximal diameter of the bulb parallel to the
surface of the skin: 1300 pm. The lens had a diameter of about 200 um. The outer segments
of the receptor cells were composed of regular series of discs but this regularity was not
always present in the outer segment of the sensory cells. In the outer plexiform layer we
analysed typical synaptic bodies in the form of dense bars by electron microscopy.

The degeneration of the eye in Proteus could be a secondary adaptation to the subterra-
nean environment, or a neotenic developmental character, or an earlier pre-adaptation to a
cavernicolous life (ref. by Durand 1976).

The nutrition of Proteus alternates with the season. The main organisms eaten were
crustaceans and snails. In the summer the diet was supplemented by insects. The seasonal
alterations were also proven by the discovery of Nematodes in the middle part of the
digestive tract. The seasonal appearance of Nematodes may be related to the characteristic
calcifications in the pancreas, possibly a calcium reserve. Based on our observations, Proteus
is able to survive for over ten years without any food. We wonder how starvation influences
the morphology and histochemistry of the digestive tract. Its histological, histochemical,
and ultrastructural characteristics will be studied in the fed and the starved animals using
animals at different periods of food deprivation.

Prof.Dr. Lili Isteni€ is one of the greatest authority on Profeus: she has placed the fun-
damentals of the functional-morphological studies of our endemic cave salamander. This
article is addressed to her long and successful research work.
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