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			1. ΒΑΣΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ

			Σύνοψη

			Το πρώτο κεφάλαιο παραθέτει συνοπτικά τις εισαγωγικές έννοιες για την κατανόηση των ιστών και των οργανικών συστημάτων των ζωικών οργανισμών. Παρουσιάζεται μια σύνοψη των χαρακτηριστικών των κυριότερων φύλων των ασπόνδυλων ζωικών οργανισμών και των χορδωτών. Δίνεται έμφαση στις ταξινομικές ομάδες των υδρόβιων ζωικών οργανισμών και ειδικά αυτών με ιδιαίτερο εφαρμοσμένο (ιχθυολογικό) ενδιαφέρον. Παρουσιάζονται συνοπτικά τα χαρακτηριστικά των κύριων ιστών.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις μορφολογίας, ταξινόμησης και βιολογίας υδρόβιων ζωικών οργανισμών (επιπέδου γενικής ζωολογίας).

		

	
		
			1.1 Εισαγωγή

			Η Ιστολογία είναι επιστημονικός κλάδος της Βιολογίας και αντικείμενό της είναι η έρευνα της εσωτερικής μορφολογίας των ζωικών ιστών και γενικότερα η μελέτη της λεπτής υφής των οργάνων των διάφορων οργανισμών. Η Ιστολογία μελετά τη μορφολογία των κυττάρων ως συστατικών των ιστών και των οργάνων τού σώματος των ζωικών οργανισμών και του ανθρώπου. Με την ευρύτερη έννοια η Ιστολογία ταυτίζεται με τη Μικροσκοπική ανατομική, με τη μελέτη δηλαδή της λεπτής δομής των ιστών, και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην κατανόηση της λειτουργίας τους τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις (Μιχαήλ 1991). Η Ιστολογία συνδέεται με βασικούς κλάδους της επιστήμης της Ζωολογίας και συμβάλλει στη μελέτη της Ανατομίας των ζώων, της Αναπτυξιακής Βιολογίας και της Φυσιολογίας. Συνεισφέρει, επίσης, και σε εφαρμοσμένες επιστήμες, όπως η Βιολογία της Αναπαραγωγής, η Αλιευτική Βιολογία, η Τοξικολογία, η Παρασιτολογία, η Ιχθυοπαθολογία και η επιστήμη των Υδατοκαλλιεργειών. 

			Ιδρυτής της Ιστολογίας θεωρείται ο Γάλλος ανατόμος Φρ. Μπισά (1771-1802), που θέσπισε τον όρο «ιστός» χαρακτηρίζοντας με αυτόν τα ομοιόμορφα μέρη του σώματος, που μελέτησε με γυμνό οφθαλμό. Από το 1839, που ο Γερμανός Σβαν (1810-1882) παρουσίασε τη μελέτη του ζωικού κύτταρου, μέχρι σήμερα η πρόοδος της ιστολογίας υπήρξε αλματώδης. Η ανάπτυξη της τεχνολογίας και της μικροσκοπίας επιτρέπει σήμερα την κατασκευή μικροϊστολογικών παρασκευασμάτων θαυμαστής τελειότητας, με τη βοήθεια των οποίων καθίστανται γνωστές και οι παραμικρές λεπτομέρειες της λεπτής υφής των ιστών και των οργάνων.

		

	
		
			1.2 Επίπεδα οργάνωσης του σώματος των πολυκύτταρων ζώων 

			Οι πολυκύτταροι ζωικοί οργανισμοί (μετάζωα) κατατάσσονται σε 32 φύλα. Καθένα από αυτά χαρακτηρίζεται από μια μοναδική σωματική οργάνωση και ποικίλες δομικές και λειτουργικές προσαρμογές που έχουν αποκτήσει στην εξελικτική τους ιστορία. Το σώμα των μεταζώων αποτελείται από κύτταρα και από μη κυτταρικά συστατικά, δηλαδή τα υγρά του σώματος και εξωκυτταρικά δομικά στοιχεία. Τα κύτταρα ενός πολυκύτταρου οργανισμού δεν είναι ικανά για ανεξάρτητη ύπαρξη και διαφοροποιούνται, ώστε να εξασφαλιστεί η επιτέλεση πολλών και σύνθετων λειτουργιών. Ως ιστό (tissue) ορίζουμε ομάδες κυττάρων μορφολογικά και λειτουργικά διαφοροποιημένων, έτσι ώστε σε αγαστή συνεργασία και αλληλεξάρτηση μεταξύ τους να επιτελούν τις φυσιολογικές λειτουργίες, που είναι απαραίτητες για την επιβίωση, την ολοκλήρωση και την αναπαραγωγή ενός οργανισμού (Κουσουλάκος, 2007). 

			Τα επίπεδα (βαθμίδες) οργάνωσης του σώματος των πολυκύτταρων ζώων είναι τέσσερα: 

			1) Το Κυτταρικό επίπεδο: στο οποίο παρατηρείται διαφοροποίηση των κυττάρων με βάση εξειδικευμένες λειτουργίες, χωρίς να υπάρχει, ωστόσο, σύνδεση των κυττάρων για την επιτέλεση κοινής λειτουργίας (Μαστιγοφόρα Πρωτόζωα, Σπόγγοι). 

			2) Το Ιστολογικό επίπεδο: στο οποίο παρατηρείται συγκέντρωση παρόμοιων κυττάρων σε καθορισμένα πρότυπα με σκοπό τη δημιουργία των ιστών. Τα Κνιδόζωα ανήκουν σε αυτό το επίπεδο οργάνωσης, με πρώτο χαρακτηριστικό παράδειγμα τα νευρικά κύτταρα που αποτελούν μια ιστολογική δομή με συντονιστική λειτουργία.

			3) Το επίπεδο των Οργάνων: Όργανο καλείται ένα τμήμα του σώματος το οποίο είναι προσαρμοσμένο και εξειδικευμένο για την επιτέλεση μιας συγκεκριμένης λειτουργίας. Τα όργανα κατασκευάζονται από διαφορετικούς ιστούς, ένας από τους οποίους είναι υπεύθυνος για την κύρια λειτουργία του οργάνου, ενώ οι υπόλοιποι επιτελούν επικουρικό ρόλο. Στους Πλατυέλμινθες διακρίνονται για πρώτη φορά όργανα, όπως είναι η οπτική κηλίδα, αλλά και αναπαραγωγικά όργανα. 

			4) Το επίπεδο των Συστημάτων: Τα Όργανα που συνεργάζονται για την εκτέλεση συγκεκριμένης λειτουργίας ή ομάδας λειτουργιών αποτελούν ένα σύστημα οργάνων. Υπάρχουν συστήματα οργάνων που σχετίζονται µε όλες τις βασικές σωματικές λειτουργίες (αναπνοή, πέψη, αναπαραγωγή, άμυνα, συντονισμός των λειτουργιών κ.ά.). Στα Μετάζωα έχουν καταγραφεί έντεκα διαφορετικοί τύποι οργανικών συστημάτων: Αναπαραγωγικό, Αναπνευστικό, Ανοσολογικό, Απεκκριτικό, Ενδοκρινικό, Καλυπτήριο, Κυκλοφορικό, Μυϊκό, Νευρικό, Πεπτικό και Σκελετικό.

		

	
		
			1.3 Συνοπτική παρουσίαση των κυριότερων ομάδων υδρόβιων ζωικών οργανισμών 

			Τα κυριότερα χαρακτηριστικά των ομάδων των Υδρόβιων Ζωικών Οργανισμών που χρησιμοποιηθήκαν και ως πειραματικό υλικό στο παρόν εγχειρίδιο παρουσιάζονται συνοπτικά σε αυτό το κεφάλαιο. Παρουσιάζονται οκτώ φύλα ασπόνδυλων ζωικών οργανισμών και τα Χορδωτά. 

			1.3.1 Γενικά χαρακτηριστικά των ασπόνδυλων

			Τα χαρακτηριστικά των κυριότερων φύλων των ασπόνδυλων οργανισμών παρουσιάζονται στους επόμενους πίνακες (Πίνακες 1.1 έως 1.8).
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									Πινακοκύττρα, Χοανοκύτταρα, Ποροκύτταρα
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			Πίνακας 1.1 Χαρακτηριστικά των Σπόγγων.
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			Πίνακας 1.2 Χαρακτηριστικά των Κνιδόζωων.
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			Πίνακας 1.3 Χαρακτηριστικά των Πλατυελμίνθων.
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									Αμφιγονία, Γονοχωριστικά, Ερμαφρόδιτα

									Τροχοφόρος προνύμφη
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									Πόδι, μανδύας, όστρακο, ξύστρο
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			Πίνακας 1.4 Χαρακτηριστικά των Μαλακίων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ANNELIDA — ΔΑΚΤΥΛΙΟΣΚΩΛΗΚΕΣ
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									Τριπλοβλαστικά

								
							

							
									
									ΣΥΜΜΕΤΡΙΑ

								
									
									Αμφίπλευρη

								
							

							
									
									ΚΟΙΛΩΜΑ

									ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΚΟΙΛΟΤΗΤΑ

								
									
									Ευκοιλωματικά

									Σχιζόκοιλα

									Πρωτοστόμια

								
							

							
									
									ΣΤΗΡΙΚΤΙΚΕΣ ΔΟΜΕΣ

								
									
									Υδροστατικός σκελετός, Μεταμερή

								
							

							
									
									ΚΙΝΗΣΗ

								
									
									Παραπόδια, Οι βδέλλες με μυζητήρες

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ

								
									
									Πλήρες πεπτικό σύστημα

									Εξειδικευμένα οργανίδια

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Δερματική, Βράγχια,Παραπόδια

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Δέρμα (NH3) Μετανεφρίδια (Ουρία)

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Κλειστό, Αναπνευστικές χρωστικές

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									Άθροισμα γαγγλίων «Εγκέφαλος». Κοιλιακή νευρική χορδή

								
							

							
									
									ΑΙΣΘΗΤΗΡΙΑ ΟΡΓΑΝΑ

								
									
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Αμφιγονία, Γονοχωριστικά ή Ερμαφρόδιτα

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.5 Χαρακτηριστικά των Δακτυλιοσκώληκων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ARTHROPODA — ΑΡΘΡΟΠΟΔΑ

								
							

						
						
							
									
									ΒΛΑΣΤΙΚΕΣ ΣΤΙΒΑΔΕΣ

								
									
									Τριπλοβλαστικά

								
							

							
									
									ΣΥΜΜΕΤΡΙΑ

								
									
									Αμφίπλευρη

									Μεταμερισμένο σώμα

								
							

							
									
									ΚΟΙΛΩΜΑ ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΚΟΙΛΟΤΗΤΑ

								
									
									Ευκοιλωματικά, Σχιζόκοιλα, Πρωτοστόμια

								
							

							
									
									ΣΤΗΡΙΚΤΙΚΕΣ ΔΟΜΕΣ

								
									
									Εξωσκελετός, Χιτινώδης Ασβεστολιθικός 

								
							

							
									
									ΚΙΝΗΣΗ

								
									
									Αρθρωτά άκρα (Φτερά)

								
							

							
									
									ΠΕΨΗ

								
									
									Πλήρες Πεπτικό Σύστημα

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Τραχείες, Πνεύμονες, Βράγχια (υδρόβια είδη)

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Μαλπιγγιανά σωληνάρια, Κεραϊκοί αδένες

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Ανοιχτό, Αιματόκοιλο, Απουσία φλεβών

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									Εγκέφαλος, Κοιλιακή νευρική χορδή.

								
							

							
									
									ΑΙΣΘΗΤΗΡΙΑ ΟΡΓΑΝΑ

								
									
									Οφθαλμοί, Κεραίες

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Αμφιγονία, Γονοχωριστικά, Μεταμόρφωση

								
							

							
									
									ΙΔΙΑΙΤΕΡΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ

								
									
									Τραχείες

								
							

							
									
									ΕΜΠΟΡΙΚΑ ΕΙΔΗ

								
									
									22

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.6 Χαρακτηριστικά των Αρθροπόδων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									NEMATODA — ΝΗΜΑΤΩΔΕΙΣ

								
							

						
						
							
									
									ΒΛΑΣΤΙΚΕΣ ΣΤΙΒΑΔΕΣ

								
									
									Τριπλοβλαστικοί

								
							

							
									
									ΣΥΜΜΕΤΡΙΑ

								
									
									Αμφίπλευρη

								
							

							
									
									ΚΟΙΛΩΜΑ

								
									
									Ψευδοκοιλωματικά

								
							

							
									
									ΣΤΗΡΙΚΤΙΚΕΣ ΔΟΜΕΣ

								
									
									Υδροστατικός σκελετός

								
							

							
									
									ΠΕΨΗ 

								
									
									Πλήρες Πεπτικό Σύστημα (στόμα, έντερο, έδρα)

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ 

								
									
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Υγρό στο ψευδόκοιλο 

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									Γάγγλια

									Κοιλιακή και ραχιαία νευρική χορδή

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Αμφιγονία, Γονοχωριστικά

								
							

							
									
									ΧΡΗΣΤΙΚΗ ΑΞΙΑ

								
									
									Παράσιτα ανθρώπου, ζώων, φυτών

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.7 Χαρακτηριστικά των Νηματωδών.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΕΧΙΝΟΔΕΡΜΑ — ECHINODERMATA

								
							

						
						
							
									
									ΒΛΑΣΤΙΚΕΣ ΣΤΙΒΑΔΕΣ

								
									
									Τριπλοβλαστικά

								
							

							
									
									ΣΥΜΜΕΤΡΙΑ

								
									
									Ακτινωτή

									Απουσία κεφαλοποίησης στα ενήλικα

									Απουσία μεταμέρειας

								
							

							
									
									ΚΟΙΛΩΜΑ

									ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΚΟΙΛΟΤΗΤΑ

								
									
									Ευκοιλωματικά

									Εντερόκοιλα

									Δευτεροστόμια

								
							

							
									
									ΣΤΗΡΙΚΤΙΚΕΣ ΔΟΜΕΣ

								
									
									Ενδοσκελετός, Υδροστατικός σκελετός

								
							

							
									
									ΚΙΝΗΣΗ

								
									
									Υδροφορικό σύστημα, Βαδιστικοί ποδίσκοι

								
							

							
									
									ΠΕΨΗ

								
									
									Πλήρες πεπτικό σύστημα, Δίχωρο στομάχι

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Δερματικά βράγχια

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Δέρμα, NH3 , Απουσία οργάνων

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Κοιλωματικό υγρό

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									Διάχυτο, απουσία νευρικών χορδών

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Αμφιγονία, Γονοχωριστικά 

									Αμφοπλευροσυμμετρική και ελεύθερα κινούμενη προνύμφη

								
							

							
									
									ΙΔΙΑΙΤΕΡΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ

								
									
									Υδροφορικό σύστημα, Πεντακτινωτή συμμετρία, Ακανθωτός ενδοσκελετός

								
							

							
									
									ΕΜΠΟΡΙΚΑ ΕΙΔΗ

								
									
									6

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.8 Χαρακτηριστικά των Εχινοδερμάτων

			1.3.2 Γενικά χαρακτηριστικά των Χορδωτών

			Τα Χορδωτά είναι αμφιπλευροσυμμετρικά ζώα με πλήρες πεπτικό σύστημα και δευτερογενή εντεροκοιλωματική περισπλαγχνική κοιλότητα. Στο φύλο των Χορδωτών (Chordata), που είναι το πολυπληθέστερο των Δευτεροστομίων, ανήκουν τρία υπόφυλα: τα Ουροχορδωτά (Urochordata), τα Κεφαλοχορδωτά (Cephalochordata) και τα Σπονδυλωτά (Vertebrata). Τα κύρια χαρακτηριστικά των χορδωτών είναι:

			
					Η παρουσία νωτοχορδής. Σε κάποιο στάδιο του κύκλου τής ζωής τους φέρουν νωτιαία χορδή (ένα σκελετικό σχοινίο).

					Η παρουσία της νωτιαίας κοίλης νευρικής χορδής. Φέρουν ένα ραχιαίο σωληνοειδές νευρικό σχοινίο που, συνήθως, διευρύνεται στο πρόσθιο άκρο του και σχηματίζει τον εγκέφαλο.

					Η παρουσία φαρυγγικών ή βραγχιακών σχισμών. Σε κάποιο στάδιο της ζωής τους σχηματίζουν φαρυγγικούς θύλακες, που στα υδρόβια Χορδωτά μετατρέπονται σε φαρυγγικές σχισμές.

					Η παρουσία της ουράς. Σε κάποιο στάδιο στους ζωής τους φέρουν ουρά, που εκτείνεται μετά την έδρα (Μεταεδρική). Η ουρά διατηρείται ή χάνεται. 

			

			Τα Σπονδυλωτά (Σπονδυλόζωα), όπως υποδηλώνει και το όνομά τους, χαρακτηρίζονται από την παρουσία των σπονδύλων μεταμερικής σειράς μικρών σκελετικών δομών. Το κύριο χαρακτηριστικό διάκρισης των σπονδυλωτών από τα υπόλοιπα Χορδωτά είναι το κρανίο (οστέινο ή χόνδρινο), που υποστηρίζει ή προστατεύει τον εγκέφαλο. Σύμφωνα με την παραδοσιακή ταξινόμηση, τα σπονδυλωτά περιλαμβάνουν δύο υπερκλάσεις (υπεροματαξίες), τα Άγναθα (Κυκλόστομοι ιχθύες) και τα Γναθόστομα. Τα Γναθόστομα περιλαμβάνουν 6 κλάσεις: Χονδριχθύες, Οστεϊχθύες, Αμφίβια, Ερπετά, Πτηνά και Θηλαστικά. 

			Τα κύρια χαρακτηριστικά των σπονδυλωτών είναι: αμφίπλευρη συμμετρία, τρία βλαστικά δέρματα, κλειστό κυκλοφορικό σύστημα, κοιλιακή καρδιά, μεταμερικοί μύες (ο κορμός δεν εμφανίζει μεταμέρεια), χόνδρινος ή οστέινος ενδοσκελετός, κεφαλοποίηση. 

			Τα κυριότερα χαρακτηριστικά των ομάδων των Σπονδυλωτών που χρησιμοποιήθηκαν ως πειραματικό υλικό στο παρόν εγχειρίδιο παρουσιάζονται στους επόμενους πίνακες (Πίνακες 1.9 έως 1.14).

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΥΠΕΡΚΛΑΣΗ

								
									
									AGNATHA — ΑΓΝΑΘΑ

								
							

						
						
							
									
									ΣΚΕΛΕΤΟΣ

								
									
									Νωτοχορδή, Χόνδρινος ενδοσκελετός, Απουσία γνάθων

								
							

							
									
									ΕΞΑΡΤΗΜΑΤΑ

								
									
									Απουσιάζουν

								
							

							
									
									ΔΕΡΜΑ

								
									
									Γυµνό, βλεννώδεις αδένες

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

								
									
									Πλήρες, αµάρα

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Βράγχια (5-16 ζεύγη βραγχίων)

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Ένα ζεύγος νεφρών

								
							

							
									
									ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ

								
									
									Εξώθερµα

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Δίχωρη Καρδιά, Εµπύρηνα ερυθροκύτταρα

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									8-10 νεύρα

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Γονοχωριστικά, Ωοτόκα, Εξωτερική γονιµοποίηση

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.9 Χαρακτηριστικά των Αγνάθων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΚΛΑΣΗ 

								
									
									CHONDRICHTHYES — ΧΟΝΔΡΙΧΘΥΕΣ

								
							

						
						
							
									
									ΣΚΕΛΕΤΟΣ

								
									
									Νωτοχορδή, Χόνδρινος ενδοσκελετός

								
							

							
									
									ΕΞΑΡΤΗΜΑΤΑ

								
									
									2 ζεύγη πτερυγίων (θωρακικό & κοιλιακό)

								
							

							
									
									ΔΕΡΜΑ

								
									
									Πλακοειδή λέπια

									Βλεννώδεις Αδένες

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

								
									
									Πλήρες, αµάρα, Σπειροειδές έντερο

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Βράγχια (5-7 ζεύγη βραγχίων), (Spiracles σε κάποια)

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Ένα ζεύγος νεφρών. Τα βράγχια απελευθερώνουν NH3

								
							

							
									
									ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ

								
									
									Εξώθερµα

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Δίχωρη καρδιά, εµπύρηνα ερυθροκύτταρα

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									8-10 νεύρα

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Γονοχωριστικά, Ωοτόκα, Εξωτερική γονιµοποίηση,

									Ωοζωοτόκα, Εσωτερική γονιµοποίηση

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.10 Χαρακτηριστικά των Χονδριχθύων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΚΛΑΣΗ

								
									
									OSTEICHTHYES — ΟΣΤΕΪΧΘΥΕΣ

								
							

						
						
							
									
									ΣΚΕΛΕΤΟΣ

								
									
									Νωτοχορδή, οστέινος ενδοσκελετός

								
							

							
									
									ΕΞΑΡΤΗΜΑΤΑ

								
									
									Δύο ζεύγη πτερυγίων (θωρακικό & κοιλιακό)

								
							

							
									
									ΔΕΡΜΑ

								
									
									Λέπια (γανοειδή, κυκλοειδή, κτενοειδή), βλεννώδεις αδένες

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

								
									
									Πλήρες, αµάρα 

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Βράγχια (Λίγα ζεύγη βραγχίων), επικαλυµµατικό

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Ένα ζεύγος νεφρών, τα βράγχια απελευθερώνουν NH3

								
							

							
									
									ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ

								
									
									Ωσμορύθμιση, Εξώθερµα

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Δίχωρη Καρδιά, εµπύρηνα ερυθροκύτταρα

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									10 ζεύγη κρανιακών νεύρων

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Γονοχωριστικά, Ωοτόκα, Εξωτερική γονιµοποίηση

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.11 Χαρακτηριστικά των Οστεϊχθύων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΚΛΑΣΗ

								
									
									ΑΜΦΙΒΙΑ

								
							

						
						
							
									
									ΣΚΕΛΕΤΟΣ

								
									
									Σκελετός οστέινος με ποικίλλοντα αριθμό σπονδύλων. Οι πλευρές σε άλλα υπάρχουν ή απουσιάζουν ή είναι συντηγμένες με σπονδύλους. Ποικίλλει το σχήμα του σώματος. Σε μερικά υπάρχει ευδιάκριτο κεφάλι, κορμός, ουρά και άκρα

								
							

							
									
									ΕΞΑΡΤΗΜΑΤΑ

								
									
									Τέσσερα συνήθως άκρα (μερικά στερούνται). Εμπρός πόδια μικρότερα των πίσω και με 4 δάχτυλα (συνήθως). Συχνά πόδια με μεμβράνες. Νύχια απουσιάζουν 

								
							

							
									
									ΔΕΡΜΑ

								
									
									Λείο, υγρό δέρμα με πολλούς αδένες. Κοινή η παρουσία χρωματοφόρων κυττάρων. Δηλητηριώδεις αδένες σε ορισμένα είδη

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

								
									
									Πλήρες, Αµάρα, Στόμα συνήθως μεγάλο, με μικρά δόντια στην επάνω ή και στις δύο γνάθους 

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Βράγχια, δέρμα, πνεύμονες. Εξωτερικά βράγχια στις προνυμφικές μορφές

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Ένα ζεύγος νεφρών. Κύριο αζωτούχο απέκκριμα η ουρία

								
							

							
									
									ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ

								
									
									Εξώθερµα, ελαχιστοποίησαν τις απώλειες νερού

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Τρίχωρη καρδιά (δύο κόλποι και μια κοιλία)

									Το δέρμα τροφοδοτείται από άφθονα αγγεία. Εµπύρηνα ερυθροκύτταρα

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									10 ζεύγη κρανιακών νεύρων

								
							

							
									
									ΑΙΣΘΗΤΗΡΙΑ ΟΡΓΑΝΑ

								
									
									Ανιχνεύουν οσμές και ήχους μέσω του αέρα στην ξηρά.

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Γονοχωριστικά, ωοτόκα, εξωτερική ή εσωτερική γονιμοποίηση

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.12 Χαρακτηριστικά των Αμφιβίων.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΚΛΑΣΗ

								
									
									REPTILIA — ΕΡΠΕΤΑ

								
							

						
						
							
									
									ΣΚΕΛΕΤΟΣ

								
									
									Οστέινος ενδοσκελετός

								
							

							
									
									ΕΞΑΡΤΗΜΑΤΑ

								
									
									Δύο ζεύγη άκρων για στήριξη του σώµατος και υποστήριξη της κίνησης

								
							

							
									
									ΔΕΡΜΑ

								
									
									Ξηρό (φολίδες, θωράκιση)

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

								
									
									Πλήρες, Αμάρα

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Πνεύμονες, Λάρυγγας

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Κύριο αζωτούχο απέκκριμα το ουρικό οξύ

								
							

							
									
									ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ

								
									
									Εξώθερµα

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Τετράχωρη καρδιά, Εµπύρηνα ερυθροκύτταρα

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									12 ζεύγη κρανιακών νεύρων

								
							

							
									
									ΑΙΣΘΗΤΗΡΙΑ ΟΡΓΑΝΑ

								
									
									Ανεπτυγμένα, Κεφαλοποίηση

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Γονοχωριστικά, Ωοτόκα (Μερικά Ωοζωοτόκα), Εσωτερική γονιµοποίηση, Αµνιωτικό αυγό

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.13 Χαρακτηριστικά των Ερπετών.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΚΛΑΣΗ

								
									
									MAMMALIA — ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ

								
							

						
						
							
									
									ΣΚΕΛΕΤΟΣ

								
									
									Οστέινος ενδοσκελετός

								
							

							
									
									ΕΞΑΡΤΗΜΑΤΑ

								
									
									Δύο ζεύγη άκρων

								
							

							
									
									ΔΕΡΜΑ

								
									
									Τρίχες, φολίδες, άκανθες, κεράτινοι σχηµατισµοί, γαλακτογόνοι αδένες

								
							

							
									
									ΠΕΠΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

								
									
									Διαχωρισµός σε έδρα και ουρήθρα

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΝΟΗ

								
									
									Πνεύμονες

								
							

							
									
									ΑΠΕΚΚΡΙΣΗ

								
									
									Αζωτούχο απέκκριμα ή ουρία

								
							

							
									
									ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ

								
									
									Ενδόθερµα

								
							

							
									
									ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΚΟ

								
									
									Τετράχωρη καρδιά, Απύρηνα ερυθροκύτταρα

								
							

							
									
									ΝΕΥΡΙΚΟ

								
									
									Πολύπλοκος εγκέφαλος

								
							

							
									
									ΑΙΣΘΗΤΗΡΙΑ ΟΡΓΑΝΑ

								
									
									Ανεπτυγμένα, Κεφαλοποίηση

								
							

							
									
									ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

								
									
									Γονοχωριστικά, Ζωοτόκα, Εσωτερική γονιµοποίηση, Αµνιωτικό αυγό, Πλακούντας

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.14 Χαρακτηριστικά των Θηλαστικών.

		

	
		
			1.4 Συνοπτική παρουσίαση των Ιστών

			Ως ιστός ορίζεται ένα σύνολο παρόμοιων κυττάρων τα οποία, μαζί με τα κυτταρικά τους προϊόντα, εξειδικεύονται στην εκτέλεση μια κοινής λειτουργίας και προκύπτουν κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης κάθε ζωικού οργανισμού. Στα Μετάζωα όλα τα κύτταρα συμμετέχουν στον σχηματισμό των ιστών. Οι ιστοί οντογενετικά σχηματίζονται από τη διαφοροποίηση των βλαστικών στιβάδων µέσω της διαδικασίας της ιστογένεσης. Παρά την πολυπλοκότητα που έχει το σώμα των ζωικών οργανισμών, στο ενήλικο άτομο υπάρχουν τέσσερις βασικοί τύποι ιστών, οι Επιθηλιακοί, οι Συνδετικοί, οι Μυϊκοί και οι Νευρικοί ιστοί. Οι ιστοί διαχωρίζονται σε υποομάδες βάσει των μορφολογικών και λειτουργικών χαρακτηριστικών των κυττάρων και της μεσοκυττάριας ουσίας. 

			Οι ιστοί και τα όργανα ενός ατόμου υφίστανται συχνά κατά τη διάρκεια της ζωής του διάφορες φυσιολογικές και παθολογικές φθορές. Τα κύτταρα που πεθαίνουν και απομακρύνονται μπορούν να αντικατασταθούν (αναγέννηση ιστών) είτε με πολλαπλασιασμό των υπολοίπων διαφοροποιημένων κυττάρων είτε με πολλαπλασιασμών ειδικών αδιαφοροποίητων κυττάρων. Σε ορισμένα είδη κυττάρων (όπως είναι τα νευρικά κύτταρα, τα λιποκύτταρα, τα κύτταρα του κρυσταλλοειδή φακού του οφθαλμού) δεν υπάρχει δυνατότητα αναγέννησης. 

			1.4.1 Επιθηλιακοί ιστοί

			Ο επιθηλιακός ιστός προέρχεται και από τα τρία βλαστικά στρώματα του εμβρύου. Χαρακτηρίζεται από την παρουσία άφθονων κύτταρων, τη στενή σύνδεση των κυττάρων και τη μικρή ποσότητα μεσοκυττάριας ουσίας. Ο επιθηλιακός ιστός δεν έχει αγγεία, τρέφεται από τον υποκείμενο συνδετικό ιστό, έχει όμως άφθονες νευρικές απολήξεις. Τα επιθηλιακά κύτταρα ταξινομούνται σε δυο μεγάλες ομάδες: τα καλυπτήρια και τα αδενικά επιθήλια. 

			Τα καλυπτήρια επιθήλια είναι ιστοί των οποίων τα κύτταρα είναι οργανωμένα σε στιβάδες που φτιάχνουν µεµβράνες και σκεπάζουν την εξωτερική επιφάνεια ή καλύπτουν τις εσωτερικές κοιλότητες του σώματος, τους αγωγούς και τους αυλούς των αγγείων. Ταξινομούνται ανάλογα µε τη μορφή που έχουν τα κύτταρα και µε τον αριθμό των κυτταρικών στρωμάτων (Πίνακας 1.15, Εικόνα 1.1). Η ελεύθερη επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων μπορεί να εμφανίζει προεκβολές (π.χ. μικρολάχνες, κροσσοί). Ανάμεσα στα επιθηλιακά κύτταρα και τον υποκείμενο συνδετικό ιστό παρεμβάλλεται μια στιβάδα από εξωκυττάριο υλικό, παραδοσιακά γνωστή στην οπτική μικροσκοπία ως «βασικός υμένας». 

			Οι αδενικοί επιθηλιακοί ιστοί είναι αυτοί που αποτελούνται από κύτταρα που ειδικεύονται στο να φτιάχνουν ένα υγρό έκκριµα, που διαφέρει σε σύνθεση από το αίµα ή το µεσοκυττάριο υγρό. Αυτή η διεργασία συνοδεύεται, συνήθως, από µια ενδοκυτταρική σύνθεση µακροµορίων. Αυτές οι ουσίες αποθηκεύονται τις περισσότερες φορές σαν μικρά εκκριτικά κοκκία. Η φύση που έχουν αυτά τα µακροµόρια ποικίλλει: εκκρίνουν ένζυµα (π.χ. πάγκρεας), λιπίδια (π.χ. επινεφρίδια και σµηγµατογόνοι αδένες) ή σύµπλοκα από υδατάνθρακες και πρωτεΐνες (π.χ. σιελογόνοι αδένες). Οι αδένες εκκρίνουν σε ελεύθερες επιφάνειες, όπως η επιδερµίδα, ή σε ανοικτές κοιλότητες, όπως ο πεπτικός σωλήνας, ή µεταφέρουν το προϊόν τους σε άλλους ιστούς - στόχους µέσω του κυκλοφορικού συστήµατος. (Εικόνα 1.1). Η παραπάνω διάκριση δεν είναι απόλυτη, καθώς υπάρχουν καλυπτήρια επιθήλια που διαθέτουν εκκριτικά κύτταρα (π.χ. επιθήλιο που επιστρώνει το στομάχι, τα βλεννώδη κύτταρα του έντερου).

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									Α) ΜΟΡΦΗ

								
							

						
						
							
									
									Πλακώδες (squamous)

								
									
									Πεπλατυσµένα κύτταρα

								
							

							
									
									Κυβικό (cuboidal)

								
									
									Μεγαλύτερο ύψος από το πλακώδες, 4 πλευρές περίπου ίσες

								
							

							
									
									Κυλινδρικό (columnar)

								
									
									Μήκος κυττάρου > πλάτος

								
							

							
									
									Β) ΑΡΙΘΜΟΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΣΤΙΒΑΔΩΝ

								
							

							
									
									Απλό (simple)

								
									
									Μία στιβάδα κυττάρων (όλα τα κύτταρα εφάπτονται στον βασικό υµένα)

								
							

							
									
									Πολύστιβο (stratified)

								
									
									Τα κύτταρα σχηµατίζουν πολλά στρώµατα (δεν εφάπτονται όλα στον βασικό υµένα)

								
							

							
									
									Ψευδοπολύστιβο (pseudostratified)

								
									
									Μία στιβάδα, αλλά δίνει την ψευδαίσθηση πολύστιβου. Όλα τα κύτταρα εφάπτονται στον βασικό υµένα, αλλά αυτό δε διακρίνεται πάντα, γιατί οι πυρήνες είναι τοποθετημένοι σε διαφορετικά επίπεδα.

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.15 Ταξινόμηση του επιθηλιακού ιστού με κριτήριο διάκρισης τη μορφή (Α) και τον αριθμό των κυτταρικών στιβάδων (Β).
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			Εικόνα 1.1 Επιθηλιακοί ιστοί. Φωτομικρογραφίες μονιμοποιημένων παρασκευασμάτων του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. A: Τομή νεφρού βατράχου (απλό κυβικό επιθήλιο). B: Τομή παχέος εντέρου ποντικού (βλεννογόνος χιτώνας με απλούς σωληνοειδείς αδένες) Γ: Τομή δέρματος ποντικού (καλυπτήριο επιθήλιο στην επιδερμίδα) Δ: Τομή γεννητικού αδένα αρσενικού ποντικού (σπερματικά σωληνάρια που επαλείφονται από σύνθετο πολύστιβο επιθήλιο).

			1.4.2 Συνδετικοί ιστοί

			Οι Συνδετικοί ιστοί είναι μια ποικίλη ομάδα ιστών που εξυπηρετούν διάφορες λειτουργίες σύνδεσης (τένοντες, σύνδεσμοι) και στήριξης (οστά, χόνδροι) και αλλά συμβάλλουν επίσης και στην υποστήριξη των μαλακών ιστών, στην άμυνα (αίμα, λέμφος), και στη θρέψη (αίμα, λιπώδης ιστός) διαφόρων συστατικών του σώματος.

			Οι Συνδετικοί ιστοί αποτελούνται από λίγα σχετικά κύτταρα που και άφθονη μεσοκυττάρια ουσία. Υπάρχουν πολλά είδη κυττάρων στους συνδετικούς ιστούς. Τα χαρακτηριστικά κύτταρα των γνήσιων συνδετικών ιστών είναι οι ινοβλάστες, από τους οποίου παράγεται η μεσοκυττάρια ουσία, η οποία αποτελείται από εξωκυττάριες ίνες και από την άµορφη διάµεση (ή θεμέλια) ουσία. Υπάρχουν τρεις κύριοι τύποι από ίνες του συνδετικού ιστού: οι κολλαγόνες, οι δικτυωτές και οι ελαστικές ίνες. Οι δύο πρώτες αποτελούνται από την πρωτεΐνη κολλαγόνο (η πιο άφθονη πρωτεΐνη στο ζωικό βασίλειο), ενώ οι ελαστικές από την πρωτεΐνη ελαστίνη. Οι περισσότεροι τύποι συνδετικού ιστού αναπτύσσονται από το µεσόδερµα. 

			Οι Συνδετικοί ιστοί ανάλογα με τη μορφολογία, τη λειτουργία και την κατανομή των κυττάρων και της μεσοκυττάριας ουσίας καθώς και ανάλογα με την εμβρυολογική προέλευση ταξινομούνται σε επιμέρους κατηγορίες (Πίνακας 1.16).

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									1. Κύριοι

								
									
									Χαλαρός ή Χοριονικός (loose, areolar)

								
							

							
									
									Στερεός (dense)

								
							

							
									
									2. Εξειδικευμένοι

								
									
									Λιπώδης (adipose)

								
							

							
									
									Ελαστικός (elastic)

								
							

							
									
									Λεμφικός (lymphatic)

								
							

							
									
									Αιμοποιητικός (heamopoetic)

								
							

							
									
									Αίμα (Blood)

								
							

							
									
									3. Ερειστικοί

								
									
									Χόνδρος (cartilage)

								
							

							
									
									Οστίτης (bone)

								
							

							
									
									4. Εμβρυικοί

								
									
									Μεσέγχυμα (mesenchyme)

								
							

							
									
									Βλεννώδης (mucous)

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 1.16 Ταξινόμηση των συνδετικών ιστών (από Κουσουλάκος, 2007).

			Ο χαλαρός συνδετικός ιστός απαντά σε όλα τα σημεία του σώματος, όπως π.χ. κάτω από επιθήλια ή γύρω από αδένες και νεύρα, και χαρακτηρίζεται από σχετικά μεγάλη αναλογία κυττάρων/μεσοκυττάριας ουσίας (Εικόνα 1.2). Ο στερεός συνδετικός ιστός έχει μικρή αναλογία κυττάρων (ινοβλαστών) / μεσοκυττάριας ουσίας, με αποτέλεσμα να είναι λιγότερο ελαστικός από τον χαλαρό συνδετικό ιστό και να παρουσιάζει μεγαλύτερη αντοχή σε τάσεις. Βρίσκεται κάτω από τον χαλαρό συνδετικό ιστό σε διάφορες θέσεις, όπως στη δερμίδα, στον υποβλεννογόνο τού Πεπτικού Συστήματος και περιβάλλει διάφορα όργανα (Εικόνα 1.2). Επίσης βρίσκεται στους συνδέσμους και στους τένοντες του μυικού συστήματος, όπου χαρακτηρίζεται από την παράλληλη διάταξη των ινών κολλαγόνου και τη συνάθροισή τους σε δεσμίδες. 

			Ο λιπώδης ιστός είναι ένας ειδικός τύπος συνδετικού ιστού, όπου επικρατούν τα λιπώδη κύτταρα ή λιποκύτταρα. Τα κύτταρα αυτά απαντούν είτε αποµονωµένα ή σε μικρές ομάδες μέσα στον ίδιο τον συνδετικό ιστό, αλλά τα περισσότερα βρίσκονται μέσα στον λιπώδη ιστό στο σώμα. Ο ιστός αυτός είναι ιδιαίτερα σημαντικός σαν αποθήκη ενέργειας. Επίσης, ο λιπώδης ιστός φτιάχνει επιστρώσεις που ενεργούν για την απορρόφηση των δονήσεων και συµμετέχει στη θερμική απομόνωση του σώματος (είναι κακός αγωγός της θερμότητας). 

			Το αίμα (Εικόνα 1.2) είναι ένας υγρός ιστός που ρέει μονόδρομα μέσα στα αιμοφόρα αγγεία, προωθούμενο από τις ρυθμικές συσπάσεις της καρδιάς (κλειστό κυκλοφορικό σύστημα στα Σπονδυλόζωα). Αποτελείται από τα κύτταρα του αίματος (έμμορφα συστατικά, αιμοκύτταρα) και από την υγρή μεσοκυττάρια ουσία (υδατικό διάλυµα αλάτων, υδατανθράκων και πρωτεϊνών). Τα κύτταρα αποτελούν κάτι λιγότερο από το 50% του όγκου του αίματος και διακρίνονται σε τρεις κατηγορίες: τα ερυθροκύτταρα, τα λευκοκύτταρα και τα αιµοπετάλια ή θρομβοκύτταρα.

			Ο χόνδρινος ιστός (Εικόνα 1.3) είναι ένας στέρεος αλλά παράλληλα εύκαμπτος τύπος συνδετικού ιστού. Η επιφάνειά του είναι συνήθως λεία και ελαστική. Οι κύριες λειτουργίες του είναι η υποστήριξη των µαλακών µορίων και η εξασφάλιση λείας επιφάνειας στις αρθρώσεις. Με τον τρόπο αυτό διευκολύνει τις κινήσεις των οστών. Το µεσοκυττάριο υγρό του αποτελείται κυρίως από θειική χονδροϊτίνη και κολλαγόνο ή ελαστίνη. Ο χόνδρινος ιστός δεν έχει αγγεία. Τρέφεται µε διάχυση από τα τριχοειδή που βρίσκονται στον συνδετικό ιστό που είναι κοντά του ή µε το αρθρικό υγρό που βρίσκεται στις αρθρικές κοιλότητες. Διακρίνονται τρεις τύποι χόνδρινου ιστού: ο υαλώδης, ο ινώδης και ο ελαστικός χόνδρος. 

			Ο οστίτης ιστός (Εικόνα 1.4) είναι ασβεστοποιημένος συνδετικός ιστός που περιέχει άλατα ασβεστίου οργανωμένα γύρω από ίνες κολλαγόνου και τρεις κύριους τύπους κυττάρων (οστεοκύτταρα, οστεοβλάστες, οστεοκλάστες). Η ανόργανη ουσία (50% περίπου του ξηρού βάρους της θεμέλιας ουσίας) περιέχει κυρίως ασβέστιο και φωσφόρο, µε τη μορφή κρυστάλλων υδροξυαπατίτη [Ca10(PO4)6(OH)2]. Επίσης περιέχει διττανθρακικό άλας, μαγνήσιο, κάλιο και νάτριο. Η οργανική ουσία αποτελείται από ίνες κολλαγόνου (95%) και άμορφη θεμέλια ουσία, που περιέχει ουδέτερους και όξινους βλεννοπολυσακχαρίτες (θειική-4-χονδροϊτίνη, θειική-6-χονδροϊτίνη, θειική κερατάνη) συνδεδεμένους µε πρωτεΐνες. Η σχέση του υδροξυαπατίτη µε το κολλαγόνο είναι υπεύθυνη για τη σκληρότητα και την αντίσταση που χαρακτηρίζουν τα οστά. Ιστολογικά διακρίνονται δύο είδη οστίτη ιστού: o ανώριμος (πρωτογενής ή δικτυωτός) και ο ώριμος (δευτερογενής ή µε πετάλια).
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			Εικόνα 1.2 Επίχρισμα αίματος ανθρώπου. a: ερυθρά αιμοσφαίρια, b: ουδετερόφιλα λευκοκύτταρα, c: ηωσινόφιλο λευκοκύτταρο, d:λεμφοκύτταρο (Πηγή: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blood_smear.jpg).
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			Εικόνα 1.3 Υαλώδης χόνδρος (Πηγή: https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3ACartilage_polarised.jpg).
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			Εικόνα 1.4 Οστίτης ιστός (Πηγή: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Compact_bone_-_ground_cross_section.jpg).

			1.4.3 Μυϊκοί ιστοί

			Ο µυϊκός ιστός είναι ένας διεγέρσιμος και συσταλτός ιστός. Αποτελείται από επιμήκη κύτταρα, τις µυϊκές ίνες, που χαρακτηρίζονται από την παρουσία συσταλτών πρωτεϊνών (κυτταροπλασµατικά ινίδια). Ταξινομείται ανάλογα με τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των μυικών ινών σε γραμμωτό (striated) και λείο (smooth). Ο γραμμωτός διαχωρίζεται σε γραµµωτό σκελετικό μυικό ιστό (skeletal) και σε γραµµωτό καρδιακό µυϊκό ιστό (cardiac) (Εικόνα 1.5).

			Oι µύες διακρίνονται σε εκούσιους και σε ακούσιους ως προς τη νεύρωση τους, και σε σωματικούς (κινούν τα οστά ή τους χόνδρους) και σπλαχνικούς (ελέγχουν τη δραστηριότητα των οργάνων, των αγγείων και των αγωγών) ως προς τη θέση τους. Ο µυϊκός ιστός είναι υπεύθυνος για τις κινήσεις του σώματος. Επίσης, οι μύες βρίσκονται στα σπλάχνα, όπου επηρεάζουν τις κινήσεις του πεπτικού σωλήνα κατά την πέψη, τις κινήσεις του θώρακα κατά την αναπνοή και τις κινήσεις των αγγείων για την κυκλοφορία του αίματος. Δευτερογενώς, οι μύες παράγουν θερμότητα.

			Οι μυικές ίνες (muscle fibers) του γραµµωτού σκελετικού μυικού ιστού είναι κυλινδρικά πολυπύρηνα κύτταρα που προέρχονται από τη σύντηξη μονοπύρηνων κυττάρων κατά την οντογένεση. Οι ίνες έχουν διάμετρο από 10 έως 100 µm και διαφέρουν σημαντικά στο μήκος. Η διαφοροποιημένη μεμβράνη των μυικών ινών ονομάζεται σαρκείλημα και το κυτταρόπλασμα σαρκόπλασμα. Οι πυρήνες είναι ωοειδείς και βρίσκονται συνήθως στην περιφέρεια του κυττάρου κάτω από την κυτταρική µεµβράνη. Στο σαρκόπλασμα βρίσκονται οι συσταλτές πρωτεΐνες του μυός, που ομαδοποιούνται σε μυικά ινίδια (myofibrils). Κάθε μυικό ινίδιο περιβάλλεται από το σαρκοπλασματικό δίκτυο, που είναι το διαφοροποιημένο λείο ενδοπλασματικό δίκτυο του κυττάρου. Η διάμετρος των μυικών ινιδίων είναι 1 µm και εκτείνονται από το ένα έως το άλλο άκρο της μυικής ίνας. Τα μυικά ινίδια διαιρούνται σε ευκρινείς δομικές μονάδες, τα σαρκομερίδια. 

			Ο σκελετικός μυικός ιστός, όπως φαίνεται μέσα από ένα οπτικό μικροσκόπιο, αποτελείται από επαναλαμβανόμενες σειρές ανοιχτόχρωμων και σκουρόχρωμων ζωνών, οι οποίες ενώνονται ανά 2 μm περίπου με στενές σκούρες ταινίες, που ονομάζονται γραμμές Ζ (Ζ- lines). Ένα τυπικό γραμμωτό κύτταρο έχει πολλαπλές γραμμές Ζ. Οι γραμμές Ζ δημιουργούνται από μια πρωτεΐνη (α-ακτινίνη), η οποία διασχίζει εγκάρσια τα μυικά ινίδια και ενώνει τα σαρκομερίδια μεταξύ τους. Η δομή και η εμφάνιση του σαρκομεριδίου κάτω από το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο οφείλεται στη δομή και τη διάταξη των μυονηματίων, που αποτελούνται κυρίως από τις πρωτείνες μυοσίνη (myosin) και ακτίνη (actin). 

			Ομάδες μυικών ινών περιβάλλονται από το περιμύκιο (συνδετικός ιστός) και ομαδοποιούνται σε μυικές δέσμες. Το περιμύκιο βρίσκεται σε συνέχεια με το ενδομύκιο που περιβάλλει κάθε μυική ίνα. Το ενδομύκιο βρίσκεται σε συνέχεια με το σαρκείλειμα που περιβάλλει την πλασματική μεμβράνη του μυικού κυττάρου. Η στενή σύνδεση της κύριας μεμβράνης του μυϊκού κυττάρου και των διαφόρων δομών του συνδετικού ιστού παρέχει τη δυνατότητα να μεταβιβαστεί στους τένοντες η δύναμη που παράγεται κατά τη μυική σύσπαση. Η συστολή των γραμμωτών σκελετικών μυών είναι εκούσια, γρήγορη και δυνατή. 

			Τα κύτταρα του καρδιακού γραµµωτού µυός (Εικόνα 1.5) είναι µαζεµένα σε στήλες που αναστομώνονται ακανόνιστα. Οι στήλες περιβάλλονται από ένα λεπτό περίβλημα συνδετικού ιστού, που αντιστοιχεί στο ενδοµύκιο του σκελετικού µυός. Έχουν ζώνες που σχηματίζουν εγκάρσιες γραµµώσεις, αλλά μπορεί εύκολα να διακριθούν από τις σκελετικές µυϊκές ίνες γιατί φέρουν ένα ή δύο κεντρικά τοποθετημένους πυρήνες και είναι πιο άφθονα σε σαρκόπλασµα, µιτοχόνδρια και γλυκογόνο. Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό τους είναι οι κλιµακωτές ταινίες, δηλαδή εγκάρσιες γραµµές, σκοτεινά χρωµατισµένες που διαπερνούν τη µυϊκή ίνα εκεί όπου ενώνονται δύο γειτονικά κύτταρα. Η συστολή τους είναι ακούσια, δυνατή και ρυθµική.

			Ο λείος μυϊκός ιστός (Εικόνα 1.5) βρίσκεται στα τοιχώματα του γαστρεντερικού σωλήνα και των αγγείων, στον συνδετικό ιστό ορισμένων οργάνων (π.χ. προστάτης, Σπερµατοδόχοι κύστεις). Στα τοιχώματα των σπλάγχνων συναντάται ο μονομοναδικός λείος μυς (unitary), όπου τα μυϊκά κύτταρα είναι τοποθετημένα σε στρώσεις και συνδέονται μεταξύ τους με πολλαπλές χιασμοσυνδέσεις, ώστε να μεταδίδεται άμεσα η ηλεκτρική δραστηριότητα μεταξύ γειτονικών λείων μυϊκών κυττάρων. Τα λεία μυϊκά κύτταρα είναι επιμήκη ατρακτοειδή ή με διακλαδώσεις. Το πλάτος τους κυμαίνεται από 5 έως 10 µm και το μήκος τους από 30-200 µm. Έχουν ένα κεντρικά τοποθετημένο πυρήνα και η κυτταρική τους μεμβράνη εμφανίζει χαρακτηριστικές ιστολογικές και λειτουργικές διαφοροποιήσεις. Περιέχουν ακτίνη και μυοσίνη ως συσταλτές πρωτεΐνες, αλλά δεν εμφανίζουν εναλλαγές ανοιχτόχρωμων και σκουρόχρωμων ζωνών (γραµµώσεις) στο μικροσκόπιο. Στη θέση των γραμμών Ζ υπάρχουν άλλες δομές, τα πυκνά σωμάτια, που βρίσκονται διάσπαρτα στο σαρκόπλασμα. Το σαρκοπλασματικό δίκτυο είτε δεν παρουσιάζεται είτε είναι λιγότερο ανεπτυγμένο. Η συστολή των κυττάρων του λείου μυϊκού ιστού είναι αργή και ακούσια.
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			Εικόνα 1.5 Μυικοί ιστοί ανθρώπου Α: γραμμωτός μυικός ιστός, Β: λειος μυικός ιστός, Γ: καρδιακός μυικός ιστός (Πηγή: https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3A414_Skeletal_Smooth_Cardiac.jpg).

			1.4.4 Νευρικός ιστός

			Το νευρικό σύστημα αποτελείται από ολόκληρο τον νευρικό ιστό του σώματος και διαιρείται ανατομικά στο κεντρικό νευρικό σύστημα (ΚΝΣ), που αποτελείται από τον εγκέφαλο και τον νωτιαίο μυελό, και στο περιφερικό νευρικό σύστημα (ΠΝΣ), που περιλαμβάνει τον υπόλοιπο νευρικό ιστό, δηλαδή τα νεύρα που συνδέουν το ΚΝΣ με άλλους ιστούς, τα γάγγλια, που αποτελούν ενδιάμεσους νευρικούς σταθμούς, και τους αισθητικούς υποδοχείς.

			Ο νευρικός ιστός προέρχεται από το εξώδερµα και ειδικεύεται στην υποδοχή των διεγέρσεων και στη μεταβίβαση των νευρικών παλμών (ώσεων). Η κύρια λειτουργία του είναι η πρόσληψη, η ανάλυση και ο συνδυασμός ερεθισμάτων από το εξωτερικό περιβάλλον ή το εσωτερικό τού σώματος, που οδηγεί στην κατάλληλη απάντηση από τα εκτελεστικά όργανα (μύες, σπλάχνα, αδένες). Το νευρικό σύστημα είναι μεταξύ άλλων, δηλαδή, υπεύθυνο για την ταχεία και ακριβή επικοινωνία μεταξύ απομακρυσμένων περιοχών του σώματος (Εικόνα 1.6).

			Ο νευρικός ιστός αποτελείται από δύο κύριους τύπους κυττάρων: 

			
					Τα νευρικά κύτταρα ή νευρώνες, που είναι οι λειτουργικές μονάδες τού νευρικού ιστού και είναι εξειδικευμένα στο να προσλαμβάνουν πληροφορίες από τους αισθητικούς υποδοχείς και από τις χημικές αλλαγές που γίνονται στο εσωτερικό και εξωτερικό περιβάλλον, να τις επεξεργάζονται και να τις μεταδίδουν, σαν ώσεις, σε άλλα σημεία του νευρικού συστήματος. Επίσης, είναι υπεύθυνα για την παραγωγή και αποστολή ερεθισμάτων σε εκτελεστικά όργανα. Τα νευρικά κύτταρα σχηματίζουν ένα διαπλεκόμενο δίκτυο και οι εξειδικευμένες περιοχές τους, στα σημεία σύνδεσης μεταξύ τους, που είναι υπεύθυνες για τη μετάδοση των πληροφοριών, ονομάζονται συνάψεις. 

					Τα στηρικτικά κύτταρα, στα οποία ανήκουν στο μεν ΚΝΣ τα νευρογλοιακά κύτταρα, που αποτελούν απλά τη γλοία, στο δε ΠΝΣ τα κύτταρα Schwann των περιφερικών νεύρων και τα δορυφόρα κύτταρα των γαγγλίων. 
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			Εικόνα 1.6 Νευρικός ιστός. Νευρώνες σε τομή εγκεφάλου πιθήκου (Πηγή: https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3ANeuronGolgi.png).
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			2. Μέθοδοι και τεχνικές ιστολογίας

			Σύνοψη

			Στο δεύτερο κεφάλαιο παρουσιάζονται αναλυτικά οι μέθοδοι και οι τεχνικές για την παραγωγή ιστολογικών τομών. Παρουσιάζεται επίσης συνοπτικά ο βασικός εξοπλισμός ενός εργαστηρίου Ιστολογίας και δίνονται οδηγίες για την παρατήρηση των παρασκευασμάτων σε οπτικό μικροσκόπιο. Σε όλες τις ενότητες υπάρχουν εποπτικοί πίνακες και φωτογραφίες.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Γενική Ζωολογία, Χημεία.

		

	
		
			2.1 Παρασκευή ζωικών υλικών για μικροσκοπική εξέταση

			Κάθε βιολογικό υλικό πρέπει να υποστεί κάποια κατάλληλη προετοιμασία, ώστε να μελετηθεί στο μικροσκόπιο. Οι δύο κλασικές τεχνικές για την ετοιμασία και τη μελέτη των μικροσκοπικών παρασκευασμάτων είναι: 

			
					η άμεση παρατήρηση ζωντανού υλικού (νωπό παρασκεύασμα) και

					η παρατήρηση του υλικού, ύστερα από στερέωση και χρώση (μόνιμα ή ημι-μόνιμα παρασκευάσματα).

			

			Σε κάθε περίπτωση η επεξεργασία αρχικά περιλαμβάνει:

			
					τη συλλογή υλικού,

					την καταγραφή και ταξινόμηση του υλικού και 

					τη μακροσκοπική εξέταση.

			

			Στα προσωρινά παρασκευάσματα η παρατήρηση του δείγματος γίνεται είτε στη φυσική του κατάσταση (όπως απαντά στον οργανισμό) είτε μετά από την απομόνωση ορισμένων στοιχείων που ενδιαφέρουν την άσκηση ή την έρευνα. 

			Τα μόνιμα παρασκευάσματα ετοιμάζονται με ειδικές τεχνικές κατεργασίας και έγκλεισης, που εξασφαλίζουν ποιότητα και μεγάλη διάρκεια διατήρησης, ενώ τα ημι-μόνιμα παρασκευάζονται με πιο σύντομες τεχνικές όπως είναι η προσθήκη γλυκερίνης στη σταγόνα νερού τής παρατήρησης και διατηρούνται για μικρό χρονικό διάστημα.

		

	
		
			2.2 Στερέωση και χρώση ζωικού υλικού (Μόνιμα παρασκευάσματα)

			Ο όρος στερέωση δηλώνει την άμεση νέκρωση του βιολογικού υλικού (κύτταρα, ιστοί, ολόκληροι οργανισμοί) με χημικά, κυρίως, μέσα, ώστε να διατηρηθεί αναλλοίωτη η υφή τους. Οι νεκρωμένοι ιστοί έχουν αυξημένη ικανότητα να αποταμιεύουν χρωστικές ουσίες, αναδεικνύοντας έτσι τα συστατικά τους. Η τεχνική της χρώσης στερεωμένου υλικού χρησιμοποιήθηκε ευρύτατα στη μελέτη του φυτικού και ζωικού κυττάρου. Ανάλογα με το υλικό και τον σκοπό για τον οποίο αυτό εξετάζεται, χρησιμοποιούνται ποικίλα υλικά και τεχνικές για τη στερέωση και τη χρώση.

			Ο ιστός που λαμβάνεται αμέσως μετά την καταγραφή και την ταξινόμηση του υλικού προς εξέταση τοποθετείται σε μια µονιµοποιητική ουσία (fixative). Ανάλογα µε τον τύπο τού ιστού και τα υπό μελέτη χαρακτηριστικά, επιλέγονται οι κατάλληλες μονιμοποιητικές ουσίες (οργανικοί διαλύτες και δραστικές ανόργανες ουσίες). Η πιο γνωστή είναι η φορμαλδεΰδη (συνήθως σε συγκέντρωση 10%), που δρα σχηματίζοντας δεσμούς µε τις πρωτεΐνες των ιστών. Η µεθανόλη και η αιθανόλη δε χρησιµοποιούνται συχνά ως µονιµοποιητικά, γιατί αποδιατάσσουν τις πρωτεΐνες, σκληραίνουν και καθιστούν εύθραυστους τους ιστούς. Αντίθετα, χρησιμοποιούνται σε κυτταρολογικά επιχρίσματα, γιατί δρουν ταχύτατα και δίνουν πολύ καλές λεπτομέρειες του πυρήνα. Το διάλυμα Bouin, που αποτελείται από πικρικό οξύ, χρησιμοποιείται ευρέως για τη µονιµοποίηση ιστών και οργάνων, όπως οι γονάδες και ο γαστρεντερικός σωλήνας (το πικρικό οξύ είναι εκρηκτικό σε ξηρή µορφή). Η επιλογή της μονιμοποητικής ουσίας εξαρτάται από τον σκοπό της μελέτης και από τη φύση του υλικού. 

			Για τη δημιουργία καλών τομών µε τη χρήση µικροτόµου, το επόμενο στάδιο είναι η έγκλειση (εµποτισµός) του ιστού σε παραφίνη αλλά και σε άλλες ουσίες, όπως ζελατίνη, κυτταρίνη και ρητίνες (χρησιµοποιούνται συνήθως για το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο). Τον υγρό µονιµοποιηµένο ιστό δεν μπορούμε να τον επεξεργαστούμε κατευθείαν µε παραφίνη, αν δεν αφαιρεθεί πρώτα το νερό (αφυδάτωση). Αυτό επιτυγχάνεται µε διαδοχικά βαπτίσματα σε βαθμιαίες σειρές από υδατικά διαλύματα αιθανόλης με αύξουσα συγκέντρωση (συνήθως από 70% μέχρι 100%). Μετά η αιθανόλη αντικαθίσταται από ουσίες που διαλύουν το λίπος (διαύγαση). Στη έγκλειση µε παραφίνη χρησιμοποιείται συνήθως ως διαλυτικό η ξυλόλη. Όταν ο ιστός εμποτισθεί µε το διαλυτικό, τοποθετείται στη συνέχεια σε λιωμένη παραφίνη. Η θερμότητα έχει ως αποτέλεσμα να εξατμίζεται το διαλυτικό και οι χώροι που αδειάζουν να γεμίζουν µε παραφίνη. Οι εµποτισµένοι στην παραφίνη ιστοί μπορούν να κοπούν σε τομές με μικροτόμο και στη συνέχεια να παρατηρηθούν σε οπτικό μικροσκόπιο. Μια άλλη μέθοδος για την παραγωγή τομών σε νωπό υλικό είναι με τη χρήση του κρυοστάτη (ένας ειδικός μικροτόμος που διατηρείται σε ψυχρό θάλαμο) χωρίς να προηγούνται τα στάδια της μονιμοποίησης. 

			Οι περισσότεροι ιστοί είναι άχρωμοι και για τη μικροσκοπική τους παρατήρηση έχουν αναπτυχθεί τεχνικές για τη χρώση των παρασκευασμάτων (staining), που επιτρέπουν τόσο την παρατήρηση των επιμέρους συστατικών τού ιστού αλλά και τη διάκριση ανάμεσά τους. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη χρήση μιγμάτων χρωστικών που επιτρέπουν την αύξηση της αντίθεσης, ώστε να εντοπιστούν κύτταρα και ιστοί και να παρατηρηθεί η μορφολογία τους. Οι περισσότερες χρωστικές συμπεριφέρονται σαν βασικές ή όξινες ενώσεις και έχουν την τάση να σχηματίζουν άλατα µε τις ιονίζουσες ρίζες των ιστών. Η χρώση επιτρέπει την ανίχνευση συγκεκριμένων χημικών ομάδων και ενώσεων σε κύτταρα και ιστούς.

			Η αιματοξυλίνη χρησιμοποιήθηκε ως γενική χρωστική σε μόνιμα ανατομικά παρασκευάσματα. Είναι μια φυσική χρωστική που περιέχεται στο ξύλο του φυτού Haematoxylon campechianum. Το χρωματικό αποτέλεσμα εξαρτάται από το υλικό και το pH του διαλυτικού μέσου. Συγκεκριμένα, σε όξινο περιβάλλον εμφανίζεται χρώμα ερυθρό και σε αλκαλικό μπλε. Η ηωσίνη είναι η κυτταροπλασματική χρωστική που χρησιμοποιείται περισσότερο συχνά. Η ηωσίνη είναι μια όξινη χρωστική, η οποία αντιδρά με τις κυτταρικές πρωτεΐνες που είναι πλούσιες σε βασικά αμινοξέα, με αποτέλεσμα να σχηματίζεται ένα σύμπλοκο χρωστικής-πρωτεΐνης, που χαρακτηρίζεται από έντονη ροζ κυτταροπλασματική χρώση. Ήδη από το 1885 ο List εισηγήθηκε τη χρήση της ως αντιχρώσης για το πράσινο του μεθυλίου. Επίσης, χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με τις βασικές μπλε χρωστικές. Όταν χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με την αιματοξυλίνη, επικρατεί η ονομασία «χρωστικές H & E». 

			Άλλες χρωστικές που χρησιμοποιούνται για την απεικόνιση κυττάρων τού αίματος είναι η Giemsa, η Wright, η Leishman. Η Giemsa χρησιμοποιείται συχνά για την απεικόνιση χρωμοσωμάτων και μικροοργανισμών. Οι χρωστικές αυτές είναι μίγματα χρωστικών με βάση το κυανό του μεθυλενίου (βασική χρωστική), την ηωσίνη και χρωστικές της ανιλίνης (αζούρια). Η May Grunwald – Giemsa χρησιμοποιείται, κυρίως, για τα επιχρίσματα αίματος και μυελού των οστών. Περιλαμβάνει ένα μείγμα χρωστικών, όπως µπλε του µεθυλενίου, που βάφει µπλε τα όξινα συστατικά του κυττάρου, κυανό (azure), που βάφει κόκκινα και μωβ τα βασικά κυτταρικά συστατικά και ηωσίνη, που βάφει πορτοκαλί-κόκκινα τα αλκαλικά συστατικά του κυττάρου. Αυτή η χρώση χαρακτηρίζεται ως πανοπτική, επειδή βάφει όλα τα κυτταρικά συστατικά.

			Στις επόμενες ενότητες παρουσιάζονται οι τεχνικές για την παρασκευή και μελέτη ιστολογικών τομών.

		

	
		
			2.3 Εξοπλισμός του εργαστηρίου Ιστολογίας 

			Τα όργανα και τα σκεύη που αποτελούν τον εξοπλισμό τού εργαστηρίου Ιστολογίας (Εικόνα 2.1) του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας είναι η ιστοκινέτα, η συσκευή σκήνωσης, ο παλινδρομικός μικροτόμος, το υδατόλουτρο και η θερμαντική πλάκα.
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			Εικόνα 2.1 Εξοπλισμός του εργαστηρίου Ιστολογίας του Τμήματος: 1: ιστοκινέτα 2: συσκευή σκήνωσης 3: παλινδρομική μικροτόμος 4: υδατόλουτρο.

		

	
		
			2.4 Συνοπτική παρουσίαση της κλασικής ιστολογικής τεχνικής

			Η κλασική Ιστολογική τεχνική για την παραγωγή μόνιμων ιστολογικών παρασκευασμάτων ζωικών ιστών περιλαμβάνει τα παρακάτω στάδια: 

			1) Λήψη βιολογικού υλικού,

			2) Μονιμοποίηση,

			3) Αφυδάτωση, καθαρισμός και εμποτισμός με παραφίνη,

			4) Έγκλειση σε παραφίνη,

			5) Κοπή των τομών,

			6) Αποπαραφινοποίηση και ενυδάτωση των τομών,

			7) Χρώση των τομών,

			8) Αφυδάτωση και καθαρισμός των τομών,

			9) Στερεοποίηση των τομών.

		

	
		
			2.5 Αναλυτικό Πρωτόκολλο: Buin-Παραφίνη / H & E

			2.5.1 Λήψη υλικού (απομόνωση ιστών)

			Η λήψη των δειγμάτων των ζωικών οργανισμών που προορίζονται για ιστολογική μελέτη πραγματοποιείται με την απαιτούμενη προσοχή και την κατάλληλη προετοιμασία. Χρησιμοποιούνται όργανα ανατομίας (Εικόνα 2.2) και καταγράφονται όλα τα απαραίτητα στοιχεία για την κωδικοποίηση του δείγματος. 

			Κατά την απομόνωση των ιστών, κατά τη διάρκεια της διαδικασίας μονιμοποίησης αλλά και σε όλα τα επόμενα στάδια, πρέπει να διατηρείται και να μεταφέρεται σωστά η αρίθμηση και οι αντίστοιχοι κωδικοί των ζώων από τα οποία προήλθαν. 

			2.5.2 Μονιμοποίηση

			Τα δείγματα μετά τη λήψη και την καταγραφή τους στο εργαστήριο τοποθετούνται σε δοχεία ή δοκιμαστικούς σωλήνες με καπάκι. Τα δοχεία και οι σωλήνες αυτοί περιέχουν το διάλυμα μονιμοποίησης.

			Αν τα δείγματα των ιστών είναι μικρά, τοποθετούνται από την αρχή σε κασετίνες (συνήθως διαστάσεων 4,5 cm x 2,8 cm) μιας χρήσεως (Εικόνα 2.2) και όλες μαζί οι κασετίνες σε ένα δοχείο με καπάκι, το οποίο περιέχει το διάλυμα μονιμοποίησης. Το διάλυμα μονιμοποίησης πρέπει να έχει πενταπλάσιο όγκο από αυτόν των ιστών.

			Ενδεικτικά, τα στάδια της διαδικασίας μονικοποίησης που διαρκεί 48 ώρες είναι τα ακόλουθα:

			
					Τοποθέτηση των ιστών στο διάλυμα μονιμοποίησης και τοποθέτησή τους σε ψυγείο (θερμοκρασία 4 °C) όπου παραμένουν για 12 ώρες,

					Αντικατάσταση του διαλύματος μονιμοποίησης με νέο διάλυμα όπου παραμένουν για 12 ώρες (θερμοκρασία 4 °C),

					Μεταφορά των ιστών σε αιθανόλη 70 % (έκπλυση) όπου παραμένουν 24 ώρες.

			

		

	
		
			
				
					[image: ]
				

			

			Εικόνα 2.2 Εργαλεία και όργανα που χρησιμοποιούνται σε ιστολογικές τεχνικές 1: όργανα ανατομίας 2: κασετίνες μονιμοποίησης

			2.5.3 Αφυδάτωση σε Ιστοκινέτα

			Οι κασετίνες με τους ιστούς μετά τη μονιμοποίηση τοποθετούνται σε ειδικό εξάρτημα της ιστοκινέτας, το οποίο με τη σειρά του τοποθετείται στην Ιστοκινέτα (Εικόνα 2.1), όπου πραγματοποιούνται διαδοχικά τα παρακάτω στάδια:

			
					Αφυδάτωση: Για την απομάκρυνση του νερού που υπάρχει στον ιστό γίνονται διαδοχικές εμβαπτίσεις με αλκοόλες αυξανόμενου βαθμού, ώστε να αποφευχθεί η συρρίκνωση του ιστού.

					Καθαρισμός: Η απομάκρυνση της αλκοόλης γίνεται με διαδοχικές πλύσεις με ξυλόλη. 

					Εμποτισμός με παραφίνη: Τόσο η αφυδάτωση όσο και ο καθαρισμός πραγματοποιούνται σε συνθήκες δωματίου. 

			

			Μετά την προετοιμασία των υλικών και των διαλυμάτων εργασίας ρυθμίζεται το πρόγραμμα στην Ιστοκινέτα. Στον Πίνακα 2.1 παρουσιάζεται ένα ενδεικτικό πρόγραμμα λειτουργίας τής Ιστοκινέτας διάρκειας 6 ωρών και 45 λεπτών.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
							
							
						
						
							
									
									α/α

								
									
									ΔΙΑΛΥΜΑ

								
									
									ΔΙΑΡΚΕΙΑ

								
									
									ΣΤΑΔΙΟ

								
							

						
						
							
									
									1

								
									
									Αλκοόλη 70%

								
									
									15 min

								
									
									ΑΦΥΔΑΤΩΣΗ

								
							

							
									
									2

								
									
									Αλκοόλη 70%

								
									
									15 min

								
							

							
									
									3

								
									
									Αλκοόλη 95%

								
									
									30 min

								
							

							
									
									4

								
									
									Αλκοόλη 95%

								
									
									30 min

								
							

							
									
									5

								
									
									Αλκοόλη 100%

								
									
									30 min

								
							

							
									
									6

								
									
									Αλκοόλη 100%

								
									
									30 min

								
							

							
									
									7

								
									
									Αλκοόλη 100%

								
									
									30 min

								
							

							
									
									8

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									15 min

								
									
									ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ (ΔΙΑΥΓΑΣΗ)

								
							

							
									
									9

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									15 min

								
							

							
									
									10

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									15 min

								
							

							
									
									11

								
									
									Παραφίνη Ι

								
									
									1 h

								
									
									ΕΜΠΟΤΙΣΜΟΣ ΜΕ ΠΑΡΑΦΙΝΗ (ΠΑΡΑΦΙΝΩΣΗ)

								
							

							
									
									12

								
									
									Παραφίνη ΙΙ

								
									
									2 h

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 2.1 Πρόγραμμα λειτουργίας της ιστοκινέτας για το Πρωτόκολλο Buin-Παραφίνη / H & E.

			Προσοχή: 

			
					Τα διαλύματα εργασίας και η παραφίνη, μετά το πέρας της λειτουργίας του προγράμματος της Ιστοκινέτας διατηρούνται για επόμενες χρήσεις. Εάν δεν πρόκειται να χρησιμοποιηθούν άμεσα, αποθηκεύονται σε κατάλληλα δοχεία, στην ετικέτα των οποίων πρέπει να αναγράφεται το είδος του διαλύματος εργασίας, η ημερομηνία παρασκευής και η επανάληψη της χρήσης του. 

					Πριν από κάθε επόμενη χρήση, τα διαλύματα εργασίας πρέπει να φιλτράρονται.

			

			2.5.4 Έγκλειση Ιστών σε Παραφίνη

			Οι κασετίνες με τους αφυδατωμένους ιστούς τοποθετούνται σε ειδικό δοχείο με υγρή παραφίνη προς αποφυγή πήξης τής υπάρχουσας παραφίνης που έχει παραμείνει από την προηγούμενη διαδικασία τού εμποτισμού. Η διαδικασία της έγκλεισης γίνεται σε μηχάνημα σκήνωσης (Εικόνα 2.1).

			O ιστός τοποθετείται σε ειδικό καλούπι, το οποίο γεμίζει με υγρή παραφίνη και μεταφέρεται στην ψυχρή πλάκα όπου στερεοποιείται η παραφίνη. Έπειτα αφαιρείται το καλούπι και απομακρύνεται η στερεοποιημένη παραφίνη από τις άκρες του κύβου (block).

			Η διαδικασία της έγκλεισης μπορεί να γίνει και χειροκίνητα.

			Η έγκλειση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 60 °C, ενώ τα μπλοκάκια παραμένουν σε θερμοκρασία δωματίου (ή στο ψυγείο) μέχρι να παγώσει η παραφίνη. Οι στερεοποιημένοι ιστοί είναι έτοιμοι για να εισαχθούν στη διαδικασία κοπής ιστολογικών τομών.

			Προσοχή:

			
					Σε περίπτωση που, λόγω πήξης, δημιουργούνται κενά, αυτά συμπληρώνονται με υγρή παραφίνη.

					Σε κάθε μπλοκ αναγράφονται (με μολύβι) τα στοιχεία του δείγματος.

					Οι λαβίδες πρέπει να ζεσταίνονται πριν τη χρήση τους, για να μη παγώσει η παραφίνη.

			

			2.5.5 Τεχνική κοπής ιστολογικών τομών

			Ο κύβος παραφίνης με τον εγκλεισμένο πλεόν ιστό, τοποθετείται και στερεώνεται στον ειδικό υποδοχέα της μικροτόμου (Εικόνα 2.1).

			Η λεπίδα της μικροτόμου που θα χρησιμοποιηθεί, καθώς και ο εργαστηριακός πάγκος, καθαρίζονται προσεκτικά με ξυλόλη.

			Η θέση του υποδοχέα ρυθμίζεται έτσι ώστε το μπλοκ της παραφίνης μόλις να έρχεται σε επαφή με τη λεπίδα. Στη συνέχεια, η μικροτόμος ρυθμίζεται στο επιθυμητό πάχος της τομής (συνήθως 6-8 μm) και κατοπίν, ξεκινά το κόψιμο. Συνήθως οι πρώτες τομές απορρίπτονται, διότι τα άκρα του ιστού δεν είναι κατάλληλα για καλές τομές. Μόλις αρχίσει να σχηματίζεται η αλυσίδα από τομές, αυτές απομακρύνονται από το μαχαίρι με ένα λεπτό πινέλο.

			Οι τομές παραφίνης αφού εκπτυχθούν σε υδατόλουτρο, σε θερμοκρασία 40°C, επικολλώνται σε αντικειμενοφόρο πλάκα για να επακολουθήσει χρώση. Η επιπεδοποίηση των τομών γίνεται με την τοποθέτηση της αντικειμενοφόρου πλάκας με τις τομές, πάνω σε θερμαινόμενη πλάκα ώστε να εξατμιστεί όλο το νερό. Τέλος, οι τομές μπορούν να τοποθετηθούν σε κλίβανο στους 50°C για 15 λεπτά.

			Προσοχή: 

			
					Να γίνεται έλεγχος αν η λεπίδα είναι καλά τοποθετημένη στην υποδοχή της μικροτόμου.

					Αφού τελειώσουν οι τομές, η μικροτόμος πρέπει πάντα να κλειδώνεται για την αποφυγή ατυχημάτων.

					Η λεπίδα δε θα πρέπει να μένει πάνω στη μικροτόμο.

					Βουτάμε τις αντικειμενοφόρους πλάκες μέσα σε ζελατίνη και «ψαρεύουμε» τις τομές, όταν έχουν απλώσει καλά.

			

			2.5.6 Αποπαραφίνωση και χρώση 

			Η μεταφορά των αντικειμενοφόρων γίνεται με ειδικό δοχείο με ειδικούς υποδοχείς (10 θέσεων) (Εικόνα 2.3).

			Προσοχή:

			
					Θα πρέπει να τηρούνται οι χρόνοι του πρωτοκόλλου (Πίνακας 2.2).

					Τα διαλύματα χρώσης που χρησιμοποιούνται κατ’ επανάληψη χάνουν τις δυνατότητες χρώσης τους. Στην περίπτωση αυτή μπορεί να επιμηκυνθεί ο χρόνος χρώσης. 

					Πριν από την επόμενη χρήση, τα διαλύματα εργασίας και, ιδιαίτερα, οι χρωστικές πρέπει να διηθούνται.

			

		

	
		
			
				
					
						
							
							
							
							
						
						
							
									
									α/α

								
									
									Διαλυμα

								
									
									Διάρκεια σταδίου

								
									
									Στάδιο

								
							

						
						
							
									
									1

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									2 min

								
									
									Αποπαραφίνωση

								
							

							
									
									2

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									2 min

								
							

							
									
									3

								
									
									Αιθανόλη 100 %

								
									
									2 min

								
									
									Απομάκρυνση Ξυλόλης

								
							

							
									
									4

								
									
									Αιθανόλη 100 %

								
									
									2 min

								
							

							
									
									5

								
									
									Αιθανόλη 95 %

								
									
									1 min

								
									
									Ενυδάτωση

								
							

							
									
									6

								
									
									Αιθανόλη 95 %

								
									
									1 min

								
							

							
									
									7

								
									
									Νερό βρύσης

								
									
									15 min

								
							

							
									
									8

								
									
									Διάλυμα Αιματοξυλίνης

								
									
									5 έως 15 min

								
									
									Χρώση

								
							

							
									
									9

								
									
									Διαφοροποίηση

								
									
									3 έως 5 min

								
							

							
									
									10

								
									
									Ξέπλυμα σε νερό βρύσης

								
									
							

							
									
									11

								
									
									Αμμωνιούχο νερό 

								
									
									3 έως 5 καταδύσεις

								
							

							
									
									12

								
									
									Ξέπλυμα σε νερό βρύσης

								
									
							

							
									
									13

								
									
									Διάλυμα Ηωσίνης

								
									
									15 sec έως 2 min

								
							

							
									
									14

								
									
									Αιθανόλη 95 %

								
									
									2 min

								
									
									Αφυδάτωση

								
							

							
									
									15

								
									
									Αιθανόλη 95 %

								
									
									2 min

								
							

							
									
									16

								
									
									Αιθανόλη 100 %

								
									
									2 min

								
							

							
									
									17

								
									
									Αιθανόλη 100 %

								
									
									2 min

								
							

							
									
									18

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									2 min

								
									
									Διαύγαση

								
							

							
									
									19

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									2 min

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 2.2 Πρωτόκολλο αφυδάτωσης και χρώσης Αιματοξυλίνης & Ηωσίνης.
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			Εικόνα 2.3 Διαδικασία αποπαραφίνωσης και χρώσης ιστολογικών τομών.

			2.5.7 Επικάλυψη των τομών

			Η επικάλυψη των ιστολογικών τομών, που αποτελεί και το τελευταίο στάδιο της ιστολογικής τεχνικής, πραγματοποιείται με κατάλληλο διάφανο υλικό, όπως Βάλσαμο του Καναδά ή άλλη συνθετική ουσία, όπως για παράδειγμα το DPX. Οι ουσίες αυτές έχουν δείκτη διάθλασης παρόμοιο με αυτόν των τομών.

			Αμέσως μετά τη χρώση, σε κάθε παρασκεύασμα γίνεται η προσκόλληση της καλυπτρίδας. Κατά τη διαδικασία, απλώνεται βάλσαμο Καναδά με γυάλινη ράβδο πάνω στις τομές των ιστών. Συνήθως χρησιμοποιούνται καλυπτρίδες διαστάσεων 24x50 mm, για να καλύπτουν όλη την επιφάνεια της αντικειμενοφόρου πλάκας. 

			Η επικάλυψη είναι απαραίτητη για να προστατευθεί το παρασκεύασμα και να διατηρηθεί, χωρίς να χάσει την ποιότητά του με την πάροδο του χρόνου.

			Προσοχή: 

			
					Στις αντικειμενοφόρους πλάκες η πλευρά της παραφίνης να είναι στραμμένη προς το μέρος του χρήστη, ώστε να μην τοποθετηθεί στην ανάποδη πλευρά το βάλσαμο του Καναδά. 

					Κατά την τοποθέτηση της καλυπτρίδας, να υπάρχει μέριμνα να μην παγιδευτούν φυσαλίδες στο παρασκεύασμα. 

			

		

	
		
			2.6 Προετοιμασία χημικών αντιδραστηρίων 

			2.6.1 Διάλυμα μονιμοποίησης Buin

			Η διαδικασία για την ετοιμασία 100 ml διαλύματος μονιμοποίησης Buin (διάλυμα εργασίας) είναι η ακόλουθη:

			
					5 ml Οξικό οξύ 

					15 ml Διάλυμα Φορμαλδεΰδης 37 %

					80 ml Μητρικό διάλυμα

			

			Προσοχή:

			
					Το διάλυμα μονιμοποίησης να παρασκευάζεται μόνον όταν είναι απαραίτητο και διατηρείται στους 4 °C.

			

			Το Μητρικό διάλυμα (Solution mere) είναι κεκορεσμένο διάλυμα Πικρικού οξέως (σε πούδρα) με Αιθανόλη 95 % και το χρησιμοποιείται για την παρασκευή του διαλύματος μονιμοποίησης (Saturated alcoholic picric acid). Η διαδικασία προετοιμασίας 200 ml μητρικού διαλύματος είναι η ακόλουθη:

			
					Σε ογκομετρική φιάλη τοποθετούνται 200 ml αλκοόλης 95 % και προστίθεται πικρικό οξύ. 

					Για την ανάδευση του διαλύματος, η ογκομετρική φιάλη τοποθετείται πάνω σε μία μαγνητική πλάκα.

					Για τον έλεγχο κορεσμού του διαλύματος, αφήνεται σε ηρεμία για ένα τέταρτο και ελέγχεται αν έχει κατακαθήσει ίζημα. Αν όχι, προστίθεται μικρή ποσόστητα πικρικού οξέος και επαναλαμβάνεται η παραπάνω διαδικασία.

			

			2.6.2 Παρασκευή Bouin Holland

			Η διαδικασία για την ετοιμασία 100 ml διαλύματος μονιμοποίησης Buin Holland (διάλυμα εργασίας) είναι η ακόλουθη:

			
					Ουδέτερος οξικός χαλκός: 2,5g στα 100ml απεσταγμένο H2O

					Πικρικό οξύ (ενυδατωμένο 50%): 8g στα 100ml απεσταγμένο H2O

					Φορμαλδεΰδη 40%: 10ml στα 100ml απεσταγμένο H2O

					Oξικό οξύ: 1ml στα 100ml απεσταγμένο H2O

			

			2.6.3 Παρασκευή Αμμωνιούχου Νερού 

			Η διαδικασία για την ετοιμασία 100 ml διαλύματος Αμμωνιούχου νερού (διάλυμα εργασίας) είναι η ακόλουθη:

			
					Νερό βρύσης : 100 ml

					Υδροξείδιο του Αμμωνίου 28 %: 2 -3 ml

			

			2.6.4 Παρασκευή διαλύματος Διαφοροποίησης

			Η διαδικασία για την ετοιμασία 1000 ml διαλύματος Διαφοροποίησης (όξινη αλκοόλη) είναι η ακόλουθη:

			
					Αιθανόλη 70 %: 1000 ml

					Πυκνό Υδροχλωρικό οξύ (13 Ν) : 10 ml

			

			Προσοχή: 

			
					Αν χρησιμοποιήσουμε Αιθανόλη 95 % για να κάνουμε διάλυμα 70 %, θα πρέπει να πάρουμε 736,8 ml Αιθανόλη 95 % και 263,2 ml απεσταγμένο νερό.

			

		

	
		
			2.7 Πρακτικές οδηγίες 

			Τα αντιδραστήρια ιστολογίας φυλάσσονται συνήθως σε θερμοκρασία δωματίου (18–26 °C) ή σύμφωνα με τις οδηγίες που αναγράφονται στην ετικέτα τους. Οι ετικέτες όλων των αντιδραστηρίων φέρουν ημερομηνία λήξης.

			Απαραίτητο είναι να τηρούνται οι κανόνες ασφαλείας και να λαμβάνονται οι συνηθισμένες προφυλάξεις που εφαρμόζονται κατά τον χειρισμό αντιδραστηρίων στο εργαστήριο (Πίνακας 2.3). Τα δοχεία των αντιδραστηρίων πρέπει να διατηρούνται καλά σφραγισμένα. Τα αντιδραστήρια επιβάλλεται να φυλάσσονται μακριά από πηγές ανάφλεξης, καθώς πολλά από αυτά είναι εύφλεκτα, ενώ πολλά από τα αντιδραστήρια είναι τοξικά, επιβλαβή ή ερεθιστικά για το δέρμα και τα μάτια (Πίνακας 2.4). Τα απόβλητα, τέλος, πρέπει να απορρίπτονται σύμφωνα με τους κανονισμούς.

			Στο τέλος κάθε εργαστηριακής άσκησης ή της εφαρμογής ενός πρωτοκόλλου ιστολογίας δεν απορρίπτεται κανένα από τα υλικά και από τα διαλύματα εργασίας που χρησιμοποιήθηκαν. Μαζεύονται όλα στις ειδικές φιάλες και σημειώνεται λεπτομερώς το είδος της ουσίας ή του διαλύματος εργασίας, η ημερομηνία παρασκευής του και το πόσες φορές έχει χρησιμοποιηθεί.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
						
						
							
									
									ΟΔΗΓΙΕΣ

								
							

						
						
							
									
									1

								
									
									Να φοράτε πάντα κατάλληλο προστατευτικό ρουχισμό, γάντια και προστασία για τα μάτια και το πρόσωπο.

								
							

							
									
									2

								
									
									Να εργάζεστε σε χώρους αεριζόμενους και στον απαγωγό, όταν αυτό είναι απαραίτητο.

								
							

							
									
									3

								
									
									Μην καπνίζετε στους χώρους των εργαστηρίων.

								
							

							
									
									4

								
									
									Μην καταναλώνετε τρόφιμα στους χώρους των εργαστηρίων.

								
							

							
									
									5

								
									
									Μην εισπνέετε τις αναθυμιάσεις.

								
							

							
									
									6

								
									
									Να αποφεύγετε την επαφή των χημικών αντιδραστηρίων με το δέρμα και τα μάτια. 

								
							

							
									
									7

								
									
									Σε περίπτωση επαφής των χημικών αντιδραστηρίων με τα μάτια, ξεπλύνετε αμέσως με άφθονο νερό και ζητήστε ιατρική συμβουλή.

								
							

							
									
									8

								
									
									Σε περίπτωση ατυχήματος ή αν δεν αισθάνεστε καλά, ζητήστε αμέσως βοήθεια από το προσωπικό του εργαστηρίου και στη συνέχεια ιατρική συμβουλή. Δείξτε την ετικέτα του αντιδραστηρίου, όταν είναι δυνατό. 

								
							

							
									
									9

								
									
									Προσοχή στα αιχμηρά αντικείμενα.

								
							

							
									
									10

								
									
									Να ακολουθείτε τις οδηγίες για την ενδεδειγμένη συμπεριφορά στους εργαστηριακούς χώρους και να διατηρείτε τον εξοπλισμό και τους πάγκους καθαρούς. 

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 2.3 Οδηγίες και προφυλάξεις κατά τη διάρκεια της εργασίας στο εργαστήριο Ιστολογίας.

		

	
		
			
				
					
						
							
							
							
						
						
							
									
									α/α

								
									
									ΥΛΙΚΑ

								
									
									ΕΠΙΚΙΝΔΥΝΟΤΗΤΑ

								
							

						
						
							
									
									1. 

								
									
									Αλκοόλη

								
									
									Πολύ εύφλεκτη

									Ερεθιστική για τα μάτια, το αναπνευστικό σύστημα και το δέρμα.

								
							

							
									
									2.

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									Εύφλεκτη, τοξική, ερεθιστική και επιβλαβής για το αναπνευστικό σύστημα και το δέρμα.

									Κίνδυνος μειωμένης γονιμότητας 

									Κίνδυνος σοβαρής βλάβης στα μάτια 

								
							

							
									
									3. 

								
									
									Αιματοξυλίνη

								
									
									Πολύ εύφλεκτη

									Ερεθιστική για τα μάτια, το αναπνευστικό σύστημα και το δέρμα. 

									Επιβλαβής σε περίπτωση κατάποσης

								
							

							
									
									4.

								
									
									Ηωσίνη

								
									
									Πολύ εύφλεκτη

									Επιβλαβής, με πιθανό κίνδυνο μη αντιστρέψιμων επιπτώσεων από εισπνοή, επαφή με το δέρμα και κατάποση.

								
							

							
									
									5.

								
									
									Διάλυμα Διαφοροποίησης 

								
									
									Τοξικό, εύφλεκτο

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 2.4 Κατάλογος χημικών αντιδραστηρίων και διαλυμάτων που χρησιμοποιούνται στο εργαστήριο Ιστολογίας.

		

	
		
			2.8 Οδηγίες για τη μελέτη των ιστολογικών τομών στο οπτικό μικροσκόπιο 

			Για τη μελέτη κάθε ιστολογικού παρασκευάσματος, είναι απαραίτητο να γνωρίζει ο φοιτητής τις παρακάτω πληροφορίες: 

			
					το όνομα του οργάνου ή του ιστού απ’ όπου πάρθηκε το παρασκεύασμα,

					το ζώο από το οποίο παρασκευάστηκε,

					την κατεύθυνση της κοπής και το πάχος της τομής,

					τη μέθοδο στερεώσεως και τη χρωστική ή τον συνδυασμό χρωστικών ουσιών που χρησιμοποιήθηκαν

			

			Οι πληροφορίες αυτές αναγράφονται συνήθως στην ετικέτα του μόνιμου παρασκευάσματος είτε πρόκειται για παρασκευάσματα μελέτης, είτε πολύ περισσότερο για ερευνητικά παρασκευάσματα. Ένα παράδειγμα σωστής ετικέτας ενός ιστολογικού παρασκευάσματος (Εικόνα 2.4) που περιέχει όλα τα παραπάνω στοιχεία είναι το εξής:

			(α) Ήπαρ

			(β) Amfiuma sp (Αμφίβιο)

			(γ) Εγκάρσια τομή – 1,5 μm

			(δ) Aιματοξυλίνη και Ηωσίνη (H &E)
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			Εικόνα 2.4 Φωτογραφία ιστολογικού παρασκευάσματος που απεικονίζει τομή ήπατος του Ουρόδηλου Αμφιβίου του γένους Amphiuma. Στην ετικέτα του εμπορικού παρασκευάσματος αναγράφονται οι απαραίτητες πληροφορίες για την χρώση και το μέγεθος της τομής.

			Στη διάρκεια της μικροσκοπικής παρατήρησης στην αίθουσα μικροσκοπίας (Εικόνα 2.5) πρέπει να προσδιοριστούν οι βασικοί ιστοί που απεικονίζονται σε κάθε τομή και στη συνέχεια να αξιολογηθεί η δομή και η λειτουργία τους. Η μέθοδος της στερέωσης που χρησιμοποιείται στην παρασκευή των κυττάρων και των ιστών θα καθορίσει τον τύπο και την ποιότητα της διατήρησης των ιστών καθώς και την επακόλουθη επιλογή της χρώσης. Η αναγραφή του πάχους της τομής στα μόνιμα ιστολογικά παρασκευάσματα μας πληροφορεί για το ποια κατά προσέγγιση μεγέθυνση είναι η κατάλληλη για τη μικροσκοπική εξέταση. Όσο λεπτότερη είναι η τομή του ιστού, τόσο μεγαλύτερη είναι η μεγέθυνση. Οι κυτταρολόγοι προτιμούν τομές 1 έως 3 μm, ενώ οι ιστολόγοι μπορούν να χρησιμοποιούν τομές μέχρι 50 μm ή και περισσότερο. 
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			Εικόνα 2.5 Οπτικό μικροσκόπιο με κάμερα υψηλής ανάλυσης από την αίθουσα μικροσκοπίας του εργαστηρίου Ζωολογίας του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος του Π.Θ.

			Μετά από την προσεκτική ανάγνωση της ετικέτας, το ιστολογικό παρασκευάσμα μπορεί να εξεταστεί με γυμνό μάτι και να σημειωθούν ορισμένα χαρακτηριστικά του, χρήσιμα για την περαιτέρω μελέτη. Τα χαρακτηριστικά αυτά περιλαμβάνουν το μέγεθος, το χρώμα, το σχήμα. Εάν η τομή αποτελείται από διάφορα μέρη, μπορεί να σημειωθεί η σχέση τους και οι διαφορές στη χρώση, εάν υπάρχουν. Ακόμη, καλό είναι να γίνεται εξέταση της τομή, για να διαπιστωθεί αν ο ιστός κόπηκε από ένα μεγαλύτερο κομμάτι. Αυτό θα βοηθήσει την επόμενη μελέτη σε μεγαλύτερη μεγέθυνση.

			Αφού τοποθετηθεί το ιστολογικό παρασκεύασμα στην τράπεζα του μικροσκοπίου, ξεκινά η μελέτη με μια συστηματική σάρωση της τομής, χρησιμοποιώντας τη χαμηλότερη μεγέθυνση (π.χ. 8× ή 10× προσοφθάλμιος και 4× αντικειμενικός φακός), με στόχο να προσδιοριστούν περαιτέρω και να εντοπιστούν τα συστατικά του ιστού. Η μελέτη συνεχίζεται με χαμηλή μεγέθυνση (10× αντικειμενικός), με ιδιαίτερη προσοχή στις μικρότερες και πιο λεπτές κατασκευαστικές λεπτομέρειες. Στη συνέχεια η συχνή αλλαγή των φακών από τη χαμηλή στην υψηλότερη μεγέθυνση (40× αντικειμενικός) θα διευκολύνει τη μελέτη.

			Ο καταδυτικός φακός (100× αντικειμενικός) θα πρέπει να χρησιμοποιείται για τη μελέτη των κυτταρολογικών και μικροσκοπικών συστατικών των ιστών και συνήθως αυτό γίνεται στο τελικό στάδιο της μελέτης. Το έλαιο πρέπει να χρησιμοποιείται με οικονομία. Εάν λερώσουν οι υπόλοιποι φακοί του μικροσκοπίου, πρέπει να καθαριστούν προσεκτικά μόνο με ένα υψηλής ποιότητας, καθαρό χαρτί φακού. Η χρήση διαλυτών, όπως η ξυλόλη, μπορεί να καταστρέψει έναν πολύ καλό φακό μικροσκοπίου. Σε μεγάλες μεγεθύνσεις μπορεί να δει κανείς συμπληρωματικές λεπτομέρειες, κάνοντας συνεχείς λεπτές ρυθμίσεις τής εστίασης, προκειμένου να απεικονίσει τις δομές πιο επιφανειακά ή πιο βαθιά. Αυτή η μέθοδος της συνεχούς λεπτής ρύθμισης της εστίασης επιτρέπει την ανίχνευση των δομών και των σχέσεών τους σε ολόκληρο το πάχος τού τμήματος του ιστού, παρέχοντας ένα «τρισδιάστατο» αποτέλεσμα.

			Στη διάρκεια της παρατήρησης, ο φοιτητής μπορεί να κρατά σημειώσεις στο τετράδιό του και να κάνει απλά σχέδια με βάση τα σημαντικά χαρακτηριστικά τού τμήματος του ιστού. Η τεχνική αυτή είναι πολύτιμη, καθώς διασφαλίζει την προσοχή στη λεπτομέρεια στο πλαίσιο της διαδικασίας «μετάφρασης» της οπτικής εικόνας σε ένα σχέδιο, όπου θα απεικονίζονται τα κύρια χαρακτηριστικά τού τμήματος του ιστού. 

			Όταν ολοκληρωθεί η μελέτη, η αντικειμενοφόρος πρέπει να καθαρίζεται από τα δακτυλικά απότυπώματα, προσεκτικά με χαρτί. Τα παρασκευάσματα πρέπει να χρησιμοποιούνται με προσοχή, λαμβάνοντάς τα με τη σειρά από την ειδική θήκη τους και επιστρέφοντάς τα καθαρά στην ίδια θέση. Η παρασκευή των μόνιμων ιστολογικών τομών για την παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο είναι δαπανηρή και σε ορισμένες περιπτώσεις το βιολογικό υλικό μπορεί να είναι σπάνιο και αναντικατάστατο.
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			3. Παραγωγή ιστολογικών παρασκευασμάτων 

			Σύνοψη

			Η 1η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την εφαρμογή της κλασικής ιστολογικής τεχνικής. Η άσκηση δίνει τη δυνατότητα της εξοικείωσης με τα όργανα και τον εξοπλισμό τού εργαστηρίου Ιστολογίας και με τις τεχνικές λήψης δείγματος ιστών από ζωντανά δείγματα υδρόβιων ζωικών οργανισμών. Απευθύνεται στους φοιτητές του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας & Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και εντάσσεται στη βασική τους εκπαίδευση. Η άσκηση είναι ομαδική και πραγματοποιείται στις Αίθουσες Ιστολογίας και Οπτικής Μικροσκοπίας.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Γενική Ζωολογία, Ιστολογία, Τα προηγούμενα κεφάλαια του βιβλίου.

		

	
		
			3.1 Θεωρητικό μέρος

			Σε αυτήν την άσκηση θα εφαρμοστούν οι τεχνικές και τα πρωτόκολλα μονιμοποίησης, έγκλισης και χρώσης που παρουσιάστηκαν αναλυτικά στο κεφάλαιο 2 του εργαστηριακού οδηγού. Συνήθως επιλέγεται η μελέτη ιστών υδρόβιων ζωικών οργανισμών όπως είναι εμπορικά είδη ιχθύων, άνουρων αμφιβίων (βάτραχοι), κεφαλοπόδων μαλακίων (σουπιά, καλαμάρι) και γαστεροπόδων μαλακίων (χερσαία σαλιγκάρια). 

		

	
		
			3.2 Πειραματικό μέρος

			Τα όργανα, τα σκεύη και τα αναλώσιμα που απαιτούνται σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση έχουν αναφερθεί αναλυτικά στο κεφάλαιο 2. Για την πραγματοποίηση της εργαστηριακής άσκησης, το πειραματικό μέρος θα χωριστεί σε τρία στάδια:

			
					Παραλαβή των δειγμάτων και απομόνωση του ιστού,

					εφαρμογή ιστολογικής τεχνικής,

					παρατήρηση των τομών με τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου.

			

			Θα προηγηθεί ο διαχωρισμός των φοιτητών σε ομάδες και ο προγραμματισμός του χρόνου εργασίας τους στο εργαστήριο Ιστολογίας σύμφωνα με το χρονοδιάγραμμα της άσκησης και το ωρολόγιο πρόγραμμα. Ένα ενδεικτικό χρονοδιάγραμμα για την οργάνωση των πειραματικών εργασιών στο εργαστήριο Ιστολογίας παρουσιάζεται στη συνέχεια:

			
					1η ημέρα: Προετοιμασία υλικών και διαλυμάτων εργασίας, απομόνωση ιστών

					2η - 3η ημέρα: Μονιμοποίηση

					4η ημέρα: Πρόγραμμα Ιστοκινέτας για την αφυδάτωση και έγκλιση σε παραφίνη

					5η ημέρα: Εργασία στη μικροτόμο, χρώση και στερεοποίηση των ιστολογικών τομών

					6η ημέρα: Παρατήρηση των τομών στο οπτικό μικροσκόπιο (η εργασία μπορεί να γίνει οποιαδήποτε χρονική στιγμή).

			

			3.2.1 Απομόνωση και μονιμοποίηση των ιστών

			Για τη μικροσκοπική μελέτη των ιστών ασπόνδυλων θα χρησιμοποιηθούν ζωντανά θαλάσσια ή χερσαία Γαστερόποδα και Κεφαλόποδα (φύλο Μαλάκια). Συνήθως στο εργαστήριο υπάρχουν εμπορικά είδη Μαλακίων όπως χερσαία σαλιγκάρια (Corrnu aspersum) και σουπιές (Sepia officinalis). Για τη μικροσκοπική μελέτη των ιστών των σπονδυλόζωων θα χρησιμοποιηθούν οστεϊχθείς ή άνουρα αμφίβια. Η ανατομία και η απομόνωση των δειγματων (Εικόνα 3.1) γίνεται συνήθως παρουσία πάγου και ακολουθώνατας τις οδηγίες που υπάρχουν στα αντίστοιχα φυλλάδια. Η μονιμοποίηση και η χρώση των τομών μπορούν να γίνουν σύμφωνα με το Αναλυτικό Πρωτόκολλο Ι (Buin / H&E), που παρουσιάστηκε αναλυτικά στο 2ο κεφάλαιο είτε με το αναλυτικό πρωτόκολλο ΙΙ που παρουσιάζεται στην συνέχεια. 

			Τοποθετήστε αρχικά τους ιστούς σε φιαλίδια με φορμόλη. Μετά από 24h παραμονής τού δείγματος στο φιαλίδιο της φορμόλης, πρέπει να απομακρύνετε τα δείγματα και να κόψετε μικρότερες φέτες από τον ιστό, πάχους περίπου 3-4 mm. Αυτά τα δείγματα να τα τοποθετήσετε σε κασετίνες μίας χρήσεως. 
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			Εικόνα 3.1. Λήψη δείγματος ιστού από σουπιά 1: προχωρημένο στάδιο ανατομίας 2: λήψη δείγματος από το ηπατοπάγκρεας της σουπιάς.

			3.2.2 Εφαρμογή ιστολογικής τεχνικής

			Στους Πίνακες 3.1 και 3.2 παρουσιάζεται ένα πρωτόκολλο της κλασικής ιστολογικής τεχνικής, με ορισμένες διαφοροποιήσεις σε σχέση με αυτό που αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 2. Το υλικό μονιμοποίησης είναι η φορμόλη, το υλικό σκήνωσης είναι η παραφίνη και η χρώση είναι Αιματοξυλίνη – Εωσίνη. 

		

	
		
			
				
					
						
							
							
							
						
						
							
									
									α/α

								
									
									ΔΙΑΛΥΜΑ

								
									
									ΔΙΑΡΚΕΙΑ

								
							

						
						
							
									
									1.

								
									
									Φορμόλη

								
									
									1h

								
							

							
									
									2.

								
									
									Φορμόλη

								
									
									2h

								
							

							
									
									3.

								
									
									Νερό

								
									
									0,5h
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									Αλκοόλη 96°

								
									
									1,5h
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									Αλκοόλη 96°

								
									
									1h
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									Αλκοόλη 96°

								
									
									2h

								
							

							
									
									7.

								
									
									Απόλυτη αλκοόλη

								
									
									1,5h

								
							

							
									
									8.

								
									
									Ακετόνη

								
									
									1h

								
							

							
									
									9.

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									1h

								
							

							
									
									10.

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									1,5h

								
							

							
									
									11.

								
									
									Παραφίνη

								
									
									1h

								
							

							
									
									12.

								
									
									Παραφίνη

								
									
									2h

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 3.1. Αναλυτικό Πρωτόκολλο ΙΙ (Φορμόλη Παραφίνη / H&E): Πρόγραμμα Ιστοκινέτας.
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									ΔΙΑΛΥΜΑ

								
									
									ΔΙΑΡΚΕΙΑ

								
							

						
						
							
									
									1.

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									3 min

								
							

							
									
									2.

								
									
									Ξυλόλη

								
									
									3 min

								
							

							
									
									3.

								
									
									Απόλυτη αλκοόλη

								
									
									2 min

								
							

							
									
									4.

								
									
									Απόλυτη αλκοόλη

								
									
									2 min

								
							

							
									
									5.

								
									
									Αλκοόλη 96°

								
									
									3 min

								
							

							
									
									6.

								
									
									Αλκοόλη 96°

								
									
									3 min

								
							

							
									
									7.

								
									
									Αλκοόλη 70°

								
									
									3 min

								
							

							
									
									8.

								
									
									Νερό

								
									
									1 min

								
							

							
									
									9.

								
									
									Αιματοξυλίνη

								
									
									10 min

								
							

							
									
									10.

								
									
									Νερό (τρεχούμενο)

								
									
									5 min

								
							

							
									
									11.

								
									
									Όξινη αλκοόλη 1%

								
									
									1-3 εμβαπτίσεις

								
							

							
									
									12.

								
									
									Νερό (τρεχούμενο)

								
									
									5 min

								
							

							
									
									13.

								
									
									Ηωσίνη

								
									
									10 min

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 3.2. Αναλυτικό Πρωτόκολλο ΙΙ (Φορμόλη Παραφίνη / H&E): Χρώση Αιματοξυλίνης& Ηωσίνης.

			3.2.3 Παρατήρηση και καταγραφή δεδομένων 

			Για τη μικροσκοπική παρατήρηση επιλέγονται τα δείγματα με ικανοποιητική χρώση. Σε πρώτη φάση θα εξεταστούν όλα τα παρασκευάσματα δια γυμνού οφθαλμού ή στο μικροσκόπιο σε μικρή μεγέθυνση x4 ή x10 και θα επιλεγούν τα καλύτερα. 

		

	
		
			3.3 Κριτήριο αξιολόγησης

			Το παραδοτέο αυτής της εργαστηριακής άσκησης είναι ένα μόνιμο ιστολογικό παρασκεύασμα με την ετικέτα του. Η ετικέτα πρέπει να περιλαμβάνει τα παρακάτω στοιχεία: 

			_____________________________

			Είδος:

			Όργανο:

			Τύπος και μέγεθος τομής:

			Μονιμοποίηση:

			Χρώση:

			Εργαστήριο Ιστολογίας ΤΓΙΥΠ

			–––––––––––––––––––––––––––––––

			Συμπληρώστε για κάθε είδος υδρόβιου ζωικού οργανισμού την επόμενη καρτέλα, όπου δίνεται μια συνοπτική περιγραφή των αποτελεσμάτων τής εργασίας σας. Στη συνέχεια να αξιολογήσετε σε μια παράγραφο τα αποτελέσματα της μελέτης σας. Να αναφερθείτε και στα προβλήματα που αντιμετωπίσατε στην εφαρμογή της ιστολογικής τεχνικής και στα λάθη που παρατηρήσατε στο παρασκεύασμά σας. 

			ΤΜΗΜΑ ΓΕΩΠΟΝΙΑΣ ΙΧΘΥΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ ΥΔΑΤΙΝΟΥ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΟΣ

			ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΙΣΤΟΛΟΓΙΑΣ 

			ΑΝΑΦΟΡΑ ΣΤΗΝ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ 1

			ΟΜΑΔΑ ΕΡΓΑΣΙΑΣ:

			ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ:

			1) Είδος ζωικού οργανισμού και συστηματική κατάταξη

			2) Αριθμός ζώων που εξετάστηκαν 

			3) Προέλευση δειγμάτων 

			4) Σκοπός της μελέτης

			5) Μορφομετρικά χαρακτηριστικά του ζωικού οργανισμού (διαστάσεις, βάρος)

			6) Όργανο / ιστός 

			7) Ιστολογική τεχνική που εφαρμόσατε

			πρωτόκολλο μονιμοποίησης

			μέγεθος τομής

			χρώση

			8) Αποτελέσματα – αξιολόγηση

		

	
		
			Βιβλιογραφία

			Ελληνόγλωσση

			Κουσουλάκος Σ. 2007. Εισαγωγή στην αναπτυξιακή βιολογία και ιστολογία Εκδόσεις Παρισιάνου Α.Ε. 482 σελ. ISBN 978-960-394-312-9

			Ξενόγλωσση

			Kiernan J.A. Histological & Histochemical Methods Theory & Practice Third edition. Arnold 1999. pp 477.

			Mumford S. Heidel J., Smith C.; Morrison J.; MacConnell B.; Blazer V. 2007. Fish Histology and Histopathology Manual USFWS-NCTC pp 357.

			Vergne, C. (1998). Comment faire les préparations microscopiques. Diffusion microscopique. AZUR – IMPRIMERIE. Depots legal 4e Trimestre, No 129. pp 94

		

	
		
			4. Ιστολογική μελέτη περιφερικού αίματος υδρόβιων σπονδυλόζωων

			Σύνοψη

			Η 2η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την παρασκευή και χρώση ξηρών επιχρισμάτων αίματος Ιχθύων και την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο, καταμέτρηση και μορφολογική εξέταση των κύτταρων του αίματος των υδρόβιων Σπονδυλόζωων. Η άσκηση δίνει τη δυνατότητα της εξοικείωσης με τα όργανα και τον εξοπλισμό τού εργαστηρίου Ιστολογίας και με τις τεχνικές λήψης δείγματος ιστών για μελέτη. Απευθύνεται στους φοιτητές του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας & Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Η άσκηση είναι ομαδική και πραγματοποιείται στις Αίθουσες Ιστολογίας και Οπτικής Μικροσκοπίας. Η διάρκεια της άσκησης είναι δύο διδακτικές ώρες.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις μορφολογίας και ανατομίας Ιχθύων, Ιστολογίας (συνδετικοί ιστοί – αίμα), τα προηγούμενα κεφάλαια του εργαστηριακού οδηγού.

		

	
		
			4.1 Θεωρητικό μέρος

			Στα Σπονδυλόζωα το αίμα είναι ένας περίπλοκος υγρός ιστός που ρέει μονόδρομα μέσα στα αιμοφόρα αγγεία, προωθούμενο από τις ρυθμικές συσπάσεις τής καρδιάς (κλειστό κυκλοφορικό σύστημα στα Σπονδυλόζωα). Ιστολογικά το αίμα κατατάσσεται στους συνδετικούς ιστούς και αποτελείται από κύτταρα (έμμορφα συστατικά, αιμοκύτταρα) και από υγρή μεσοκυττάρια ουσία (πλάσμα), που είναι υδατικό διάλυμα αλάτων, υδατανθράκων και πρωτεϊνών. Τα κύτταρα αποτελούν κάτι λιγότερο από το 50% του όγκου του αίματος και διακρίνονται σε τρεις κατηγορίες: τα ερυθροκύτταρα, τα λευκοκύτταρα και τα θρομβοκύτταρα (αιµοπετάλια). Για τη μελέτη των κυττάρων τού αίματος στο οπτικό μικροσκόπιο χρησιμοποιούνται ξηρά επιχρίσματα (blood smears) (Εικόνα 4.1).

			Τα ερυθροκύτταρα (ερυθρά αιμοσφαίρια) των θηλαστικών είναι απύρηνα, ενώ τα ερυθροκύτταρα των υπόλοιπων Σπονδυλόζωων είναι εμπύρηνα. Tα ερυθρά αιμοσφαίρια των οστεϊχθύων και των αμφιβίων είναι εμπύρηνα ωοειδή, περιέχουν αιμοσφαιρίνη και, σε αντίθεση με τα ερυθροκύτταρα των θηλαστικών, ο μεταβολισμός τους είναι αερόβιος. Το μέγεθος και ο αριθμός των ερυθροκυττάρων που απαντούν στο αίμα ποικίλει στα σπονδυλόζωα. Τα ερυθροκύτταρα του ανθρώπου έχουν σχήμα αμφίκοιλου δίσκου με διάμετρο 7,5 μm και πάχος 2,6 μm στην περιφέρεια και 0,8 μm στο κέντρο. Οι διαστάσεις των ερυθροκυττάρων στα άνουρα αμφίβια είναι 14 x 22 μm και ο αριθμός τους είναι 400.000 ή και περισσότερα ανά 1 mm3 αίματος. Η διάμετρος των ερυθροκυττάρων στον κυπρίνο είναι 17 μm και στο χέλι 9,4 μm. Τα ώριμα ερθροκύτταρα των ιχθύων απαντούν στο περιφερικό αίμα κι έχουν οβάλ πυρήνα που καταλαμβάνει το 35 με 40% του όγκου του κυττάρου.

			Τα λευκοκύτταρα (λευκά αιμοσφαίρια) αποτελούν µία ετερογενή ομάδα εµπύρηνων κυττάρων τού αίματος. Τα λευκοκύτταρα, που είναι άχρωμα, ταξινομούνται σε υποπληθυσµούς ανάλογα µε το μέγεθός τους, τη μορφολογία τους (π.χ. σχήμα πυρήνα, τύπο κοκκίων), τη σύσταση τoύ κυτταροπλάσματος (αντίδραση σε χρωστικές) και το στάδιο ανάπτυξης. Οι κυριότερες ομάδες είναι τα λεμφοκύτταρα, τα μεγάλα μονοπύρηνα, τα ηωσινόφιλα, τα βασεόφιλα και τα ουδετερόφιλα. 

			Τα λεμφοκύτταρα καλύπτουν ποσοστό μεγαλύτερο του 80% του συνόλου των λευκοκυττάρων. Τα λεμφοκύτταρα έχουν στρογγυλό σχήμα και στρογγυλό πυρήνα και μέγεθος όμοιο με το μέγεθος των ερυθροκυττάρων. Τα λεµφοκύτταρα του αίματος μετά από χρώση κατατάσσονται σε δύο κύριους µορφολογικούς τύπους. Το κυτταρόπλασµά τους χρωματίζεται γκρι-μπλε, αλλά ο όγκος του μπορεί να ποικίλει πολύ, με αποτέλεσμα να διακρίνονται δύο είδη λεµφοκυττάρων, τα μικρά και τα μεγάλα, που αντιστοιχούν σε διαφορετικές φάσεις ενεργοποίησης. Το μέσο μέγεθος των μικρών λεμφοκυττάρων ποικίλει σε διαφορετικά είδη (διάμετρος: 4.5 μm στα πλατύψαρα, 8.2 μm στο χρυσόψαρο και περίπου 6 μm στον άνθρωπο). Στο περιφερικό αίμα των ιχθύων υπάρχουν πολύ περισσότερα λεμφοκύτταρα σε σχέση με τα θηλαστικά. Στους ιχθύς τα ουδετερόφιλα λευκά αιμοσφαίρια έχουν πολύλοβους πυρήνες, χωρισμένους σε 2 έως 5 τµήµατα, και για αυτόν τον λόγο ονομάζονται τετµηµένα. 

			Τα θρομβοκύτταρα τέλος, είναι επιμήκη ή ατρακτοειδή κύτταρα και είναι υπεύθυνα για την πήξη του αίματος σε περιπτώσεις τραυματισμού.
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			Εικόνα 4.1. Φωτομικρογραφία από επίχρισμα κανονικού περιφερειακού αίματος βατράχου (άγνωστο είδος, εμπορικό παρασκεύασμα εργαστηρίου Ζωολογίας). Διακρίνονται εμπύρηνα ερυθρά αιμοσφαίρια. Η μεγέθυνση σημειώνεται. 

		

	
		
			4.2 Πειραματικό μέρος

			4.2.1 Παρασκευή επιχρισμάτων αίματος

			Θα προηγηθεί διαχωρισμός των φοιτητών σε ομάδες και προγραμματισμός του χρόνου εργασίας τους στο εργαστήριο Ιστολογίας σύμφωνα με το χρονοδιάγραμμα της άσκησης και το ωρολόγιο πρόγραμμα. Εργαστείτε με προσοχή στο εργαστήριο Ιστολογίας, φορώντας γάντια και ακολουθώντας τις οδηγίες που αναφέρθηκαν αναλυτικά στο κεφάλαιο 2. 

			Λήψη δείγματος αίματος

			Η λήψη του αίματος από τους ιχθείς θα πραγματοποιηθεί από την ουριαία φλέβα με κοιλιακή προσέγγιση. Τοποθετήστε τη βελόνη με γωνία 45°. Στη συνέχεια προωθήστε την διαμέσου της σπονδυλικής στήλης μέχρις ότου υπάρξει αίσθηση αντίστασης λόγω επαφής με σπόνδυλο. Τέλος, αναρροφήστε την επιθυμητή ποσότητα αίματος με τη σύριγγα.

			Η επίστρωση του αίματος στις αντικειμενοφόρους πλάκες μπορεί να γίνει άμεσα.

			Χρώση επιχρισμάτων

			Τα σκεύη που απαιτούνται για τη χρώση των παρασκευασμάτων με το επίχρισμα των κυττάρων του αίματος αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο 2 (εξοπλισμός του εργαστηρίου Ιστολογίας). Τα υλικά που απαιτούνται είναι:

			
					χρωστικές May-Grünwald και Giemsa και 

					απεσταγμένο νερό

			

			Τα διαλύματα εργασίας των χρωστικών δημιουργούνται αραιώνοντας με απεσταγμένο νερό. Για το διάλυμα εργασίας της χρωστικής May-Grünwald αραιώνουμε 25ml χρωστικής May-Grünwald με 25ml απιονισμένο νερό (αναλογία 1:1). Για το διάλυμα εργασίας της χρωστικής Giemsa αραιώνουμε 5ml χρωστικής Giemsa με 45ml απιονισμένο νερό (αναλογία 9:1).

			Για τη χρώση των επιχρισμάτων του αίματος (Εικόνα 4.2) ακολουθήστε τα παρακάτω βήματα:

			
					τοποθέτηση αντικειμενοφόρων πλακών με το επίχρισμα αίματος σε στατώ αραιά μεταξύ τους,

					κάλυψη του παρασκευάσματος με το διάλυμα της May Grunwald (εφαρμογή με πιπέτα 5ml),

					παραμονή 5 min σε θερμοκρασία δωματίου,

					κάλυψη του παρασκευάσματος με το διάλυμα της Giemsa χωρίς πρωτίστως να έχει ξεπλυθεί (εφαρμογή με πιπέτα 5ml),

					παραμονή 30 min σε θερμοκρασία δωματίου,

					καλό ξέπλυμα με απιονισμένο νερό,

					στέγνωμα των πλακών στον αέρα σε όρθια τοποθέτηση.

			

		

	
		
			
				
					[image: ]
				

			

			Εικόνα 4.2. Φωτογραφία από την εφαρμογή της μεθόδου. Χρώση αντικειμενοφόρων πλακών με το επίχρισμα αίματος.

			4.2.2 Παρατήρηση και καταγραφή δεδομένων

			Τα ιστολογικά παρασκευάσματα του αίματος θα αποτελέσουν αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο, προκειμένου να διακριθούν τα είδη των έμμορφων συστατικών (κυττάρων) του αίματος. Πρέπει να χρησιμοποιηθεί ο αντικειμενικός φακός 40× και, για καλύτερη απεικόνιση, ο καταδυτικός φακός (100×) με μια σταγόνα ελαίου πάνω στο παρασκεύασμα. 

			Η χρώση May-Grünwald - Giemsa βάφει μπλε το RNA, το κυτταρόπλασμα και τους πυρηνίσκους. Το DNA και τα πρωτογενή κοκκία βάφονται κόκκινα και μωβ, και η αιμοσφαιρίνη και τα εωζινοφιλικά κοκκία βάφονται πορτοκαλί-κόκκινα.

			Εξετάστε όσο περισσότερα κύτταρα μπορείτε στο παρασκεύασμά σας και κατατάξτε τα ανάλογα µε τον τύπο τους σε: 

			
					Ερυθροκύτταρα

					Λευκοκύτταρα (λεµφοκύτταρα, ουδετερόφιλα)

					Θρομβοκύτταρα.

			

		

	
		
			4.3 Πρόταση για σύγκριση

			Μπορείτε να παρατηρήσετε επιχρίσματα αίματος σπονδυλόζωων από τα μονιμοποιημένα παρασκευάσματα του εργαστηρίου Ζωολογίας. 

		

	
		
			4.4 Κριτήριο αξιολόγησης

			Στο τέλος τής άσκησης να παραδώσετε αναφορά, απαντώντας στις παρακάτω ερωτήσεις:

			1. Σε ποιον ιστό ανήκει το αίμα;

			2. Σε ποιες κατηγορίες διακρίνονται τα κύτταρα του αίματος των τελεόστεων ιχθύων και ποιες λειτουργίες επιτελούν;

			3. Πόσα είδη κυττάρων παρατηρήσατε στα παρασκευάσματα και ποιες είναι οι διαφορές στα είδη, στον αριθμό και τη μορφή τους;
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			5. Μικροσκοπική μελέτη σκελετικών στοιχείων Σπόγγων και Κνιδόζωων

			Σύνοψη

			Η 3η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την απομόνωση και παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο των σκελετικών στοιχείων απλών θαλάσσιων ζωικών οργανισμών. Απευθύνεται στους φοιτητές του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας & Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και συνδυάζεται με την εργαστηριακή άσκηση της μορφολογίας και συστηματικής των Σπόγγων και Κνιδοζώων που έχει προηγηθεί στο μάθημα της ζωολογίας του 1ου εξαμήνου. Οι φοιτητές θα εξοικειωθούν με την τεχνική παρασκευής ημι-μόνιμων παρασκευασμάτων. Επιπρόσθετα ο εφαρμοσμένος στόχος της μελέτης είναι η εξάσκηση στον προσδιορισμό μέσω οπτικής μικροσκοπίας του είδους θαλάσσιων οργανισμών (αλιευμάτων) με εμπορικό ενδιαφέρον για την Ελλάδα. Η άσκηση είναι ατομική και πραγματοποιείται στην Αίθουσα Οπτικής Μικροσκοπίας (Εργαστήριο Ζωολογίας). Η διάρκεια της άσκησης είναι δύο διδακτικές ώρες.

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Βασικές γνώσεις συστηματικής, μορφολογίας και ανατομίας των φύλων Porifera και Cnidaria (επιπέδου γενικής ζωολογίας) και θαλάσσιας βιολογίας.

		

	
		
			5.1 Θεωρητικό μέρος

			Οι σκελετοί είναι συστήματα στήριξης (ερειστικό σύστημα) που παρέχουν σταθερότητα στο σώμα των ζώων, επιφάνειες για την πρόσφυση των μυών και προστασία των ευπαθών οργάνων του σώματος. Εκτός από τον σκελετό των σπονδυλόζωων, που αποτελείται από τη σύνδεση των οστών στις αρθρώσεις, στα φύλα των σπονδυλωτών εμφανίζονται στερεοί σκελετοί, είτε ενδοσκελετός (εσωτερικός) είτε εξωσκελετός (εξωτερικός σκελετός). Τα περισσότερα Μαλάκια διαθέτουν εξωτερικό όστρακο που αποτελείται κυρίως από CaCO3, ενώ όλα τα Αρθρόποδα καλύπτονται από αρθρωτό εξωσκελετό, που αποτελείται κυρίως από την οργανική ουσία χιτίνη, η οποία σε μερικά εμποτίζεται με CaCO3. Τέλος, τα Εχινοδέρματα έχουν ενδοσκελετό από ενδοδερμικούς ασβεστιτικούς σκληρίτες. 

			Τα κύτταρα των Σπόγγων είναι διατεταγμένα χαλαρά σε ένα ζελατινώδες υπόστρωμα, που ονομάζεται μεσέγχυμα (μεσογλοία) (Εικόνα 5.1). Το μεσέγχυμα είναι ο «συνδετικός ιστός» των σπόγγων και αποτελείται από αμοιβαδοκύτταρα, ινίδια κολλαγόνου (με ποικιλία στη δομή τής πρωτεΐνης) και σκελετικά στοιχεία (σκληρίτες πυριτίου και ανθρακικού ασβεστίου με ταξινομική σημασία). Οι Δημόσπογγοι εκκρίνουν μια μορφή κολλαγόνου, παραδοσιακά γνωστή ως σπογγίνη.

		

	
		
			
				
					[image: ]
				

			

			Εικόνα 5.1 Εγκάρσια τομή στο τοίχωμα του ασβεστόσπογγου του γένους Grantia που δείχνει 1: το σύστημα των αγωγών και 2: το μεσέγχυμα. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκευάσματα από τη συλλογή του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται στη φωτομικρογραφία.

			Στο φύλο των Κνιδόζωων χαρακτηριστικές σκελετικές δομές εμφανίζονται στα Ανθόζωα. Τα Αλκυονάρια (οκτωκοράλλια), που είναι όλα αποικιακά, έχουν ενδοσκελετό από ασβεστιτικούς σκληρίτες που βρίσκονται στη μεσογλοία (κοινέγχυμα) ή από μια κερατίνη πρωτεΐνη ή από συνδυασμό και των δύο (Εικόνα 5.2). Τα Σκληρακτίνια (πετροκοράλλια) είναι γνωστά για τον ασβεστολιθικό εξωσκελετό που εκκρίνουν, ο οποίος μπορεί να πάρει τεράστιες διαστάσεις δημιουργώντας υφάλους. 
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			Εικόνα 5.2 Αποικιακό ανθόζωο Crassophyllum thessalonicae: A: νωτιαία άποψη αποικίας B: κοιλιακή άποψη αποικίας Γ: κοιλιακή άποψη πολύποδα με εμφανείς τους ασβετιτικούς σκληρίτες Δ: ασβεστιτικός σκληρίτης (Πηγή Fryganiotis et al. 2011)

			Ο προσδιορισμός των σπόγγων και των κοραλλιών βασίζεται στη μορφή και τη διάταξη του σκελετού τους. Στην εργαστηριακή άσκηση θα απομονωθούν και θα παρατηρηθούν στο οπτικό μικροσκόπιο οι σκληρίτες και ίνες σπογγίνης από συντηρημένα δείγματα Σπόγγων και σκληρίτες από συντηρημένα δείγματα Ανθόζωων. Η συστηματική κατάταξη των οργανισμών που θα χρησιμοποιηθούν στο πειραματικό μέρος είναι: 
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									Spongia (Spongia) officinalis Linnaeus, 1759
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			Πίνακας 5.1 Συστηματική κατάταξη των οργανισμών που θα χρησιμοποιηθούν στην εργαστηριακή άσκηση 5.

		

	
		
			5.2 Πειραματικό μέρος

			5.2.1 Μικροσκοπικά παρασκευάσματα σκελετικών στοιχείων Σπόγγων

			Στην άσκηση θα χρησιμοποιηθούν ζωντανά ή συντηρημένα δείγματα σπόγγων των ειδών Spongia officinalis, Ircinia variabilis, Agelas oroides και Petrosia ficiformis.

			Τα απαραίτητα υλικά και σκεύη για την απομόνωση των σκελετικών στοιχείων των Σπόγγων είναι:

			
					απεσταγµένο νερό, 

					νιτρικό οξύ (HNO3) 

					νυστέρι, λαβίδα, βελόνες, 

					αντικειμενοφόροι και καλυπτρίδες, 

					λύχνος. 

			

			Τα στάδια εργασίας είναι τα ακόλουθα:

			
					Σε αντικειμενοφόρους πλάκες που έχετε προηγουμένως αριθμήσει τοποθετήστε ένα μικρό κομμάτι ιστού από κάθε είδος σπόγγου.

					Προσθέστε μια σταγόνα διαλύματος HNO3.

					Τοποθετήστε το παρασκεύασμα πάνω από τη φλόγα του λύχνου, για να «βράσει» και να «λιώσει» ο ιστός, και να απομείνουν τα σκελετικά στοιχεία (για τους σπόγγους των γενών Petrosia, Agelas). Εναλλακτικά για τα δείγματα των σπόγγων των γενών Spongia και Ircinia τοποθετήστε το παρασκεύασμα πάνω από τη φλόγα του λύχνου, για να ζεσταθεί και, αφού το απομακρύνετε από τη φλόγα, χρησιμοποιήστε μια λεπτή λαβίδα και μια βελόνα για να «αραιώσετε» τις ίνες της σπογγίνης.

					Τοποθετήστε μια σταγόνα νερό και την καλυπτρίδα. 

			

			5.2.2 Μικροσκοπικά παρασκευάσματα σκελετικών στοιχείων Κνιδοζώων

			Θα χρησιμοποιηθούν ζωντανά ή συντηρημένα δείγματα του είδους Alcyonium palmatum ή άλλου Κνιδόζωου.

			Τα απαραίτητα υλικά και σκεύη για την απομόνωση των σκελετικών στοιχείων είναι:

			
					απεσταγµένο νερό, 

					φορμαλδεΰδη 10% 

					νυστέρι, λαβίδα, βελόνα, 

					αντικειμενοφόροι, καλυπτρίδες, 

					λύχνος. 

			

			Τα στάδια εργασίας για την δημιουργία του παρασκευάσματος είναι:

			1. Σε αντικειμενοφόρους πλάκες που έχετε αριθμήσει τοποθετήστε από ένα μικρό κομμάτι ιστού από το κοινέγχυμα του ανθόζωου Alcyonyoum palmatum.

			2. Προσθέστε μια σταγόνα διαλύματος Φορμαλδεΰδης. 

			3. Τοποθετήστε την καλυπτρίδα και πιέστε ελαφρά.

			5.2.3 Παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο 

			Τα μικροσκοπικά παρασκευάσματα θα αποτελέσουν αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο, προκειμένου να διακριθούν τα είδη των σκελετικών στοιχείων των διαφορετικών ειδών Σπόγγων και Κνιδόζωων. Να ζωγραφίσετε τα σκελετικά στοιχεία που παρατηρήσατε στα μικροσκοπικά παρασκευάσματα, σημειώνοντας δίπλα το όνομα του είδους και τη μεγέθυνση.

		

	
		
			5.3 Πρόταση για σύγκριση

			Μπορείτε να παρατηρήσετε τα μονιμοποιημένα παρασκευάσματα με τους σκληρίτες του ασβεστόσπογγου του γένους Grantia και Ανθόζωων. Επίσης να παρατηρήσετε τα ιστολογικά παρασκευάσματα του ενδοσκελετού των εχινοδερματων και των Σπονδυλόζωων (Χονδριχθύων, Οστεϊχθύων, Αμφιβίων). 

		

	
		
			5.4 Κριτήριο αξιολόγησης

			Στο τέλος τής άσκησης να παραδώσετε αναφορά με τα δεδομένα από την μικροσκοπική μελέτη των σκελετικών στοιχείων των σπόγγων και των ανθοζώων. Να ζωγραφίσετε τα σκελετικά στοιχεία που παρατηρήσατε στα μικροσκοπικά παρασκευάσματα, σημειώνοντας δίπλα το όνομα του είδους και τη μεγέθυνση. Να απαντήσετε στις παρακάτω ερωτήσεις:

			1. Ποια είναι η χημική σύσταση των σκελετικών στοιχείων που παρατηρήσατε; Να κάνετε σύγκριση με τον σκελετό άλλων ζωικών οργανισμών. 

			2. Τι γνωρίζετε για τις εξωκυτταρικές δομικές πρωτεΐνες τού συνδετικού ιστού; Έχουν εμπορική αξία; Από ποια ζώα παράγονται;
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			6. Συγκριτική ιστολογική μελέτη τού συστήματος εξωτερικών περιβλημάτων

			Σύνοψη

			Η 4η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο μόνιμων ιστολογικών παρασκευασμάτων του εξωτερικού περιβλήματος ζωικών οργανισμών. Παρουσιάζεται ενδεικτικά η μικροσκοπική δομή του εξωτερικού περιβλήματος δύο ομάδων ασπόνδυλων (Νηματώδεις και Δακτυλιοσκώληκες) και η ιστολογική δομή του δέρματος των Αμφιβίων. Επιπρόσθετα δίνεται η δυνατότητα για σύγκριση της ιστολογικής δομής του δέρματος των Ιχθύων και των Θηλαστικών. Η άσκηση είναι ατομική και πραγματοποιείται στην Αίθουσα Οπτικής Μικροσκοπίας (Εργαστήριο Ζωολογίας). Η διάρκεια είναι δύο διδακτικές ώρες.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Γενική ζωολογία, Ιστολογία (επιθηλιακός ιστός, σύστημα εξωτερικών περιβλημάτων), τα προηγούμενα κεφάλαια του βιβλίου.

		

	
		
			6.1 Θεωρητικό μέρος

			Τα σωματικά περιβλήματα καλύπτουν όλες τις προς τα έξω εκτεθειμένες επιφάνειες του σώματος των ζώων και αποτελούν συνέχεια των επιστρωμάτων όλων των διόδων που οδηγούν στην επιφάνεια. Το σύστημα των σωματικών περιβλημάτων εξελικτικά δεν εμφανίζει μεγάλη ποικιλομορφία παρά την καταπληκτική ποικιλία των περιβαλλοντικών δυνάμεων που δρουν στα διάφορα ζώα. 

			Οι λειτουργίες που επιτελεί το σύστημα σωματικών περιβλημάτων είναι:

			1. προστασία από επιβλαβείς εξωτερικές επιδράσεις,

			2. αισθήσεις (αποδοχή ερεθισμάτων από το εξωτερικό περιβάλλον),

			3. απέκκριση και ρύθμιση του ποσοστού των αλάτων των σωματικών υγρών,

			4. αναπνοή (σε ορισμένες ομάδες ασπόνδυλων και στα αμφίβια),

			5. μετακίνηση (δερμικά πτερύγια, ουρά),

			6. θερμορύθμιση στα ενδόθερμα ζώα (αγγειοσυστολή, αγγειοδιαστολή),

			7. αποθήκευση ενέργειας και θερμομόνωση στα ενδόθερμα ζώα (λίπος),

			8. θρέψη των νεογέννητων θηλαστικών (μαστικοί αδένες).

			Το περίβλημα του σώματος στα περισσότερα ασπόνδυλα είναι μια μονόστιβη επιδερμίδα (επιθήλιο). Για μεγαλύτερη προστασία πάνω από την επιδερμίδα σε πολλούς οργανισμούς έχει προστεθεί ένα εκκρινόμενο ακυτταρικό επιδερμίδιο (δερμίδιο) που μπορεί να εμπλουτίζεται και με ανόργανα συστατικά (όπως ο εξωσκελετός των Αρθροπόδων).

			Το σύστημα εξωτερικών περιβλημάτων στα Σπονδυλόζωα αποτελείται από το δέρμα και από τα παράγωγα του δέρματος (αδένες, λέπια, τρίχες κ.ά.). Ιστολογικά το δέρμα αποτελείται από δύο στιβάδες. Εξωτερικά αποτελείται από την επιδερμίδα, που είναι πολύστιβο επιθήλιο και έχει εξωδερμική προέλευση. Εσωτερικά αποτελείται από την δερμίδα, που είναι παχύτερη από την επιδερμίδα, περιέχει κύτταρα συνδετικού ιστού (ινοβλάστες), ίνες κολλαγόνου, χρωματοφόρα κύτταρα, αιμοφόρα αγγεία, νεύρα, και έχει μεσοδερμική προέλευση. 

			Στους Χονδριχθύες όλο το σώμα είναι καλυμμένο από τα πλακοειδή λέπια, τα οποία έχουν δερμοεπιδερμική προέλευση, δηλαδή προέλευση όμοια με τα δόντια των υπολοίπων Σπονδυλωτών. Οι Οστεϊχθύες εξωτερικά καλύπτονται από αληθή λέπια με δερμική προέλευση. Ο αριθμός τους είναι σταθερός και η αύξησή τους είναι ασυνεχής. Έτσι στην επιφάνειά τους δημιουργούνται συγκεντρικοί δακτύλιοι που επιτρέπουν τον προσδιορισμό της ηλικίας. Διακρίνονται τρία είδη λεπιών: τα κοσμοειδή, τα γανοειδή και τα ελασμοειδή, τα οποία με τη σειρά τους διακρίνονται σε δύο είδη, τα κυκλοειδή και τα κτενοειδή. Το δέρμα των αμφιβίων είναι λεπτό, μαλακό και υγρό. Το δέρμα στα Άνουρα Αμφίβια συνδέεται πολύ χαλαρά με το σώμα κατά μήκος μόνο ορισμένων γραμμών, σχηματίζοντας μια σειρά από λεμφικούς σάκους. 

		

	
		
			6.2 Πειραματικό μέρος

			Για τη μελέτη της δομής του εξωτερικού περιβλήματος θα χρησιμοποιηθούν μονιμοποιημένα μικροσκοπικά παρασκευάσματα τα οποία θα αποτελέσουν αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο. Από τα ασπόνδυλα θα μελετηθεί το σωματικό περίβλημα του παρασίτου του είδους Ascaris lumbricoides (Νηματώδεις) και του κοινού γεωσκώληκα (άγνωστο είδος, Ολιγόχαιτοι, Δακτυλιοσκώληκες), ενώ από τα Σπονδυλόζωα θα χρησιμοποιηθούν τα παρασκευάσματα του δέρματος βατράχου (άγνωστο είδος, Άνουρα Αμφίβια).

			Νηματώδεις 

			Οι Νηματώδεις ζουν στη θάλασσα, στα γλυκά νερά και στο έδαφος, ενώ παρασιτούν σε κάθε είδος ζώου και σε πολλά είδη φυτών αποκτώντας και εφαρμοσμένο ενδιαφέρον (οικονομική τους σημασία). Το εξωτερικό κάλυμμα του σώματος στους Νηματώδεις είναι ένα παχύ ακυτταρικό επιδερμίδιο που εκκρίνεται από την υποκείμενη επιδερμίδα (υποδερμίδα), το οποίο απορρίπτεται κατά τη διάρκεια της αύξησης του οργανισμού (Έκδυση). Τα στρώματα του επιδερμιδίου, που είναι αρκετά, αποτελούνται από κολλαγόνο, οι ίνες του οποίου διασταυρώνονται παρέχοντας στον νηματώδη σκώληκα κάποια ελαστικότητα κατά τον επιμήκη άξονα, αλλά περιορίζουν την ικανότητά του να εκταθεί πλευρικά. Το επιδερμίδιο εξυπηρετεί τη συγκράτηση της υψηλής υδροστατικής πίεσης που ασκείται από το υγρό του ψευδόκοιλου και την προστασία του ζώου από εχθρικά περιβάλλοντα (π.χ. το πεπτικό σύστημα ενός ξενιστή)

			Η υποδερμίδα είναι ένα συγκύτιο. Οι πυρήνες των κυττάρων που αποτελούν την υποδερμίδα είναι συγκεντρωμένοι σε τέσσερεις υποδερμικές χορδές (που προεκτείνονται προς το ψευδόκοιλο). Η ραχιαία και η κοιλιακή χορδή φέρουν επιμήκη νεύρα ενώ οι δύο πλάγιες χορδές φέρουν τους απεκκριτικούς αγωγούς (Εικόνα 6.1 & 6.2).
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			Εικόνα 6.1 Εγκάρσια τομή σε άτομο του Νηματώδους Ascaris lumbricoides στο επίπεδο του οισοφάγου. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: υποδερμική χορδή και νευρικό σχοινίο, 2: ψευδόκοιλο, 3: οισοφάγος.
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			Εικόνα 6.2 Λεπτομέρεια από την εγκάρσια τομή σε άτομο του Νηματώδους Ascaris lumbricoides στο επίπεδο του οισοφάγου. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: επιδερμίδιο, 2: υποδερμίδα, 3: μυς, 4: ψευδόκοιλο.

			Δακτυλιοσκώληκες

			Το σώμα των Δακτυλιοσκώληκων φέρει μια εξωτερική στιβάδα, ένα μη χιτινώδες επιδερμίδιο που περιβάλλει την επιδερμίδα (Εικόνα 6.2). Οι Δακτυλιοσκώληκες των κλάσεων Πολύχαιτοι (θαλάσσιοι) και Ολιγόχαιτοι (χερσαίοι και των γλυκών νερών) φέρουν επίσης επιδερμικές σμήριγγες, δηλαδή μικροσκοπικές «τρίχες» που αποτελούνται από χιτίνη. Μακριές σμήριγγες σαν τρίχες βοηθούν τις υδρόβιες μορφές στην κολύμβηση, ενώ κοντές βελονοειδείς σμήρριγγες βοηθούν να αγκιστρώνονται τα μεταμερή κατά την κίνηση. Οι σμήριγγες συνδέονται με ειδικούς μύς, ενώ όσες φθείρονται αντικαθίστανται από νέες, που παράγονται από ειδικά κύτταρα. 

			Στην επιδερμίδα υπάρχουν εκτός από τα επιθηλιακά κύτταρα και αισθητικά (κύτταρα φωτοϋποδοχείς) και αδενικά κύτταρα (Εικόνα 6.3). Το υγρό δέρμα στους γεωσκώληκες είναι επίσης υπεύθυνο για την ανταλλαγή αερίων με το περιβάλλον, καθώς στερείται ειδικών αναπνευστικών οργάνων, ενώ συμβάλλει παράλληλα και στην ωσμωρύθμιση.
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			Εικόνα 6.3 Εγκάρσια τομή σε άτομο Γεωσκώληκα (άγνωστο είδος, Ολιγόχαιτοι, Δακτυλιωσκώληκες). Τμήμα της επιδερμίδας όπου φαίνονται αισθητικά, αδενικά και επιθηλιακά κύτταρα. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις 1: επιδερμίδιο, 2: επιθηλιακά κύτταρα 3: βλεννώδες αδενικό κύτταρο, 4: επιμήκης μυς, 5: κυκλικός μυς.

			Αμφίβια

			Ιστολογικά το δέρμα τού βατράχου αποτελείται από δύο στρώματα, ένα εξωτερικό από πολύστιβο πλακώδες επιθήλιο, την επιδερμίδα, και ένα εσωτερικό σπογγώδες, τη δερμίδα (Εικόνα 6.3). Στην εξωτερική επιφάνεια της επιδερμίδας υπάρχει κερατίνη, μια ανθεκτική ινώδης πρωτεΐνη η οποία παρέχει προστασία από εκδορές και απώλεια νερού (Εικόνα 6.3). Η κεράτινη στιβάδα των αμφιβίων είναι μαλακή σε αντίθεση με τη σκληρή κερατίνη των Θηλαστικών. Το εσωτερικό στρώμα της επιδερμίδας παράγει δυο τύπους από εξωκρινείς δερμικούς αδένες, οι οποίοι αναπτύσσονται στον χαλαρό συνδετικό ιστό της δερμίδας.

			Η δερμίδα, που είναι παχύτερη από την επιδερμίδα, περιέχει κύτταρα συνδετικού ιστού (τους ινοβλάστες), ίνες κολλαγόνου, χρωματοφόρα κύτταρα, αιμοφόρα αγγεία, νεύρα και τους αδένες τού δέρματος (οι πόροι των αδένων διατρέχουν την επιδερμίδα). Η δερμίδα έχει μεσοδερμική προέλευση και χωρίζεται σε δύο στιβάδες, τη σπογγώδη από χαλαρό συνδετικό ιστό και τη συμπαγή από πυκνό συνδετικό ιστό. Οι βλεννογόνοι αδένες είναι μικροί και παράγουν βλέννα που δημιουργεί ένα προστατευτικό αδιάβροχο στρώμα στην επιφάνεια του δέρματος. Οι ορρογόνοι αδένες είναι μεγαλύτεροι και παράγουν ένα υδαρές δηλητήριο που διαφέρει σε τοξικότητα ανάλογα με το είδος του αμφιβίου. Τα χρωματοφόρα είναι αστεροειδή κύτταρα (Εικόνα 6.3) που βρίσκονται στο πάνω μέρος της δερμίδας και είναι υπεύθυνα, όπως και σε άλλα Σπονδυλόζωα, για το χρώμα του δέρματος των βατράχων. 
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			Εικόνα 6.4 Εγκάρσια τομή δέρματος βατράχου (άγνωστο είδος, άνουρα Αμφίβια). Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: επιδερμίδα, 2: δερμίδα, 3: κεράτινη στιβάδα, 4: χρωματοδόρα κύτταρα, 5: βλεννογόνοι αδένες.

		

	
		
			6.3 Πρόταση για σύγκριση

			Μπορείτε να παρατηρήσετε και τα μονιμοποιημένα παρασκευάσματα με το δέρμα άλλων Σπονδυλωτών όπως Ιχθύων, Αμφιβίων (σαλαμάνδρα με δηλητηριώδεις αδένες), Ερπετών και Θηλαστικών (ποντικού).

		

	
		
			6.4 Κριτήριο αξιολόγησης

			
					Να ζωγραφίσετε τα παρασκευάσματα που παρατηρήσατε στο οπτικό μικροσκόπιο σημειώνοντας τον οργανισμό, το είδος της τομής και τη μεγέθυνση που χρησιμοποιήσατε. Να σημειώσετε με βελάκια δίπλα σε κάθε σχηματική απεικόνιση την ένδειξη με το όνομα του αντίστοιχου ιστού ή οργάνου.

					Να παραδώσετε έναν πίνακα - κατάλογο αναφέροντας ποιους ιστούς διακρίνατε στα ιστολογικά παρασκευάσματα που εξετάσατε (Πίνακας 6.1).

					Να γράψετε τις διαφορές που παρατηρούνται μεταξύ ενός Αμφιβίου (βάτραχος) και ενός Θηλαστικού (ποντικός) ως προς τη δομή τού δέρματος.

					Τι γνωρίζετε για το φαινόμενο της έκδυσης; Σε ποιους οργανισμούς εμφανίζεται;
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			Πίνακας 6.1 Ενδεικτικός πίνακας για συμπλήρωση και επισύναψη στην τελική αναφορά της Εργαστηριακής άσκησης 6.
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			7. Iστολογική μελέτη του πεπτικού συστήματος του βατράχου

			Σύνοψη

			Η 5η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την ιστολογική μελέτη του πεπτικού συστήματος στον βάτραχο, ένα κλασικό πειραματόζωο. Απευθύνεται στους φοιτητές του Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας & Υδάτινου Περιβάλλοντος και συνδυάζεται με το εφαρμοσμένο αντικείμενο της εκτροφής των βατράχων που θα διδαχθούν σε επόμενο εξάμηνο (Εκτροφή Γαστεροπόδων Αμφιβίων και Ερπετών). Η άσκηση είναι ατομική και πραγματοποιείται στην Αίθουσα Οπτικής Μικροσκοπίας (Εργαστήριο Ζωολογίας). Η διάρκεια είναι δύο διδακτικές ώρες.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις συστηματικής, μορφολογίας Αμφιβίων, Μικροσκοπική ανατομία και φυσιολογία πεπτικού συστήματος.

		

	
		
			7.1 Θεωρητικό μέρος

			Oι βάτραχοι καταναλώνονται παραδοσιακά κυρίως στην Ευρώπη (Γαλλία, Ιταλία, Iσπανία) και στον υπόλοιπο κόσμο (HΠA, Βραζιλία, Kίνα, Ιαπωνία). Tο κρέας του βατράχου είναι νόστιμο, τρυφερό εξαιρετικά εύπεπτο και αποτελεί μια αξιόλογη πηγή βιταμινών, φωσφόρου και σιδήρου, ενώ παρέχει λιγότερες θερμίδες από το κρέας των άπαχων ψαριών.

			Οι κοινοί πράσινοι βάτραχοι (λιμνοβάτραχοι) με εμπορικό ενδιαφέρον ανήκουν στο γένος Pelophylax και η συστηματική τους κατάταξη είναι η παρακάτω:

			Φύλο: Chordata

			Υπόφυλο: Vertebrata

			Κλάση: Amphibia

			Τάξη: Anura

			Οικογένεια: Ranidae

			Γένος: Pelophylax

			Οι βάτραχοι είναι παμφάγοι, τα ενήλικα τρέφονται κυρίως με άλλα μικρότερα ζώα, όπως έντομα, αράχνες, σκουλήκια, καρκινοειδή. Το πεπτικό σύστημα στα Άνουρα Αμφίβια αποτελείται από τον γαστρεντερικό σωλήνα και τους προσαρτημένους αδένες (ήπαρ, πάγκρεας). Ο πεπτικός σωλήνας περιλαμβάνει τη στοματική κοιλότητα, τον φάρυγγα, τον οισοφάγο, το στομάχι, το λεπτό έντερο, το παχύ έντερο που καταλήγει στην αμάρα (κλοάκη).

			Η βασική ιστολογική δομή του πεπτικού σωλήνα των αμφιβίων που θα μελετηθεί σε αυτή την άσκηση ισχύει και για τα υπόλοιπα Σπονδυλόζωα. Στην άσκηση θα χρησιμοποιηθούν εμπορικά παρασκευάσματα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας.

		

	
		
			7.2 Πειραματικό μέρος

			Αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο για την 7η εργαστηριακή άσκηση θα αποτελέσουν τα μoνιμοποιημένα ιστολογικά παρασκευάσματα των οργάνων του πεπτικού συστήματος του βατράχου Rana sp. (εμπορικό παρασκεύασμα του Εργαστηρίου Ζωολογίας).

			Οι βάτραχοι συλλαμβάνουν ζωντανά τα θηράματά τους με τη γλώσσα, η οποία είναι προσκολλημένη στο πρόσθιο άκρο της στοματικής κοιλότητας και εκτείνεται προς τα έξω με το πίσω άκρο που είναι ελεύθερο. Το σαρκώδες τμήμα αποτελείται από μυϊκές ίνες και λεμφικούς και αιμοφόρους κόλπους. Η αυτόματη πλήρωση αυτών των κόλπων προκαλεί την προβολή τής γλώσσας προς τα έξω. Το πρόσθιο τμήμα τής γλώσσας είναι αδενώδες και παράγει ένα κολλώδες έκκριμα πάνω στο οποίο κολλάει η λεία (Εικόνα 7.1). 
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			Εικόνα 7.1 Γλώσσα βάτραχου με αδένες. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται.

			Ο οισοφάγος είναι περιορισμένος στους ιχθύς και τα αμφίβια, ενώ είναι μακρύτερος στα Αμνιωτά. Το στομάχι απουσιάζει από ορισμένες ομάδες ιχθύων. Τα ιστολογικά και μορφολογικά χαρακτηριστικά τού στομάχου διαφέρουν ανάμεσα στις ομάδες των Σπονδυλόζωων.

			Η ιστολογική δομή τού τοιχώματος του στομάχου των Άνουρων Αμφιβίων περιλαμβάνει τις παρακάτω στιβάδες (χιτώνες ή υμένες):

			Ι) τον ορογόνο χιτώνα ή σπλαγχνικό περιτόναιο, που αποτελείται από ένα στρώμα πλακώδους επιθηλίου που υποστηρίζεται από ινώδη συνδετικό ιστό, 

			ΙΙ) τον μυικό χιτώνα με δύο στρώματα λείου μυϊκού ιστού, το επίμηκες και το κυκλικό, 

			ΙΙΙ) τον υποβλενογόννο χιτώνα, που είναι συνδετικός ιστός με πολλά αγγεία, 

			ΙV) τον βλεννογόνο χιτώνα (υμένα), που αποτελείται με τη σειρά του από λείους μύς, επιμήκεις και κυκλικούς, συνδετικό ιστό και απλό κυλινδρικό επιθήλιο, που υπαλείφει τον αυλό τού στομάχου. Στη βάση των εγκολπώσεων του επιθηλίου υπάρχουν οι γαστρικοί αδένες (Εικόνα 7.2)
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			Εικόνα 7.2 Τμήμα εγκάρσιας τομής στομάχου βατράχου. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: σπλαγχνικό περιτόναιο (ορογόνος υμένας) 2: μυικός χιτώνας 3: υποβλεννογόνος χιτώνας 4: βλεννογόνος χιτώνας 5: αυλός 6: αγγεία.

			Το έντερο στα πρωτοχορδωτά και στους κυκλόστομους ήταν ένας απλός σωλήνας. Στους γναθόστομους διαιρείται σε δύο τμήματα, το λεπτό και το παχύ έντερο, ενώ στο πρόσθιο τμήμα αμέσως μετά το στομάχι εμφανίζεται το δωδεκαδάχτυλο. Στα σπονδυλόζωα υπάρχει ισχυρή συσχέτιση του μήκους τού εντέρου με το είδος της τροφής. Οι φυτοφάγοι γυρίνοι έχουν έντερο πολλές φορές μεγαλύτερο από το μήκος του σώματος τους, ενώ στα ενήλικα βατράχια που είναι σαρκοφάγα το έντερο είναι 2-3 φορές μεγαλύτερο από το σώμα τους. Η ιστολογική δομή τού εντέρου των βατράχων είναι όμοια με του στομάχου (Εικόνα 7.3, Εικόνα 7.4). Ο βλεννογόνος χιτώνας φέρει πολλές πτυχές, ώστε να αυξάνεται η πεπτική και απορροφητική επιφάνεια του εντέρου, ενώ απουσιάζουν οι πολυκύτταροι αδένες.
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			Εικόνα 7.3 Τμήμα εγκάρσιας τομής λεπτού εντέρου βατράχου. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: σπλαγχνικό περιτόναιο (ορογόνος υμένας) 2: μυικός χιτώνας 3: υποβλεννογόνος χιτώνας 4: βλεννογόνος χιτώνας 5: αυλός του εντέρου.
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			Εικόνα 7.4 Τμήμα εγκάρσιας τομής παχέως εντέρου βατράχου. Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Η μεγέθυνση σημειώνεται. 

		

	
		
			7.3 Πρόταση για σύγκριση

			Μπορείτε να παρατηρήσετε και τα μονιμοποιημένα παρασκευάσματα με τομές του γαστρεντερικού σωλήνα άλλων οργανισμών όπως: Πλατυέλμινθες (Planaria sp), Νηματώδεις (Ascaris lumbricoides), Δακτυλιοσκώληκες (Lubricus sp), Γαστεροπόδα και Δίθυρα Μαλάκια (Limax sp και Mytilus sp), Ιχθύες και Θηλαστικά (Ποντικός). 

		

	
		
			7.4 Κριτήριο αξιολόγησης

			
					Να ζωγραφίσετε τα παρασκευάσματα που παρατηρήσατε στο οπτικό μικροσκόπιο σημειώνοντας τον οργανισμό, το είδος της τομής και τη μεγέθυνση που χρησιμοποιήσατε. Να σημειώσετε με βελάκια δίπλα σε κάθε σχηματική απεικόνιση την ένδειξη με το όνομα του αντίστοιχου ιστού ή οργάνου.

					Να παραδώσετε έναν πίνακα - κατάλογο, αναφέροντας ποιους ιστούς διακρίνατε στα ιστολογικά παρασκευάσματα που εξετάσατε (Πίνακας 7.1).

					Υπάρχουν Άνουρα Αμφίβια που δεν έχουν γλώσσα;
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			Πίνακας 7.1 Ενδεικτικός πίνακας για συμπλήρωση και επισύναψη στην τελική αναφορά της Εργαστηριακής άσκησης 7.
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			8. Ιστολογική μελέτη της γαμετογένεσης στον Αχινό

			Σύνοψη

			Η 6η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την ιστολογική μελέτη της δομής γεννητικού αδένα και της διαδικασίας της γαμετογένεσης στον αχινό και απευθύνεται στους φοιτητές του Τμήματος. Συνδυάζεται με την εργαστηριακή άσκηση της ανατομίας του αχινού που έχει προηγηθεί στο μάθημα της ζωολογίας του 1ου εξαμήνου. Επιπρόσθετα ο εφαρμοσμένος στόχος της μελέτης είναι η εκτίμηση της γονιμότητας και ο προσδιορισμός του αναπαραγωγικού κύκλου σε εμπορικά είδη αχινών. Η άσκηση είναι ατομική και πραγματοποιείται στην Αίθουσα Οπτικής Μικροσκοπίας (Εργαστήριο Ζωολογίας). Η διάρκεια είναι δύο διδακτικές ώρες.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις συστηματικής, μορφολογίας και ανατομίας του φύλου Εχινοδέρματα (επιπέδου γενικής ζωολογίας), θαλάσσιας βιολογίας και μικροσκοπικής ανατομίας και φυσιολογίας αναπαραγωγικού συστήματος.

		

	
		
			8.1. Θεωρητικό μέρος

			Ο αχινός Paracentrotus lividus είναι βρίσκεται σε αφθονία στις ελληνικές θάλασσες και, μαζί με τους αχινούς Arbacia lixula και Sphaerechinus granularis, απαντά σχεδόν σε ολόκληρη τη μεσογειακή παραλιακή και υποπαραλιακή ζώνη. Τα εχινοειδή αυτά θεωρείται ότι ασκούν σημαντική επίδραση στη διαμόρφωση και την εξέλιξη των βενθικών κοινωνιών και αποτελούν καθοριστικό παράγοντα για την αφθονία και την εξάπλωση των φυτών στα θαλάσσια αβαθή περιβάλλοντα. Η συστηματική τους κατάταξη είναι:
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			Πίνακας 8.1 Συστηματική κατάταξη των οργανισμών που θα χρησιμοποιηθούν στην εργαστηριακή άσκηση 8.

			Ως εδώδιμα είδη, οι αχινοί παρουσιάζουν παγκοσμίως έντονο οικονομικό ενδιαφέρον, αφού οι γονάδες τους αποτελούν είδος πολυτελείας σε Ασία και Νότια Ευρώπη, όπου και καταναλώνονται ωμές ή μαγειρεμένες. O κύριος αποδέκτης των αλιευμάτων του αχινού είναι η Ιαπωνική αγορά, ενώ σημαντική είναι και η κατανάλωση στη Γαλλία.

			Οι αχινοί είναι είδη γονοχωριστικά, με εξωτερική γονιμοποίηση, έμμεση ανάπτυξη και πλαγκτονικές προνύμφες. Μελέτες έχουν δείξει ότι στη Μεσόγειο, το Paracentrotus lividus έχει μία αναπαραγωγική περίοδο, την άνοιξη ή δύο, την άνοιξη και το φθινόπωρο. Στον Παγασητικό κόλπο φαίνεται να αναπαράγεται στο τέλος της άνοιξης και στην αρχή του χειμώνα. Λόγω τής ποικιλίας των προτύπων παραγωγής αυγών μεταξύ των θαλάσσιων ασπόνδυλων, ένα ευρύ φάσμα των μεθοδολογιών έχει αναπτυχθεί για την ποσοτικοποίηση της γονιμότητας (ο αριθμός των απογόνων που παράγεται από ένα θηλυκό σε μία καθορισμένη χρονική περίοδο). Αυτές περιλαμβάνουν άμεσες μετρήσεις επωασμένων αυγών, μέτρηση ωοκυττάρων και επαγωγή σε ζώντα άτομα , καθώς και ιστολογικές μελέτες σε διατηρημένο υλικό. Τα βασικά στοιχεία της γαμετογένεσης είναι ίδια σε όλα τα ασπόνδυλα. 

			Σε αυτήν την άσκηση θα μελετηθούν τα στάδια της ωρίμανσης του γεννητικού αδένα σε μονιμοποιημένα ιστολογικά παρασκευάσματα αρσενικών και θηλυκών αχινών.

		

	
		
			8.2 Πειραματικό μέρος 

			Τα μoνιμοποιημένα ιστολογικά παρασκευάσματα του γεννητικού αδένα αρσενικών και θηλυκών αχινών του είδους Paracentrotus lividus θα αποτελέσουν αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο με σκοπό να προσδιοριστεί το φύλο του οργανισμού και το στάδιο ωρίμανσης.

			Τα στάδια ανάπτυξης του αρσενικού γεννητικού αδένα κατά τη διαδικασία της Σπερματογένεσης στον αχινό Paracentrotus lividus είναι τέσσερα, και παρουσιάζονται στις φωτομικρογραφίες της Εικόνας 8.1. Τα κύρια ιστολογικά χαρακτηριστικά κάθε σταδίου αναφέρονται στην συνέχεια:

			
					στάδιο α1: κενές γονάδες. Τα τοιχώματα των γονάδων είναι επενδυμένα με ένα λεπτό στρώμα σπερμογονίων και πρώιμα σπερματοζωάρια. Υπάρχουν κενές περιοχές, υπολειμματικά σπερματοζωάρια και φαγοκύτταρα. 

					στάδιο α2 : αναδιοργάνωση. Στο στάδιο αυτό τα τοιχώματα των γονάδων είναι επενδυμένα με ένα λεπτό στρώμα σπερμογονίων, ενώ θρεπτικά κύτταρα καταλαμβάνουν όλο το εσωτερικό της γονάδας για την παραγωγή των νέων σπερματοζωαρίων.

					στάδιο α3: ανάπτυξη γαμετών. Το σπέρμα αρχίζει να καταλαμβάνει το κέντρο των γονάδων, ενώ τα θρεπτικά συστατικά έχουν καταναλωθεί σε μεγάλο ποσοστό. 

					στάδιο α4: ώριμα σπερματοζωάρια. Οι γονάδες είναι γεμάτες από ώριμα σπερματοζωάρια, ενώ τα φαγοκύτταρα και το θρεπτικό υλικό περιορίζεται στην περιφέρεια ή απουσιάζει. Το στάδιο αυτό αντιστοιχεί στην έναρξη της αναπαραγωγικής διαδικασίας.
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			Εικόνα 8.1 Φωτομικρογραφίες ιστολογικών τομών του γεννητικού αδένα αρσενικών αχινών του είδους Paracentrotus lividus σε διαφορετικό στάδιο ανάπτυξης 1) στάδιο a1 2) στάδιο a2 3) στάδιο a3 4) στάδιο a4. Όπου: Φ: φαγοκύτταρα, Κ: κοιλότητα, Σκ: σπερματοκύτταρα, Στ: σπερματίδες, Σζ: σπερματοζωάρια, ΥΣ: υπολειμματικά σπερματοζωάρια. Σε όλες το μέγεθος της τομής ήταν 8μm, η μονιμοποίηση έγινε με Φορμόλη και η χρώση με H&E.

			Τα στάδια ανάπτυξης του θηλυκού γεννητικού αδένα κατά τη διαδικασία της Ωογένεσης στον αχινό Paracentrotus lividus είναι πέντε και παρουσιάζονται στις φωτομικρογραφίες της Εικόνας 8.2. Τα κύρια ιστολογικά χαρακτηριστικά κάθε σταδίου αναφέρονται στη συνέχεια:

			
					στάδιο θ1: κενές γονάδες. Οι ωοθήκες έχουν λεπτά τοιχώματα στα οποία υπάρχουν ώριμα ωοκύτταρα, που θα απορροφηθούν από τα φαγοκύτταρα για να αρχίσει εκ νέου η ωογένεση. 

					στάδιο θ2: αναδιοργάνωση. Στις ωοθήκες δεν υπάρχουν καθόλου ωοκύτταρα, άλλα είναι γεμάτες με θρεπτικό υλικό για να ξεκινήσει η δημιουργία νέων ωοκυττάρων. 

					στάδιο θ3: ανάπτυξη. Σε πρώτη φάση με την έναρξη της λεκιθογένεσης τα πρώιμα ωοκύτταρα αυξάνονται σε μέγεθος (με διάμετρο 10 έως 50μm), βρίσκονται κατά μήκος των τοιχωμάτων της γονάδας και περιβάλλονται από φαγοκύτταρα. Σε δεύτερη φάση τα μεγάλα πρώιμα ωοκύτταρα παίρνουν σχήμα ωοειδές και αρχίζουν να παίρνουν θέση στο κέντρο της ωοθήκης. Καθώς η λεκιθογένεση προχωράει, τα φαγοκύτταρα καταναλώνονται και αυτά που υπάρχουν εκτοπίζονται από την κεντρική τους θέση. 

					στάδιο θ4:ωρίμανση. Τα ωοκύτταρα αρχίζουν να παίρνουν το τελικό τους μέγεθος και σχήμα, άλλα είναι ακόμα αραιά, ενώ υπάρχουν ακόμα πρώιμα ωοκύτταρα στα τοιχώματα. 

					στάδιο θ5: ώριμα ωοκύτταρα. Στο στάδιο αυτό η ωοθήκη είναι γεμάτη από μεγάλα ώριμα ωοκύτταρα. Τα ωοκύτταρα έχουν διάμετρο >90μm και είναι έτοιμα να απελευθερωθούν στην υδάτινη στήλη (έναρξης αναπαραγωγής). Τα τοιχώματα των γονάδων εμφανίζονται πολύ λεπτά, καθώς έχει αφομοιωθεί το θρεπτικό υλικό. 
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			Εικόνα 8.2 Φωτομικρογραφίες ιστολογικών τομών του γεννητικού αδένα θηλυκών αχινών του είδους Paracentrotus lividus σε διαφορετικό στάδιο ανάπτυξης 1) στάδιο θ1 2) στάδιο θ2 3) στάδιο θ3 4) στάδιο θ4 και 5) στάδιο θ5. Όπου Φ: φαγοκύτταρα, Κ: κοιλότητα, ΥΑ: υπολειματτικά αυγά, Ωγ: ωογόνια, ΠΩ: πρώιμα ωοκύτταρα, νΠΩ: νέα πρώιμα ωοκύτταρα, Ω: ωοκύτταρα, ΤΩ: τοίχωμα ωοθήκης. Το μέγεθος της τομής ήταν σε όλες 8μm, η μονιμοποίηση έγινε με Φορμόλη και η χρώση με H&E.

		

	
		
			8.3 Πρόταση για σύγκριση

			Μπορείτε να παρατηρήσετε τα μονιμοποιημένα παρασκευάσματα των γεννητικών αδένων άλλων οργανισμών όπως: Γαστερόποδα Μαλάκια (σαλιγκάρι Cornu aspersum που είναι ερμαφρόδιτος οργανισμός), Δίθυρα Μαλάκια (μύδι Mytilus sp), Αμφίβια (βάτραχος Rana sp.) και Θηλαστικά (Ποντικός) και να διαπιστώσετε τις ομοιότητες και τις διαφορές.

		

	
		
			8.4 Κριτήριο αξιολόγησης

			Τα μόνιμα ιστολογικά παρασκευάσματα των γονάδων των εχινοειδών που θα σας δοθούν, θα αποτελέσουν αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο, προκειμένου να προσδιοριστεί το φύλο του οργανισμού και το στάδιο ωρίμανσης του κάθε ατόμου. 

			Στο τέλος της άσκησης να παραδώσετε αναφορά με τα δεδομένα της γονιμότητας του αχινού από τις παραμέτρους που προσδιορίσατε. Να απαντήσετε στις παρακάτω ερωτήσεις:

			1. Ποια είδη ιστών διακρίνατε στα μόνιμα μικροσκοπικά παρασκευάσματα του γεννητικού αδένα των εχινοειδών;

			2. Να αναζητήσετε τη σχετική βιβλιογραφία και να προσδιορίσετε τον αναπαραγωγικό κύκλο των ειδών που μελετήσατε. 

			3. Ποια είναι η αξία αυτών των αποτελεσμάτων στη βασική και εφαρμοσμένη έρευνα των εχινοειδών; 

			4. Ποιοι παράγοντες επηρεάζουν τη γαμετογένεση στους αχινούς;

			5. Ποια εποχή συλλέχθηκαν τα δείγματα από τον Παγασητικό κόλπο;
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			9. Ιστολογική μελέτη της προνύμφης Αμμοκοίτη (Άγναθα - Κυκλόστομοι)

			Σύνοψη

			Η 7η εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο μόνιμων ιστολογικών παρασκευασμάτων του προνυμφικών σταδίων των Κυκλοστόμων Ιχθύων (Άγναθα). Η προνύμφη αμμοκοίτη (ammocoetes larva) όπως ονομάζεται αποτελεί έναν οργανισμό-μοντέλο για την μελέτη της εξέλιξης των Χορδωτών. Η μικροσκοπική δομή των ιστών και οργάνων της προνύμφης δίνει επιπρόσθετα το έναυσμα για ανασκόπηση των γνώσεων της ιστολογίας των υδρόβιων σπονδυλόζωων. Η άσκηση είναι ατομική και πραγματοποιείται στην Αίθουσα Οπτικής Μικροσκοπίας (Εργαστήριο Ζωολογίας). Η διάρκεια είναι δύο διδακτικές ώρες.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις συστηματικής, ανατομίας και ιστολογίας Χορδωτών.

		

	
		
			9.1 Θεωρητικό μέρος

			Τα Άγναθα (Κυκλόστομοι) είναι μια ομάδα ιχθύων που δεν έχουν ζυγά εξαρτήματα, γνάθους, κρανίο και σπονδύλους. Ο σκελετός δεν οστεοποιείται και η νωτοχορδή διατηρείται σε όλη τη διάρκεια της ζωής. Αναπαράγονται στα γλυκά νερά και έχουν ένα προνυμφικό στάδιο μεγάλης διάρκειας (3 έως 7 χρόνια), που ονομάζεται Αμμοκοίτη (ammocoetes larva).

			Η προνύμφη, που μοιάζει πολύ με τα Κεφαλοχορδωτά όπως ο αμφίοξος (Αmphioxus), διαθέτει όλα τα βασικά χαρακτηριστικά των χορδωτών σε απλοποιημένη και άμεσα ορατή μορφή, ώστε να θεωρείται αρχέτυπο των Χορδωτών. Διαθέτει και αρκετά χαρακτηριστικά που απουσιάζουν από τον αμφίοξο και είναι ομόλογα με χαρακτηριστικά των Σπονδυλόζωων, όπως είναι η δίχωρη καρδιά, ο τριμερής εγκέφαλος, οι δύο οφθαλμοί, ο θυρεοειδής αδένας και το πραγματικό ήπαρ.

			Το είδος Petromyzon marinus (Linnaeus, 1758) (κοινό όνομα: παρασιτική θαλάσσια λάμπραινα, Sea lamprey) απαντά στην Ευρώπη και τη Βόρεια Αμερική και οι προνύμφες του είναι διαθέσιμες σε εμπορικά ιστολογικά παρασκευάσματα. Η συστηματική του κατάταξη είναι:

			Φύλο: Chordata

			Υπέρκλαση: Agnatha

			Κλάση: Cephalaspidomorphi

			Οικογένεια: Petromyzontidae

			Είδος: Petromyzon marinus 

			Σε αυτή την άσκηση θα μελετηθεί η μικροσκοπική δομή της προνύμφης σε μονιμοποιημένα ιστολογικά παρασκευάσματα. 

		

	
		
			9.2 Πειραματικό μέρος

			Τα μoνιμοποιημένα ιστολογικά παρασκευάσματα της προνύμφης αμμοκοίτη των Άγναθων Ιχθύων (άγνωστο είδος), που θα αποτελέσουν αντικείμενο παρατήρησης στο οπτικό μικροσκόπιο είναι ολόκληρη η προνύφη και παρασκευάσματα εγκάρσιων τομών στο επίπεδο της κεφαλής, του φάρυγγα και του μέσου του σώματος (Εικόνες 9.1 – 9.6). 

			Χρησιμοποιείστε μικρή μεγέθυνση για να παρατηρήσετε το παρασκεύασμα ολόκληρης της προνύμφης (Εικόνες 9.1 – 9.3). Η προνύμφη αμμοκοίτη έχει ένα μακρύ λεπτό σώμα. Η νωτοχορδή αποτελεί τον κύριο σκελετικό άξονα του σώματος. Οι σωματικοί μύες διαχωρίζονται σε μυοτόμους. Αμέσως πίσω από τον φάρυγγα είναι η καρδιά, που βρίσκεται κοιλιακά προς τον οισοφάγο. Το ήπαρ βρίσκεται ακριβώς πίσω από την καρδιά και είναι επίσης κοιλιακά τοποθετημένο σε σχέση με τον οισοφάγο. Κοντά στο ήπαρ εύκολα διακρίνεται η σφαιρική χοληδόχος κύστη. Η χοληδόχος κύστη χάνεται κατά τη διάρκεια της μεταμόρφωσης (δεν είναι παρούσα στα ενήλικα άτομα). Εστιάζοντας προσεκτικά στην περιοχή πίσω από την καρδιά και πάνω ή κάτω από τον οισοφάγο μπορεί να διακρίνετε τα σωληνάρια του νεφρού (πρόνεφρος). Ο πρόνεφρος θα αντικατασταθεί από τον μεσόνεφρο στο ενήλικο άτομο.

			Στην εγκάρσια τομή στο επίπεδο της κεφαλής διακρίνεται ο εγκέφαλος που αποτελείται από τρία μέρη: πρόσθιος, μεσεγκέφαλος, οπίσθιος εγκέφαλος. Τα αισθητήρια όργανα στην περιοχή της κεφαλής είναι: οι οφθαλμοί, που βρίσκονται ένας σε κάθε πλευρά του μεσεγκεφάλου, ο ρώθωνας και τα ακουστικά κυστίδια, που βρίσκονται στην πλευρική επιφάνεια του μεσεγκεφάλου. Επίσης διακρίνεται το χόνδρινο νευροκράνιο.

			Στην εγκάρσια τομή στο επίπεδο του φάρυγγα (Εικόνα 9.4) διακρίνεται στο κοιλιακό δάπεδο του φάρυγγα υπάρχει το ενδόστυλο (υποφαρυγγικός αδένας) το οποίο παράγει βλέννα και συσσωματώνει σε αυτήν τα μερίδια της τροφής, τα οποία στη συνέχεια προωθεί στο έντερο. Στα ενήλικα αυτός ο αδένας γίνεται θυροειδής. Υπάρχουν επτά ζεύγη φαρυγγικών θυλάκων και σχισμών. Από τις φαρυγγικές ταινίες (τα τόξα) που διαχωρίζουν τις φαρυγγικές σχισμές προεξέχουν βραγχιακά νημάτια που φέρουν δευτερεύοντα ελάσματα. Η ίδια δομή παρατηρείται και στα ανεπτυγμένα βράγχια των ψαριών.

			Στην εγκάρσια τομή στο μέσο του σώματος (Εικόνα 9.5) διακρίνονται πολύ καλά οι σωματικοί μύες που διαχωρίζονται σε μυοτόμους και το έντερο δίπλα στο οποίο διακρίνεται και οι αγωγοί των προνεφριδίων που στα ενήλικα θα εξελιχθούν σε μεφονεφρικούς αγωγούς (αγωγοί του Wolffian). 

			Η νωτοχορδή διακρίνεται με τη μοναδική ιστολογική της δομή στο κέντρο τής εγκάρσιας τομής του φάρυγγα και του μέσου του σώματος (Εικόνα 9.6). Η νωτοχορδή που εμφανίζεται ως εμβρυικός ερειστικός ιστός σε όλα τα σπονδυλωτά, αποτελείται από ειδική μορφή συνδετικού ιστού (νωτοχορδικός ιστός), ο οποίος χαρακτηρίζεται από μεγάλα ενδοκυτταρικά κενοτόπια που ασκούν πίεση σε μια ινώδη θήκη. Μεταξύ των κυττάρων υπάρχει μεσοκυττάρια ουσία. Εξωτερικά περιβάλλεται από την ινώδη θήκη από συνδετικό ιστό. Πάνω από τη νωτοχορδή διακρίνεται η νευρική χορδή, που περικλείεται από ένα περίβλημα από ινώδη συνδετικό ιστό ενώ διακρίνεται και η ραχιαία αορτή.
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			Εικόνα 9.1 Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της προνύμφης αμμοκοίτη (ammocoetes larva - άγνωστο είδος) της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας, όπου απεικονίζεται ολόκληρη η περιοχή της κεφαλής. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις 1: στόμα, 2: βραγχιακά τόξα.
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			Εικόνα 9.2 Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της προνύμφης αμμοκοίτη (ammocoetes larva - άγνωστο είδος) της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας, όπου απεικονίζεται το μέσο του σώματος. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις 1: έντερο, 2: νωτοχορδή.
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			Εικόνα 9.3 Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της προνύμφης αμμοκοίτη (ammocoetes larva - άγνωστο είδος) της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας, όπου απεικονίζεται η περιοχή της ουράς. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις 1: αμάρα (και έδρα εσωτερικά), 2: νωτοχορδή, 3: νωτιαία κοίλη νευρική χορδή, 4: μεταεδρική ουρά.
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			Εικόνα 9.4 Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της προνύμφης αμμοκοίτη (ammocoetes larva - άγνωστο είδος) της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Απεικονίζεται τμήμα εγκάρσιας τομής στο επίπεδο του φάρυγγα. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις 1: εξωτερικό περίβλημα (δέρμα), 2: σκελετικοί μυς (μυομερίδια), 3: σπλαγχνικός ενδοσκελετός (χόνδρινος), 4: ενδόστυλο (υποφαρυγγικός αδένας), 5: φαρυγγικοί θύλακες και βραγχιακά ελάσματα, 6: υποφαρυγγικό (υποβραγχιακό) κροσσωτό επιθήλιο, 7: αυλός του φάρυγγα (βραγχιακή κοιλότητα).
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			Εικόνα 9.5 Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της προνύμφης αμμοκοίτη (ammocoetes larva - άγνωστο είδος) της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Απεικονίζεται τμήμα εγκάρσιας τομής στο κέντρο του σώματος στην περιοχή του εντέρου. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: εξωτερικό περίβλημα (δέρμα), 2: σκελετικοί μυς (μυομερίδια), 3: κοιλωμα, 4: αγωγός προνεφριδίου, 5: πρόνεφρος 6: περιτόναιο, 7: έντερο, 8: αυλός εντέρου και περιεχόμενο (π.χ. τρήματα διατόμων), 9: τμήμα του ήπατος, 10: μεσεντέρια αρτηρία.
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			Εικόνα 9.6 Φωτομικρογραφία από εμπορικό μονιμοποιημένο παρασκεύασμα της προνύμφης αμμοκοίτη (ammocoetes larva - άγνωστο είδος) της συλλογής του εργαστηρίου Ζωολογίας. Απεικονίζεται τμήμα εγκάρσιας τομής στο κέντρο του σώματος στην περιοχή της νωτοχορδής. Η μεγέθυνση σημειώνεται. Ενδείξεις: 1: νωτοχορδικός ιστός, 2: ινώδης θήκη νωτοχορδής, 3: νωτιαία κοίλη νευρική χορδή, 4: ραχιαία αορτή, 5: σκελετικοί μυς (μυομερίδια).

		

	
		
			9.3 Πρόταση για σύγκριση

			Μπορείτε να παρατηρήσετε τα μονιμοποιημένα ιστολογικά παρασκευάσματα υδρόβιων χορδωτών όπως των Κεφαλοχορδωτών (αμφίοξος), των Ιχθύων και των Αμφιβίων (γυρίνος). Να καταγράψετε ομοιότητες και διαφορές στην μικροσκοπική δομή οργάνων όπως π.χ. τα βράγχια. Με αφορμή τη μελέτη της δομής προνύμφης των Άγναθων να αναζητήσετε πληροφορίες για την εξέλιξη των ομάδων των Χορδωτών. 

		

	
		
			9.4 Κριτήριο αξιολόγησης

			Στο τέλος της άσκησης να παραδώσετε αναφορά απαντώντας στις παρακάτω ερωτήσεις:

			1. Ποια όργανα και ποια είδη ιστών διακρίνατε στα μόνιμα μικροσκοπικά παρασκευάσματα της προνύμφης (Πίνακας 9.1);

			2. Ποια από αυτά δε θα τα συναντήστε στα ενήλικα άτομα των κυκλόστομων;

			3. Ποια από αυτά δε θα τα συναντήστε σε ένα βάτραχο;
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			Πίνακας 9.1 Ενδεικτικός πίνακας για συμπλήρωση και επισύναψη στην τελική αναφορά της Εργαστηριακής άσκησης 9.
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			10. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

			Σύνοψη

			Στο δέκατο κεφάλαιο (παράρτημα) παρατίθεται ένας εποπτικός πίνακας όπου ταξινομούνται τα μικροσκοπικά παρασκευάσματα που μελετήθηκαν ή προτάθηκαν για μελέτη στα προηγούμενα κεφάλαια.

		

	
		
			10.1 Κατάλογος ιστολογικών παρασκευασμάτων

		

	
		
			
				
					
						
							
							
							
							
						
						
							
									
									α/α

								
									
									Είδος

								
									
									Κωδικός 

								
									
									ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ

								
							

						
						
							
									
									PORIFERA 

								
							

							
									
									1

								
									
									Grantia sp

								
									
									z510,520,525,570

								
									
									Εγκάρσια τομή, spicules gemules

								
							

							
									
									CNIDARIA 

								
							

							
									
									2

								
									
									
									Bl C 1 έως Bl C 1 5

								
									
									Σκληρίτες 

								
							

							
									
									ΠΛΑΤΥΕΛΜΙΝΘΕΣ 

								
							

							
									
									3

								
									
									Planaria

								
									
									z915

								
									
									Εγκάρσια τομή (plain and digestive tract)

								
							

							
									
									ΝΗΜΑΤΩΔΕΙΣ 

								
							

							
									
									4

								
									
									Ascaris lumbricoides

								
									
									z1023

								
									
									Εγκάρσια τομή στην περιοχή του οισοφάγου (esophagus)

								
							

							
									
									
									ΔΑΚΤΥΛΙΟΣΚΩΛΗΚΕΣ

								
									
									
									 

								
							

							
									
									5

								
									
									Ολιγόχαιτοι

								
									
									z1250

								
									
									Εγκάρσια τομή στην περιοχή του εντέρου (intestinal region)

								
							

							
									
									ΜΑΛΑΚΙΑ

								
							

							
									
									6

								
									
									Δίθυρα Mytilus sp

								
									
									Μ1

								
									
									Μαλακοί ιστοί

								
							

							
									
									7

								
									
									Γαστερόποδα Cornu aspersum

								
									
									Μ2

								
									
									Γονάδα 

								
							

							
									
									8

								
									
									Γαστερόποδα Limax sp.

								
									
									Μ3

								
									
									όλοκληρο

								
							

							
									
									ΕΧΙΝΟΔΕΡΜΑΤΑ

								
							

							
									
									9

								
									
									Αχινός Paracentrotus lividus

								
									
									Ε1

								
									
									Γονάδα Θηλυκών και Αρσενικών ατόμων 

								
							

							
									
									10

								
									
									Ολοθούρια

								
									
									Ε2

								
									
									Γονάδα

								
							

							
									
									ΧΟΡΔΩΤΑ 

								
							

							
									
									Άγναθα

								
							

							
									
									11

								
									
									Πρνύμφη Petromyzon sp

									Ammocoetes larva

								
									
									z2800

								
									
									Ολόκληρο

								
							

							
									
									12

								
									
									» »

								
									
									z2801

								
									
									Κεφάλι (head)

								
							

							
									
									13

								
									
									» »

								
									
									z2802

								
									
									Εγκάρσια τομή στην περιοχή του φάρυγγα (pharynx)

								
							

							
									
									14

								
									
									» »

								
									
									z2803

								
									
									Εγκάρσια τομή στο μέσο του σώματος (mid-body)

								
							

							
									
									15

								
									
									» »

								
									
									z2804

								
									
									Ουραία περιοχή (caudal region)

								
							

							
									
									Κεφαλοχορδωτά

								
							

							
									
									16

								
									
									Amphioxus

								
									
									z2715

								
									
									Κεφαλή (head)

								
							

							
									
									17

								
									
									» »

								
									
									z2720

								
									
									Φάρυγγας (pharynx)

								
							

							
									
									18

								
									
									» »

								
									
									z2725

								
									
									Πεπτικός σωλήνας (digestive tube)

								
							

							
									
									19

								
									
									» »

								
									
									z2730

								
									
									Ουραία περιοχή (caudal region)

								
							

							
									
									20

								
									
									» »

								
									
									z2755

								
									
									Θηλυκό (female)

								
							

							
									
									ΙΧΘΥΕΣ

								
							

							
									
									21

								
									
									Χονδριχθύες 

									Scyllium sp.

								
									
									K. set 4855·n°1

								
									
									Σπονδυλική στήλη (vertebral)

								
							

							
									
									22

								
									
									Οστειχθύες

									(άγνωστο είδος του γλυκού νερού)

								
									
									K. set 4855·n°2

								
									
									Βράγχια (region of gills)

								
							

							
									
									23

								
									
									Οστειχθύες

									(άγνωστο είδος του γλυκού νερού)

								
									
									K. set 4855·n°3

								
									
									Ουρά (region of tail)

								
							

							
									
									24

								
									
									Οστειχθύες 

									(άγνωστο είδος)

								
									
									K. set 4855·n°4

								
									
									Λέπια κυκλοειδή (cyclooid)

								
							

							
									
									25

								
									
									Οστειχθύες Teleostei

									Cyprinus caprio

								
									
									Pi141f

								
									
									Οβελιαία τομή Καρδιάς (heart sagittal)

								
							

							
									
									26

								
									
									Οστειχθύες Teleostei

									Cyprinus caprio

								
									
									Pi163c

								
									
									Δέρμα (skin)

								
							

							
									
									27

								
									
									Χονδριχθύες 

									Scyllium sp

								
									
									z2905

								
									
									Πλακοειδή λέπια (placoid scale)

								
							

							
									
									28

								
									
									Οστειχθύες 

									(άγνωστο είδος)

								
									
									z3100

								
									
									Γανοειδή λέπια (Ganoid scale)

								
							

							
									
									29

								
									
									» »

								
									
									z3105

								
									
									Κυκλοειδή λέπια (Cycloid scale)

								
							

							
									
									30

								
									
									» »

								
									
									z3110

								
									
									Κτενοειδή λέπια (Ctenoid scale)

								
							

							
									
									ΑΜΦΙΒΙΑ 

								
							

							
									
									31

								
									
									Άνουρα

									Βάτραχος Rana sp.

								
									
									K. set 4975 n°1

								
									
									Στομάχι (stomach)

								
							

							
									
									32

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°2 

								
									
									Λεπτό έντερο (small intestine)

								
							

							
									
									33

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°3

								
									
									Παχύ έντερο (large intestine)

								
							

							
									
									34

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°4

								
									
									Ήπαρ(liver)

								
							

							
									
									35

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°5

								
									
									Νεφρό (kidney)

								
							

							
									
									36

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°6

								
									
									Όρχεις (testis)

								
							

							
									
									37

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°7

								
									
									Εγκεφαλικά ημισφαίρια (cerebrum)

								
							

							
									
									38

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°8

								
									
									Καρδιά ( heart)

								
							

							
									
									39

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°9

								
									
									Δέρμα (skin)

								
							

							
									
									40

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°10

								
									
									cartilage bone

								
							

							
									
									41

								
									
									Ουροδελή

									Σαλαμάνδρα (άγνωστο είδος)

								
									
									K. set 4855·n°10

								
									
									Δέρμα (skin)

								
							

							
									
									42

								
									
									Βάτραχος Rana sp

								
									
									K. set 4855·n°5

								
									
									Γυρίνος (frog.larva Tadpole)

								
							

							
									
									43

								
									
									» »

								
									
									K. set 4855·n°6

								
									
									Επίχρισμα αίματος (blood smear)

								
							

							
									
									44

								
									
									» »

								
									
									K. set 4855·n°7

								
									
									Γλώσσα (tongue)

								
							

							
									
									45

								
									
									» »

								
									
									K. set 4855·n°8

								
									
									Έντερο (intestine)

								
							

							
									
									46

								
									
									» »

								
									
									K. set 4855·n°9

								
									
									Πνεύμονας lung)

								
							

							
									
									47

								
									
									» »

								
									
									h4255

								
									
									Σπερματοζωάρια (sperm)

								
							

							
									
									48

								
									
									Ουροδελή Ampiuma sp

								
									
									Z3575

								
									
									Ήπαρ (liver)

								
							

							
									
									ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ

									 

								
							

							
									
									49

								
									
									Ποντίκι 

								
									
									K. set 4975 n°11

								
									
									Στομάχι (stomach)

								
							

							
									
									50

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°12 

								
									
									Λεπτό έντερο (small intestine)

								
							

							
									
									51

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°13

								
									
									Ήπαρ (liver)

								
							

							
									
									52

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°14

								
									
									Σπλήνα (spleen)

								
							

							
									
									53

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°15

								
									
									Νεφρό (kidney)

								
							

							
									
									54

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°16

								
									
									Όρχεις (testis)

								
							

							
									
									55

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°17

								
									
									Δέρμα (skin)

								
							

							
									
									56

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°18

								
									
									Πνεύμονας (lung)

								
							

							
									
									57

								
									
									» »

								
									
									K. set 4975 n°19

								
									
									Παχύ έντερο (large intestine)

								
							

							
									
									58

								
									
									Χοίρος

								
									
									K. set 4975 n°20

								
									
									Ωοθήκη (ovary)

								
							

						
					

				

			

			Πίνακας 10.1 Κατάλογος μόνιμων ιστολογικών παρασκευασμάτων εργαστηρίου Ζωολογίας.
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