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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Vodni Asellus dquaticuglL.) (Isopoda: Crustaceg) e s pl ognentraglkgii r |
nevr e tAe aquaticusje edina vrsta svojega rodu, ki je poselila velik defdpe

(Williams, 1962; Sket, 19944enry in Magniez, 1983 Sket (1994) navaja, da podvr#ta

a. aquaticusnasel juje velino obmol| j predssemp jugoa | p a
vzhodnih preddih habitata vrste Vo d n i osl il ek j e pl en t ako
vret enl alcenkBemlund,|1%68 Rask in Hiisivouri, 1985; VeyrE985)

Asellus aquaticus e uporablja kot model ni oflnghani zem
Zar adi svoje razgirjenost.i iA.naquatikulsprimmelna n o s t i
model na vrsta na pWhitehudt ip sod.elR94;IMaaneil |C.ein sedo, d a
2002;Hasu, 2008)evolucije ¥erovnik in sod. 2004, 200%ick in Bloom, 2010; Protas

in sod., 2011Konecin sod., 2015)n ekotoksikologije (Fraser978; Tolba in Holdich,

1981, Van Ginneken in sodmnog20hl 7b)i.otJiel nklhj u
dober pokazatelj zunanjiplivov na vodotok (Hasu2008).Enakon@ n i so @ikaerni

modelni organizmi, ker jim lahko merimbziol o gk e s p r lBamarkehgeena t . i
razlilnih nivojih biologke Eopmmdme lusmamst i (
aktivnost. i enci mov kot bi omaradurmavanjenjthoved ne s n a
variabilnosti zaradbiotskih in abiotskih faktorjev (Pfeifer in sod., 2005T i §ih sod.

2009; Xuereb in sod. 2009b)Zato jetrebav modelni vrstid ol ovplivt nt ri nzi | ni
lastnostj kot so spol, velikost in reproduktivni status teliv abiotskih faktorjev, kot so

| et niin fizikalsoikemijski parametri habitata na aktivhost encimskih biomarkerjev
(Xuereb in sod. 2009).

V literaturi so podatki o Mpvu temperaturel(agerspetz in Bowler, 1993; Menezes in sod.,
2006; Cailleaudn sod., 2007; Zhou in sod., 201ter svetlobgBuikema 1972; Fanjul

Mol es in sod., 1998; Li in Cooper, 2002; Si
sod.2016ha razlilne vedenjske in fiPRripeyegke pa
lit erature pa nismo nagl.] eksperi mentov, K i
vodnemu osl il ku.

Predhodneraziskave so pokazale, da mgda ms k i mi in povr gA.nski mi
aguaticusobstajajorazlike v morfologiji (Turk in sod., 1996; Pwer | ni k i n sod. ,

genetiki(Verovnik in sod., 2003; Verovnik in sod., 2004; Protas in sod., 20bhep&in

sod. 2015) irmetabolizmuHervantin sod, 1996, 1997, 2001, 200Bsartel in sod., 2005;

Jemec in sod., 2017\edavno sa@emec in sod2017)pokazalj da imajo vodni
jamskega okoljaizrazitoni gj o i n ma n j variabilno aktiwvr
(glutation Stransferaza GST, katalaza) ter encimacetilholinesteraza (AChEki je del
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holinergil kegaps.Wmidaljavanjuinag zato zanimk, ali podoben
trend v encimskih aktivnostih dobilmd kteu d/i
laboratorijuizpost avi mo si mulirani m | ansgekabnm,in povr g
temperaturnim razmeram.

1.2 NAMEN RAZISKAV

Namen magistrske naloge je plr ouM pgltiiv svetl obnega regi ma
aktivnost encimov glutation -8ansferaza (GST) ter acetilholinesteraza (AChE) v

povrginski i n Ajaguatcds V. papwolraciojri j u smo si m
okolsk e regi me. To so jamsKki, povrginski pri
vig jtiemper at ur i (20 UC). Pr i -npool \svetfpbninckket i h r a
simulirald@ z luljo, K i je bila 16 urS prigg
poskusi smo geleli preveritiA aquaicus eugpalve Qi
odzivajo na svetlobo in temperaturo na biokemijskem nivoju organizma. Poleg tega smo
gel eli ,lugosevibt iok emi j skii istega lmbitata na eobgp anni z mo v
temperaturomed seboj razlikuejg | ede na | as vzor|l enja in s
populacije

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

1. Pri | akuj emo, d aencimmav G3J¥ o orgakizmihv po gpseiosu v
laboratorijz n i gvadpeotnem primerbi pomenilo,dase e or gani zmom z
stopnja metabolizma

2. Vel jih Sprememb aktivnosti enci mov ACh
prilakuj emo.

3. Gl ede na Iliteraturid aikmefeimpi o laginestnd ko g o
antioksidativnih oz. detoksifikacijskin encimo GS T, kot v enci mu h
sistema AChBEp r i razlilni temperatur.i in regi mu

4. Pri | akudaeamsese bodo jamski I n povrginski

odzvali drugal e.



3
Ul'l ar vJ.s,ve\dloibnega rmadpiokensjske pokazaeljmppea vart uirres ki h in jamski.h popul aci
Mag. delo. Ljubljana, Undtva, vGtLydiibjl jmamli ebol®liesckd&Bhinn gfkuan kf caikau a1 n e

2 PREGLED OBJAV
2.1 ASELLUS AQUATICUS

Asellus aquaticugLinne), oazroma s slovenskim imenom vodn o s | defrigvirpi inj e
herbivorni sladkovodnie n a k 0 n o(§lardus im sodk 1978; Moore, J. 1975 Gr a-a i n
sod., 199% Jeedini svojegarodikk i j e uspeygabi pbigdnbnelateri

Me di t er a n(@ikiamb, 1962; Mathy, 1991; Sket in sod., 1994¥Erjetno izhaja iz

Azije (Sket, 1994).

JJ nadvse gener al i st, kijemesotnawlitorplmh in sulgitordininj i v a v
del i h wopdkih mezotr@ih in evtrofnih sladkovodnih sistemifyan Hattum in

sod., 1989)Najdemojo na raznolikih talnih substratih, kot so makrofiti, filamentozne alge,

detritu, kamnih in zgornjih sldj mehkega sedimenta (Van Hattum in sod., 198&3nt$e

z detritom, glivami,bakterijami, algami, makrofitin njihovimi perifiti (Williams, 1962;

Marcus in s0d.1978 Murphy inLearner, 1982)V laboratorijskih poskusih so jih hranili z

I i st i(Alngsegglutipasa (Maltby, 1991 Lagerspetz in Bowler1993; Bloor, 2011

Vrsto w@mbi nagbdraki | nnehl 96ebbi,t avt inhe k(aGreuw i h | ok :
slanost cad do 15 pptK hn inGosselck, 1989Nas el j uj e tako | iste po
organsko oneshingpéP84).vode ( Sk

Filogeografske rsa peivssta oo €vrofkd adjverjetoeje adgi ri | a |
zahodnega del a Pa-rM?dmigokié eni pionag,t i piddve&] jih
Balkanu, jugozahodno proti Apeninskem polotoku, severovzhod8eeunjoEvropo in

proti regiji Di ntavrjes kapalj arplivila poseaanost Mladkogodnihi
habitatov Genetska raznovrstnogte najprapjylaacv j ah, K i gi vi j c
(Verovnikin sod, 2005).

Vvodni pel jlele poseljeval po vVvsej Evropi, Y
samo ppulacije v Romuniji in Sloveniji (Sket, 1994). Te populacije imajo delno ali
popolnona depigmentiranat el o i n ol i, n edkeagteenreer i ra nie majl a

1994).
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22 GI VLIJENJSKI CIKEL POVRGODSEGA OG®OPUILKRAEI J

Rast in razmbdogmvas| el pbui svea molno vezana |
zal,he voda déisSAdendeaij sdn,anld9691;97(8), razmn
se zalingBAAQpkliarvd, 1978). V plitwednnis tgmgvdil leeank
v habitatih zvelikimi sezonskiminihanji temperaturg kland, 1978). Vrsta toleriraelo

ni zke temper at(Gruner,1885)i zu zmr zi gl a

Razmnogeval ni c i k eZzbhpdninSredmjeHvredap mas Vv et phi z a

1)V februarju se zalne parsjteamrjeqg.geNasjamri e€je
prezimile, dolge 6 8 mm(Steel, 1961; Gruner, 196bkland, 1978)

2) Pol et se zalne razmnogevat.i szrelostndria d a n s k
do!l gi-d4i mm. Ta ima potomce Vv jesenski g
ampak prezimi (Steel in sod. 1961; Gruner, 1965).

Vodni majd and dezonoiparjenja od februarja do oktobra (Steel, 1961; Aston in
Milner 1980; Manning, 1980; Murphy in Learner, 1982Ylvema vrhuncem@teel, 1961,

| kland, 1978)aprila in septembra,ckje ovigerin60% samic 6t e e | , kldn®@ @arg) . |
pravi dajel as r a s bdtempeldatuie yoelen Magamice spomladansko generacijo
spustijov okolje in sta v populaciji dve generacyjio d n e g a. Do ginija Uimkego

skor aj Vse geinealaici preeji g'njsee z genaraeija vodnegan o g e v
0 s | (Ste&l,d961)Steel (1961)navagja da |j e spoml adi po opl odi
umrejo kmalu pou s pegni Wrovim (1B2®)cnavigjad.a j e 1 nkubacij sk
v 0 d n e g a30e3Idni.bteela(1961) navajala je v laboratoriju na sobni temperaturi

i nkubaci j sléi 18|da ma téresug paat 3 mesecel kland (1978) pa pri
populaciiizdigovzhodne Norvegke op25dnjivel jnkobedbik
imajovlaboratoriju nigjo sntThompspne 19fHasugin soe.t j a (
2008)

V Iiteratur.i n i s mskem ekiuljamskip podutadjloa@wn e ag iows Il ji ¢

23 VPLIV SVETLOBE I N TEMPERATURE NA NEVRETE!

Okol j ski p ar a emsperaturag in syetlobgy sosvelikoebplj stabilni v jamskih
okolihv. pr i mer j awmi (Cuver indPipangd000Nla | e | veljmyaa nizke
temperature vplivajong i v | pdoboins & z mn oigikelv kohkretno so pri vodnem

os i | ugatovili, da nizke temperature vplivajo nea 0 d n e g a takos dasel jina
podal j ga ¢i inlrjaeznnnsokdae v @ okinl aa 1O@8i, Andersson, 1969).
Posledicavi g i h thempveordanteugraa q | rhhi&tter,ejlgraaj g i razi

cikelzar adi inkubacijskg dobegjajcip o s | ekdrid jngpa ¢gi vAsjomnj s k a
in Milner, 1980. Bjerknes (1974) je opisal podobepliv temperaturenar a z mno gev an j
in rast postranie Gammarus lacustris Migliore in sod. (1982) so opisalida se
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Sredozemskg@opulacj e vodnegal @lsd md kaa z mpwngargoan)io v s e
zar adi krajge fotoper i opdoet @nhksmtyv ezla ploasead ni mi o

Kosovodne prenésiiiz% 820AC n AC 2dbdatho, so kazali znake termalne
prilagoditve, ki so sazrazili kot toplotna tolerangaspremembaefleksrega vedenjan

mi ¢ ifunkcige (Ushakov inPaskhova, 1984; Lagerspetz, 20P3Te prilagoditve so bile
dokonb8anelh Ul i nki prilagoditev so bildi st a
dneh. Najb o | | odporni osebki vodnega osl il ka
temperature do 3AC ( Sal i h i n Darlgigngednevli97i8n) .i nter
vkl julno z zadospoojedampet at imr st ovpdhggad r azn
0 s | i(An#essso, 1969). Tadini in Valentino (1969) stanavedla da je prisotnost

zi mskega obdobja brez wadzmengaZaboshainl@ledaje pop ul
Evropenajverjetnejegenetsko pogojena in je rezultat selekcije. Ta adaptacijska strategija

je vezana nasvet !l obni dragljaj i n prekine razmn
temperature. Nizke temperatpeo v zr ol i j o smwvtodinajga o | ml &kai |
Scas I n Bor ot (20W0MWI)i vpotreommearagt ud a&Neregwsr | mn

diversicolortraja stresncsamo 2 dninato izzvenili in Cooper (2002 sta pokazala, da
bela svetlobavpliva na vedenjgamske pop| aci j e s | epe @rongetest o| ne ¢

australis packardisaj je bilogt evi | o i mkienaknobj nmgge. Simli
(2007) staanalzirala vpliv svetlobena porabo kisika pri jamski vrgpiostraniceNiphargus

stygiusi n p o v r gpostranikecammariss fossaruim odkrila, da pr i povr gi |
svetl oba ni i mela vpliva, pri | amsskopnjopa | e
metabolizmaPovr gi nska vrsta je imela . Fiuger vin eso
(2016) so izvajal:i vedenjske eksperimente
postranic. Opisali so, dse je vseh 10 jamskih vrsizogibalo svdt o b i . Pri povr

vrstah pa je bilo odvisno od posameznist in tudi od posameznibrganizmovznotraj
vrst. Nekateri so se umikali svetlobi, nekateri so iskali svetlobo, nekateri pa niso
spreminjali vedenja.

FanjukMoles in sod. (1998) so opazovalip| i v svet | ob érocambarysot ol n
clarkii in Procambarus diguetOb e v r st i sta se na svetlobo
kisi ka, poviganjem koncentracije | aktata v
vista je v prvean kiesdinkua zinn gaabdakisikgoeuga bsta i g al a
pa je tudi v drugem tednu i meS$tegnjgpghanmbeo ki s
j e z priobeh.ISmrtnod®. diguetizaradi svetlobge bila skoraj 70%, P. clarkii pa so

se prilagodili m laboratorijske pogoje. Njihovi rezultatd nakazalida svetloba vpliva na

nevralne in endokrine strukture odgovorne za uravnavanje vedenja in metabolne funkcije.

Naravna svetl oba I gr a kljulno vlogo proi r
(Gastm i n sod. , 2012) . Sv eatdircabsrtd | 0 o e szma gjeam;jj e
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prehranjevanja in stopnjo rasti kopenske obalne pas@ra@rchestoidea tuberculata
(Luarte in sod., 2016).

24 RAZLI KE MED JAMSKO I N POVRGI NSKO PODVRST

V Sloveniji opr t e dol i ne okol i vel ji M. aguatdust ok ov
aquaticus ki j e splogno prisotna po velini Evr
pigmentirano telo i aea®V-Y, plmapopho@ov.espesiame
zunanjegax oba sam|l evega pleopoda | i n dol ge oko
podal jgani mi di stal ni mi del i (Sket, 1994) .

Slovenska podzemna podvrsia a. cavernicolusje povsem depigmentiranama
reduciratkuwkulodai nei nstruktur eomi $ pdaabboii gpani m
ul i nkovi energiske vira(fulk jnasod., 1996) Nekat ere fi zi ol ogl
k ot so |l as levitve, kopul acija in janezyvo),j \
poselila relativno pred kratkirfLattingerPenkq 1979.

Verovnik in sod. (2004) so primerjainolekularno varianco med populacijami glede na
ekologijo in hidrogeografijo in ugotovjlida ni bilo genetskih razlik glede maa z | i | ne
ekotipe, so pa bile razlike glede na vodotdda k | j so |da jé delitev naggvr gi ns ke i
jamske ekotipe nenaravnm je veliko bolj p o me mb n o v katerem da
zgodovinskem vodotoku so bile populacigat o j e vedqg etv@lo meoddyVio:
vselitev jam.

2.5 BIOKEMIJSKI BIOMARKERJI

Beseda bi omar kev medi@nki piteraturi|leta 98P &aane in sod.)
Biomarkerje lahko razdelimo v biomarkerje izpostavitve i n bi omar kerj e
(Kammenga in sad 2000) Biomarkerji izpostavitveso izmerjeni odzivi organizma, ki
kagejo interakcmjo nmed r losb celirmiRabéita knOris,

2004) Z a ekotoksi kol ogke gtudij e i maj o naj g
individualnega orgam, zkat abk o n p bigkemijskii anin, v
genetski, itd. (Depledge, 1994).

Svetovna zdravstvenrar gani zaci ja WHO (Robinson A. i n
bi omar ker kot skoraj katerokol i meritev, k
potencialnm tveganjem, ki je lahko kemijsko, fizikalno a | i bi ol ogko. Il zm
lahko f i z ki,oblolemijskinacé i | nem ni voj u, al i pa mol ek

sklada z definicijo Van Gestel in Van Brummelen (1996), ki sta v namene ekotoksikologije
navedl a, da | e bi oomanizkhea ali njdgavik prgdektota @koljskoo d z i v
kemikalijo, ki k a g e mop odorrenalne vrednosti. Definicijo sta omejila na
biokemijskef i zi ol ogke, hi st ol oBg koemairrk emq ri f csloo gpkoeg c
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In je z njimi | agj e i n drdgh de@ynigkowma organizem i ul i
(Aronson, 2005). Zbimar kerjem | ahko ocenjujemo patolo
tol nega mehani zma de Biamarkenjijseana (hdlekubamenonivoju 2 0 0 5
hitro odzovampakai chajag!| p mg | e n okake sepavezojes t |, |

bi omar ker viingjuilhi nneikv onjai h [epladdeingdde 199Moga@a ni z ac
in sod., 2004).

26 PROULEVANI Bl OMARKERIJI
2.6.1 Glutation S-transferaza (GST)

Glutation Stransferaze (GSTs o0 dr ugina bi ot r anskatalizim@aci j s k
konjugacijo glutationa (GSH) zraznimi elektrofilnmi metaboliti i n pregprel uj
oksi dat i v ntako, gaokprjugigob razpadne produkte lipidnihepoksidaz z
glutationom (Ketterer in sod.1983 Booth inO6 Ha | | o J. Rekate? GSTlizocimi

kagej o per oks iKettara m sod,alR83;i Hayeo isPulford, 1995).GST

sodelujejo tudi pri raztrupljanju ksenobiotikov (Halliwell in Gutteridge, 2015).
Konjugacijaglutationa z elektrofilnim centrorksenobiotikap 0 v e ¢gavovedotopnost,

kar o mrargmoit inrazgradnjoksendiotika (Oakley, 2011).Reaktivne kisikove

zvrsti (ROS) neprestano nastajajo predvsem v mitohondijilo t negel jeni S
produkti oksidativhega metabolizma (Sohal, 1997). Zato spremembe v porabi kisika in s

tem v stopnji metabolizméaahkop ov z r @®llijjoo dwj avnost antioks
(Correia in sod., 2003).

Antioksidantne encime lahko inducirajoop e g razl il nih kob kol j s ki
0 n e s n guglieemdpgeni in eksogeni faktorji kot so star@#vle in sod., 1993; Peters in
Livingstone, 1996Arun in Subramanian, 1998prehrana (Peters in s0d.999,1 et n i | as

in reproduktivni cikel Yiarengo in sod. 1991Sol®in sod., 1995)GST je zelo odzivena

okoljske spremembgBarata, 2005)Spremembe temperature, nivojkisika in slanosti

lahko pvzrolijo stres preko neravnotegja med
(ROS) in njihovo eliminacijopZ a r a d i zZzvi ganja temperature se
ROS zato lahko sklepamo, da je oksidativniess povezan stredomlker gni mi
okoljain da vpliva na stopnjo metabolizrflaushchak, 2011)

Buikema (1972) je v laboratoriju delal eksperiment vpliva svetlobe na porabo kisika glede

na velikostvodne bolheéDaphnia pulexUgotovil je, da intenziteta svetlolieearnovpliva
naporabokisiepr i vel ji h (in s tem wsebkepeaipténntg¢ta pr i me
svetlobe ni vplivalaOlsen in sod. (2001)soz or |tirliinanjast i h ne®besnag
in primerjali vpliv triindvajsetih okoljskih faktorjev na GST in AGh. Odkrili so, da

aktivnoste nci mov med popul aci j aOmronomus dpanusnihal i | i nk
zaradi razlik v okoljskinrazmeralme d me st i.Na zovélke nmasti h vzor |
i zmer i | i naj vi gj i pH vode (pH 8, laktivmost8, 4) |



8
Ul'l ar vJ.s,ve\dloibnega rmadpiokensjske pokazaeljmppea vart uirres ki h in jamski.h popul aci
Mag. delo. Ljubljana, Undtva, vGtLydiibjl jmamli ebol®liesckd&Bhinn gfkuan kf caikau a1 n e

AChE so izmeril:i na mestu vzor| en/Rd&S)z naj v
Naj v el jeaktivreogtilericimov so bile med vzokci |iiznkr az |l i | ni h rek.
V laboratorijski razmeralse je aktivhost GST rjavi koziciCrangon crangond r ast i | no
zni garimerjavizakti vnostjo izmerjeno Vv prostogi ve
niso opazili sprememb glede na temperatfMenezes in sod. 2006Cailleaud in sod.
(2007) porol aj o, da so i mel. &ot PO ongicgij op o

aktivnost GST v pr i mer. jaavmidzak 8 soo.r(2083) spgi vel ir
podzemni vrsti postranicepisali, da se ob pomanjkanju kisika v tkivzhv i ¢ienosta k
antioksidantnih encimovDomnevajo,da se pripravijo na morebitnome dno zvi gan
koncentracije ki si kaHearvantip sd(19¢)ds0 fokatalidasost a n e k
podzemne vrste rakov bolje prilagojene na stradiang® ob pomaikan j u hr ane dr as
zni gal e porlhobkisika) ie stopnjaitripanja pleopodov Povr gi nska popul
v 0 d n e g apagesdliko m&npomejila svojeiganje, porabo kisika in stopnjo dihanja

ter na dol gi rPookv itguadnia ntie nppreergaitwerlaa vpl i va n
antioksidantnih encimov pkozici Litopenaeus vamamei(Zhou in sod., 2010)

2.6.2  Acetilholinesteraza(AChE)

Acetilholinesterazge evolucijsko ohranjena serinska hidrolg&oreq, 200;L Silman in

Sussman, 2005Igr a k| j u prinregulacijl porgeonosa el ekt ri | ni h
sinapse. @Ogovorna je za h dr ol i til no razgradnjo aceti
nevrotransmiter v J|Jutilnih in nev((Xoerebskul ai

in sod. 2008). Inhibicija AChE privede do prekomerne stimulacije centralnega in
perifernega g¢gidlljeivya, ne&warmrotiorkas i g knmea lahkpl i ve 1
smrtni izid (Xuereb in sod. 20G). Me mbr anska oblika AChE je v
centralnim givlevjem,prkijepr emgsver ¢ lenedhterj iel rs
sinapami (Kim in sod., 2013)ACh E ni s o i zr a g e ampakstudindugivv. si na
tkivih, kar namigujeda imajo tudi drugen e h o | i rvlege ¢{LayernneWillbold, 1995;

Wessler in sod., 1999; Paraoanu in Layer, 2008; Guo in sod., 2004; Grando in sod., 2015;
Thangaraj in sod. 2016 AChE jezel o obl utl jiv biomarker z
organofosfatoRoex in sod. 2003)Xxudije so pokazale, da je inhibicija holinestepai

ribah povezana zz manj ¢ & h g evhender g | (Vanv@okh in sod 1997,
neprekinjenof i z iaktivnastjo, izrazitimi vedenjskimi odzivi na svetibbdr a gl j aj
(Kumar in Chapman, 1998z manj ganj em h {Beauvais inisod.p20@0v anj a
SismeiraVivas in sod, 200jterz manj ganj em s Castpmjsal2004.Brnj en| a
do!l ol wdnihhnevretem | ar j i h p a I nhipawzaral i hodprneme
prehranjevalnega vedenj@omaglio in sod., 2005Cooper inBidwell, 2006; Garciale la

Parrain sod., 2006)nek oor di ni rano gi banj e ({Knstofhiemk ont r c
sod, 2006).
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Jensenn sod.(1997 so opazovali stopnjo lokomotorne aktivnosti in aktivnost encimov

AChE v odzivu na razlil pei k dmoePtetostichgsirjset eo
cupreus Vpliv organofosfatge bil na posamezne osebke cupreusraznolik Hkrati so

spremh | al i ge | ok omot o pakazali,a# ima mhibwig menmbrarsighl e v i
encimov AChE jasnopovezavo z zni ganjem |l okomotorne akt:
vzorcem gibanjaP r i vigjih koncentracijah organof os
inhibicije AChE pri obeh spolih podobn® r i ni gjih koncentracijat
opazili razliko glede na spol. Pri samicBhcupreusv primerjavi s kontrolop r i naj ni gj

uporabljeni koncentracijorganofosfatakljub 29 % inhibiciji AChE, ni bilo razik v

lokomotorni aktivnostiPri samcih pa s@ primerjavi s kontrolppri enaki loncentraciji
organofosfata in 26 inhibiciji AChEge opazil. dr asdokambcipi.e s pr e
Nasprotno temu so por (D970 ki somerili aktivoostAGME \K i i n
mo § g a nnihh hli Aphdtakdmmesticus n o pi sal i, da se aktiwv
stopnji gibanja kar je bilo povezano zdinevnen o | ndiklom vrste Lokomotorna
aktivnost in dihanje sta se povi (Hgdelm zar ac
azteca (Gauthier in sod. 2016)Jemec in sod. (2007) so opisali, da niso opazili
prilakovanega zni tp&8Tvadnihabolh Daphmia magny kAso s E

Cr’* in Cf* pov z r mdgibriostg i v ©pidali so, da je koncentracija kemikalij
saazmerno povezanaizhibicijo gibanjavodnih bolh. Ativnosti AChE in GST pa so bile

neodvisne od koncentracije testiranih kemikaHrintes in Callaghan (2004) sta
organofosfatom inhibiralaktivhost AChED. magnado 70 %, ampak v primgavi s

kontrolo niso opazilinegibnosti.

Xuereb in sod. (2009b) so pri postraniGammarus dssarum raziskovali aktivnost

enci mov AChE glede na r azl i |Razéke e akvoogtie ne i |
AChE so nagl: samo pri sami cah é$nkweidegli repr o
ml adi | i . l zven r epr oduxkakivvosi AQhk medisanciain n i b i
samicami. Aktivnost AChE so merili postranicam, ki so bile izpostavljgnea z | i | ni m

temperaturam vode, vendar nrmMNiagoninmg el iakdti astnios
soizmerili postranicaniz okolja spomladi, med aprilom inajem ter pozimi.

Razlike v aktivhosti GST nAChE | ahko pstprgemb ¢Gudal.i
Callaghan, 2003 Slednji sopri D. magnaugotovili, da jep r i star enigdjha ose
aktivnost enci mov AChMenezesin & 280 k pior pt aj m| a
bila aktivnost AChE v labotarijskem poskusu pri & C  n kotgpji 20U CCailleaud in

sod. (2007)so ugotovili da je pric e p o n Bugyternora affinisaktivnost AChE po

prilagoditvi na novo temperaturovodea j vi gl U@nipas pr eime mbe med z al
konlno aktivnO6t(J®S8SIAKKNME) mpirgj @ akti vnosti AC
so bile pri25 U CAktivnost AChEp r i oVlytduk $pkeijein situvi gal a sor az me
vi ganj em (Peifapresodg 2005Esca t 2n i n Porte (1997) s
se aktivnost AChEpri g k o | MyHius galloprovincialis v e | a S temper at
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neonesna g &ariadie vakiivhasti AChE prig k o | Rukitages decussaturs
Mytilus galloprovincialis s o bil e r eenjalin akoljskito pogaem, akg se
spreminjagjog | e d e n a (Déladlitimsod., [2G0E). Reproduktivni cikel in s tem
povezani pogoji vplivajo na razlike v taknosti AChE in GST pr k o | Myklus ledulis
in Macoma balthicdL e i in Lethtonen, 2005).

3 MATERIAL IN METODE
31 LOKACI JI VZORLENJA
311 Mol virnati pré&daelogalzdagdlizgti tuta za b

Na zadnji stranNa c i on al n e g aiologijo NIB), t Wwtld zaia | BObdelka] i h p e
zabol ogi j o, s emonl avhi arjnaa t ma lppgr geedueetaturg dsbkdladnko

vodapoleti presahneMo | v i pojn& ajzep a d bsinegamatgrialadreves iz okolice.

Notri raste nekaj helofitowk i se pozi mi pos uwEi jve.l i Diroemae 9 a n\
(Alnus glutinosa K i v |l asui jzel enmé vji & ] .as Kjel j e
temperaturaskozi letozelo odvisna od temperature okolid¢z or | no mest o | e b
kot v magistrstkem delu Davida Gkufca (2016

312 Pivgki rokav Planinske | ame

Vz or | iV krakuspadaemeljske Pivkelekoliko stran od glavnegtmka reke ki ga
dosege samo o0b.Subst@tjng |m mv ones ¢ tua jviz okam@inj a s o
malo organskega materiaM z o r | n oje bitoeerakookot v magistrstkem delu Davida

Gk u {2018) tetie opisano v Jemec in sod. (2017).

32 IZVEDBAPOSKUSOV S POVRGI NSKO POPULACIJO

Poskus smo izvajali v treh steklenih petri]
kombinacije svetlobnih in temperaturniparametrov( r e i mov ) . Prije prve
poskuspotekalv jamskih pogojin(1 1 Antheprestana temay drugemr e @uisahili raki

na povrginski h pogoljAiGhn zd md vy o it oce|nmdi@ursav aitr loo
svdlobe, 8 ur teme)V tretemr e ui npa so bi l i raki na povr
temperaturoZLAGC n dnevno nol 416 ursvetlebe,l8arteme). ci k el

Pr vi dan smo gl i na teren, kjer smo nabr al
gozda v bligini Nacional nega jagtetigKkaraope
vodno nmar evgeol i h mesti h v mol virju dwdeah i ma n
ne bi zajeld. parganskedan art aezr pi aad aaj oil ze gdan a . Po pri

sSmo najprej odstranit e | | e k os e o d.pNatd sme goagladimpomakaliidraol a
mrege, da smo se zinrebizvi el imamj@gdd el aewoi
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napol ni |l i z vodo iz molvirja. Ta. Dymjset t op ek
vodni h osl i | kvozvo rsipreoeglinasakegeevs\vojo epjgth dali v izolirno

gkatl o, narejeno iz stiropor jamrzovaniknmaed nj eno
AcC. Meritve encimske aktivnost.i teh dvajset
okolja. V laboratoriju smo odbrali80 vodniho s | i, kilscobii veliki med5 mmin 8

mm, ker smo hoteli mlade odrasle osebke. V vsako stekleno posodo smo dali vodo iz
terena, z vodoodpoirrgbidonkarhor je segadatvoda &0 vodnim a | i |

o s | i N Kabovatorijskin poskusih smo jih hraniliad pad | i mi | Alsus i | ron
glutinosg, ker ta vrsta drevesa na lokaciji prevladujezato, ker smo tudi v literaturi
zasledil i, da so vodne oslil ke hranildi z |

1993; Bloor, 2011)Tri liste smorazrezd na enaketretjine ter jih razdelili po posodah
tako, da je na koncu vsaka posoda imela tretjino vsakega Vista.s pel eobi ol 0

laboratoriju(temperatura 12U Csymo s | rnim plastilnim platno
i n montiral. | W [18WZ954dumilurdelux® Da@dighR 1A $éti v spektru

dnevne svetlobe 4200 lumni.L u | smo montirald. ge v akval
temperatura zraka 20 C Nato smo dali vsako posodo na svoje medtino pokrili s
pokrovom tako, da je bilnoekajpp st ora za zrak in zaleli posk
Za prvi | aboratorij 2kK016 ipgasziajalsdo BB.02016. Zad r | 1 | |
drugi poskus p.20168 imga izvamlod®6. b. R016.Psi prvem poskusu

smo naslednji dan opazili, da se je voddrugemr e §i mu | abor adegralai j s ki h
na 15A C, ker smo uporabljal:i vol framovo @garn
neonsko garnico, ki gari s spektrom dnevne

Daylight). To je do naslednjega dne statiialot e mper at uro na@&Cfovopr el
vzdrgevanje poskusa sodwodwdid&20vedaen hi nsVvbshk
vsakega prenesli v svojo epijciih dali na ledin nato zamrznili v skrinji na-20AC z a
nadaljnjo analizo. Po odvzemu vodninlos| kov smo zamenjhbéijadran
potrebno dodati vodo. Nato smo posadidi nazaj, da je poskus tekel napiepskus je

trajal tri tedne.

Ker S mo vzorlili zaj et mb nagtaviwiv laboratorijskilo d n i h
eksperimentov nismo inhei | asa dol ol at spol a, K i splo
vodnih oslil kih neurjenemu ol esu ni vedno
Spol in svego maso vzorcev smo dol ol il:i pr e

3.3 POSKUS Z JAMSKO POBLACIJO

Jamsko populacijo smo @zr | 24.15i2017v. vodnem kotl i | ku ob to
Planinski jami p enakem postopkyg vodno mr ego, gkornji in o
rastlinjg zato smop omakanj em spodnj e pol ovi cevaimrege
mul j I n pesek. Petnajst vodnih osli| kov s m
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ostale pa smahranili v plastenki in jirskupaj z vodovzeli za laboratorijski poskus. Ko

smo se vrnili v laboratorij smo vzorce nalleprenesli v zamrzoWsk na-20A C . Ostal e
smo razdelili na dve stekleni petrijevkizaz v e d b o p o s k u s\aprve posbdoe h r e ¢
smo dé 24 osebkov naimulirane jamske pogojdl A Gn tema) kot pri prvem

pri poskusinsp ovr gi ns k o dugopasroadali24j osebkovyki smo jih imeli na
simuliranih povrginski h20A Gigmoj d e vznovinyglon etm

svetlobe- 16 ur svetlobe, 8 urteme) enako kot tretji regim p
populacija P r i poskusih z | amazxllAG ipno pdunleavcrig ama|
svetlobe nismo izvedli i, ker snmoangegleel gt ezva
j ams ki fZa hganossmb upordbii  t r i | i st e nalpobuice takoedhjge nar
bila v vsaki petrijevki polovica vsakega last

Po sedmih dneh smo od obeh odvzel:i 12 vodni
zamrznili. Na petnajsti dafB. 6. 2017)s mo odv z el i in zamrznil.@
zakl julili Poas kduesl spmoos kkutesthaih,akérismopopazild y®lv e| ano
smrtnost osebkovnaZ0C i n dnevno nolnem ciklu svetlob

3.4 MERITVE ENCIMOV
3.4.1 Predpriprava na merjenje encimske aktivnosti
3.4.1.1 Priprava50 mM kalijev-fosfatnega pufra, pH,din 6,5.

Kalijev fosfatni puf e r-P pulerdsmaripmyili takoa da 1Isreoj kraj
naj pr ej n a me g adikalijevvosfdt (@0 mM KaHP©y,09p i biokza Sigm3 in

monokalijev fosfat 0 mM KH2PQy, gi b k;aSigrkg. Natoismasr st ekl eno |

prelili raztopinoKoHPOQw (baza) injopost avi | nadnik, kissimayanastavii me ¢

na 500- 600 rpm. @ nepr est asmdbazi KeHB@)n j po | asi dodaj al
(KH2PQ)) i n odlitavali pH, <pblkddeostjond. Fampastopblo b i | i

smo ponovili zat oRpufdrasptsvigmosto@Smegal i ge K

3.4.1.2 Priprava Ellmanovega reagenta

Pripravili smo 250 mM KP pufer, pH 7,4. Zatehtalsmo 91 mg 5,5ditiobis-2-
nitrobenzoata (Sigmdgr 37,5 mg natrijevega hidrogenkarbonata, Nakl@Dju raztopili
v 100 mL 250 mMK-P pufra, pH 7,4. Raztopinemodopolnili z deionizirano destilirano
vodo do 1 L in shranili v temni steklenici v hladnem prostoru.

3.4.1.3 Priprava vzorcev za merjenje aktivnosti encimov

Najprej smo odmrznili vzoreg i vnaal ipapi r n a tdasmdpopivalavbdo Natoa t o ,
smo dololili spol . Le spoloihznakihsmoigdo lodliitlein ppox
stereolupo. Svego Inaprejstehtali in postavili mase mauvehteid o s m
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(SartoriusMC 210 naOmgNat o smo stehtal. vzorec g¢gival
na ledu.Homogenizirali smo v steklenih mikrocentrifugirkah, ki smo jih dali v stekleno

| ago napol nHemogenilzalcin.a je potekal-R 1 mi
pufra (H 7,0) pri 400 - 450 rpm s homogenizatorjeMLTRA-TURRAX IKA T10 basig.

Vzorce smo pdomogenizaciji prenesli v epruvatejih hranili na ledu.

Nato smo vzeli homogenizirane vzorce in jih 20 minut centrifugirali v centrifugi, shlajeni
na4ACscentif ugal ni m 16008 Rogénwifgiranju smo v nove epruvete

previdno odpipetirali ves supernatant (supernatant 1). Epruvete s supernatamiom 1
epruvete s peletommo postavil i nazaj 05%Tritorexdl0Ovilat o s
(Sigma) v kP pdru (pH 7,0, 50 mM) . Pel et smo res®Popyra@H i r al i
7,0) z 0,5% Tritonom X-100 in nato na ledu inkubirali vsaj 30 minut. Po inkubasijio

zopet 20 minut centrifugiralna 16000g pri 4 A C . Po amunsmasupérmatamt r
(supernatan2) prenesli v novapruveto, shranili na ledn zavrgliepruvetes peletom

Supernatant 1 smo uporabili za merjenje aktivin@&3T in vodaopne frakcije AChE.
Supernatant pasmo uporabili 2 merjenje aktivnostietergentne frakcijAChE.

3.4.2 Merjenje akti vnosti encimov
3.4.2.1 AChE

AChE smo merili z metodo, ki so jo leta 1961 razvili Ellman in stal.metoda je bila
prirejena za mikrotitrske plogle (Jemec 1in
mL El |l manovega r eage n ttigholinkborida(4CnCliSigBa) OL 1M A

V luknjico mikrotitrskep | @ (P mestnes mo nanesl i 50 @Apuffazor ca
GOmM,pH70) . Za sl epi poskus s mo nPPapof@s0béo v zor c
Tritona (50 mM, pH 7,0). Za vsakvzorecin za slepi poskusmo naredil tri ponovitve.

Mi krotitrske plogle smo svetlobno izolirald@
mi kr ol (vipradm@easkoasu Zenyth 3100, v drugem in tretiem poskusu pa smo zaradi
okvare Zenytha uporabljali BiotekCYTATION3). Pred zh et kom meri tve ¢

mul ti kanal no avtomatsko pipeto v vsako | uk
reagenta in substrata (AChCIY, prvem poskususmo izvajali 20 minutnemeritve
absorbance pri val ovni do!l gi ni mnSreteom s 30
poskusyppa z minutnim intervalom, zaradi tehni |
3.4.2.2 GST

Aktivnost GST smo merili po metodi Habig in sod. (1974), ki je bila prilagojena za
mi kr ot i t (Jeneein god.,2@.FYsak dan smo si pred meritvifaripravilisv e g i
raztopini 4 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB)n 4 mM reduciranega glutationa
(GSH).
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3.4.2.3 Priprava raztopine CDNB

Najprej smo pripravili 50 mM raztopino tako, da smo 10 mg kristalov CDNB (Sigma)
raztopilivliml96% et anol a i n n &tpuwroml(20,mMxpH6,8)ddh $nlo i s K
dobili 4 mM raztopino CDNB. Epruveto z raztopino smo zavili v aluminijasto folijo in
shranilina led..

3.4.2.4 Pripravaraztopine reduciranega glutationa (GSH)

Najprej smo pripravili 40 mM raztopino, tako da smo 12,3 mg redumjea glutationa
(Sigma)raztopilivli mkP pufra (50 mM, pH 6, 5), nato
dobili 4 mM raztopino GSH. Epruveto z raztopino smo zavili v aluminijasto folijo in
shranilina led..

3.4.2.5 Merjenje aktivhosti GST

Na mikrotitrsko plogl o -kmfa (pH 6,850 L4 meio OL !
CDNB, 50 OL vzorca (supernatant 450 tGelr 4t ak
mM GSH. Zavzorec v slepenposkusis mo upor abi | i-Ppufra(@§H7,06 0 mM
Za vsak vzorec smo naredili tri ponovitve. Absorbanco sneallind minut pri valovni

dol gini 340 nm vsakes@®kus2,3).poskus 1) in vsa

3.5 MERITEV VSEBNOSTI PROTEINOV

Koncentracijo proteinov v vzorcu smo merili zkbin k o ni | n(BCAk gledé han o

navodila ponudnika (Pierd®CA protein assay KtK ot r ef erenl|l ne vr ednos
dol ol itev koncentracije proteinov iz-absor]|
BSA standard (Sigma), ki smo ga pripravili tako da smo vsak dan pred meritvami

razred|ili 10 OL 200 mga) w0 nB Sdestilfaneavbde,ga a k o |
smo dobil i koncentracijo 2 mg/ mL BSA. Nat
bidestilirano vodo, da smo dobil i ge konce

0,125 mg/mlPr ed vsakim merjenjgami £mo Ppri gra\BICIAi
in B, v razmerju A:B = 50:1 (Pierce BCA protein assay Kkit).

Na mi krotitrsko plogl o s mbPpufegpHe7Olzi GSZidz OL s |
dodatkom Tritona za AChE), BSA standardov ter vsakega vzdscgernatanti
homayenatov) Vse smo nanesli v treh ponovitvaNato smo z avtomatsko mukanalno
pipeto |imwivsake jnamiecilPierca BQAlremgehtd. TaRoO 0

smo i mel i v vsaki j amici 20 OL wikrotitrskea i n 2
p | o @pkrik, jih zavili v aluminijasto folijo injih dali inkubiratina37AC za 30 mi nut
i nkubaci ji s mo 0 p r absorbantep rtio|l kahvoawvwnimedok @vni
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mi kr ol i tal cem DApsorbaxco B enoralilmeriti ipro 562 nm, vendano
zar adi tesjhintiven emiokmr ol ipit50mna Dynex mer il i

3.6 ANALIZA REZULTATOV

Spodaj opi sane i zralune s @fficelxcell2003avi | i v pr

361 1l zralun koncentracije proteinov

Iz rezultatov absorbanc BSA proteinskega standarda wsnviicrosoft Excelu izrisali
trendno | rto umeritvene Kkrivulje, iz kater
koeficient (k) Standard je narejen tako, da koncentracijag2mL pomeni absorbanco 2,0
Koncentracijo protedansmoe odgamer done®| absonthla&mc
zal etno vr edniagsezultapdeld misc es nfenr)ni m koeficient
umeritvene krivuljg(l). Enal ba umeri tvene Kkrivulje za dol
je

c = (AT n)k é (1)

362 1l zralun aktivnost. AChE

Aktivnost AChE s mo r adduredaoktabsorbankeopri ped minus mo 0 c
viednoseabsor bance pri | et rti mi nuti, da smo do
Po metodi, ki so jo razvili Ellman in sod. (1961n® encimsko aktivnost merili s
poviganjem r umene ozhradrreakcidmrolina (prddekb Is mastdana n c e )

z encimsko hidrolizo aetiltioholina na acetil in tioholin) z anionom 5-tio-2-nitro-

benzojske kislineNato smo po Beetambertovem zabnu izrd unmmh @ gi no nast al
produkta BeerLambertovzakon (2)opisuje razmerje med absorbanco, ekstinkcijskim
koeficientom, dol gino optilne poti, ki j o
(Swineheart 1962)

A = U*b*c .. (2)
Ekstinkcijski koeficient za aniol-tio-2-nitro-benzojske kisling p r i val ovni do
nm, je 1360&m*M? (Ellmaninsod., 1961Do | gi na optil ne poti pri
0,6 cm, koncentracija proteinov v vzorcu pajap r er al u n a wolumeg vzerche n a
(50 OL) iz koncentracije celokupnih protei

hidroliziranegaAChCI na minutonamg proteina wzorcu (nmol mint mg prot:?)
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363 1 zralun aktivnost. GST

Aktivnost GST smo ralbdnalriednakso,), @adso®Embaadod
vrednost absorbance pri tretji minuti, da smo dobilesprmbo absorbance v eni minuti.

Nato smo po Beerambertovem zakonui zr al unal i mnogi no nas:H
Ekstinkcijski koeficient za dinitrofendlioeter, g i v al ovni dol ¢grlmt 340
(Habig in sod., 1974 Aktivnost GST smozrazili kot nmoldinitrofenil-tioetra,ki nastane

v minuti namg proteina v vzorcgnmol miri* mg prot:l).

364 Statistilna obdelava podat kov

Statisti]| no awprdgiamuoOriginfPro 8.0 podjediad DriginLab. Prav tako

smo z vgrajenimi funkcijami tega progran@r af i | no pr iCkda zoaliil ir eszmuiol
zanepar amet at il stoi dvelo neavisaih vzaraev MannWhitneyevim

test om, ker ustegal preqgoddtakik ami par &Kmodt rsitlantiibhs tti
znal il ne razl i ke imelnpo vdroeldonloislti ntaing tgeo, okdi 0s, A .

3641 Grafil ni prikaz

Zagr afi |l ni p rsm& aparabiti €ia k V it & t @ngge onl sadj 1989ang.

box and whiskers plot albox char}, K i nal el oma dolola 5 tol
(vrednosti znotrajntervalal,5 kvartilnega razmika od prvega kvartila), prvi kvartil, drugi

kvartil (mediana), tretji kvartil in pogojni maksimum (vrednosti znoirgervala 1,5

kvartiinega razmika od tretjega kvartilapr i t met i | na sr edmma | e
kvadrabm( Y3 r edi ns k a predstaaja medianépodnji in zgornji rolbokvira

pa prikazujeta prvi in tretji kvartiiPogojni minimum in pogojni maksimurd ol ol at a

spodnj i i n zgornji rol aj . Osamel ci S0 de
kvartilnega razmika od pr Ve ta)ldayg rt(afeitlj rei merdii
razmerja samcev i n s amvpgrogamblicrospftOffice Bxcdlli st ol

2003.
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4 REZULTATI
41 SPOLNA I N MASNA SESIHRQPAULACIAORL EN

V vseh treh laboratorijskih poskusih skupaj smo impedid analizo aktivnosti encima\00

vodni h oslil kov, 2 7 Jorvesnavooicup o v n ¢ iL AlSckessmgno p v .
i mel i 155 samic in 27 samcev, v drugem vzo
samic in 53 samcev, pri vzor|lenju jamske pc
Na sliki 1 vidimo, da seazmerje samcev in samicovo v r g i n s krazlikpj@ gledd a c i

na | as vzor| enj a. Prav tako se razlikuje
populacijio Vpovr gi nskisnmopw !l grcvyé¢m vzorcu i mel. Vo€
drugem vzorcya smo imeli v vzorcu tretjino samcev. V nasprotjusgavin s k o popul a
smovjamskm vzorcu i meli velino samcev

Razmerje po spolu

al

100

(2]
90 -
< 80
70
>
o 607
@ Samice
E %01 O Samci
© 40
@ 30
O 20 4
()
__ 10
L
o Poskus 1 Poskus 2 Poskus 3
Slika 1: Razmerje samcev in samic vragr ven pob&X,uzwuz drPloesrk
2016) , drugem poskusak, (Nos k &$ 8525 20¥5pteriv drétjens doskusu
(Poskus 3jamskirakiN = 60, v&Z2016).eno 24.

Preglednicd.: Prikaz snrtnosti organizmov meldboratorijskimiposkusi.

Poskus Lab. razmere Smrtnost(%)
Tema 0
1. (23.2.2016) 11U C16:8 ur sv.:tema 0
20U C16:8 ur sv.:tema 0
Tema 0
2. (5.5.2016) 11U C16:8 ur sv.:tema 0
20U C16:8 ur sv.:tema 1,7
Tema 0

3.(24.5.2017 ..
( ) 20U Cl16:8 ur sv.:tema 12,5
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Vprvem poskusu v | abor at dRraglpaica iV dugeam!|l o nii
poskusu nam je umrlo 1% organizmov izpostavljenih razmeram UG dnevnen o | n i
svetlobnicikel. V tretjem poskusu, ki je bil i zvedeé
nadnevnen o | nseetibbnenciklu pri20U0 C  u mr % orgahzfhovdo v r § vodns K i

od i | ki vzorcaf232. 20dGso imelini gj o maso od povr gi nsKki
iz drugega vzorca (%. 2016)ter od jamskiv od ni h (Slkd2) M&kdvsvego mas
spomladanski h povrginski &t ami gtaimsrko hz malgialnn
0,05; ManaWhitney test).

Najvigjo povprelno svego maso so i meli po
vzor | e5n2016) ( 5.

40 Povrsinski raki Jamski raki
* *
30
o)) §
E
3
3 20
IS
©
N 4 -
()
>
m | ]
10 +
T 1
]
] = l
0 T T T
23.2.2016 5.5.2016 2452017
n=20 n=19 n=15
Slika 2: Grafikon kvartilov, ki prikazujgpos ve ge maesl vbkav hi z vzor ciénv, ki S
stuob vseh treh vzor]enjih. Gtevilo vzorcev N = 54,

MannWhi t neyev test) razl 2.R0t6),é)doogamelcega vzorl|lenja (23.
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4.2 VPLIV SVETLOBNEGA REGI MA I N TEMPERATURE N A Al
ENCIMOV AChE

421 Povr ginski osebki

Prilaboratoli s ki h poskusi h svognbv ogi dejedkivnoptd@hE |l aci |

oslilkov v |l aboratori jpur csptroegriemeaRbrzike gosseldiel knce
pojavljale tako glede na svetlobhoe mper at ur ni regi m, opazovan
datum odvzema ¢givali iz narave.

V prvem eksperimentgslika 3) so imelios | i | ki , K i smo tegnulr v zor
jamskem laboratorijskemokolju v i gACDE aktivhost k o t prostogivel. (
p o v r g ilabosatorijskinr az mer a h, pa smo po prvem tedn
aktivnost AChE, kot.Razlikesmp opaziitudi,da sme primdmjalio s | i |
aktivnosti AChE oslilkov glede na opazovani

3007 11°C, 0%, -

11°C, Tema  dnevno-noéni  dnevno-nocni

250 - - é svetlobni cikel “svetlobni cikel

1 a -
200 | | I

o — ;
c o | ;
S5 ; ]
T S o504 T
e £ \
0 - il i
= = : 5 :
O = : n H :

100 - | | | ]
g E | | |
w o i § |
w £ i : l . - 3
= £ : i ] 3

0 I- : | | | : | | | : | | |

Izokolja 1.teden 2.teden 3.teden 1.teden 2.teden 3.teden 1.teden 2. teden 3.teden
n=17 n=17 n=18 n=18 n=18 n=18 n=18 n=16 n=18 n=18

Slika 3: Grafikori kvartilov, ki predstavljp s peci fi | no aknmolvmingd sng proX’Ch E v

| aboratorijskega poskusa s povr gi nsko220NwEllZci jo vo
Simbola(* in @) precstavljatastat st £ h abi | nWhitneydhatest p < 0,05) razbk(*) od 'iz okolja’;

(@) od '1. teden'(-) sosamelci. 1 z okol j a' na X 0Ssi pomeni aktivnost
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Kosmovodne b3l pb kmuulaaesdkugegazvo r | e 15.)2816) (slka 4
prenesli v labordorij, smo opazili razlike v aktivhosti AChE glede na aktivnost

prostogivelih osl il kowod rRiate | sims apazili kudiglkde i v n o s t
na opazovani teden pri DbeBCirelgalndhatsor iejmple
20UC dnemnen o | ni nici kel o o paltignesti enbimovAChH ciskl i | k o v
glede na opazovani teden.
300 - :
| - 11°C, - 20°C,
11°C, tema dnevno-nocni ~ dnevno-noéni
250 - svetlobni cikel | svetlobni cikel
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n=19 n=21 n=14 n=15 n=19 n=14 n=12 n=19 n=13 n=9

Slika 4: Grafikori kvartilov, ki predstavijjp s p e c i ktivdost AChRv nmol mint mg prot! iz
laboratorijskega poskusapso v r gi n sckioj op ovpoudinaega os !l i | K2016.\ksi156. e bi | a
Simboli (*, a, b)pr edstavl jaj o ®anaWhitrselev tesh p < O;06)eatlikolvraktivnosti

AChE: (*) od 'lz okolja’; (a) od '1. teden'; (b) od ‘2. tedeny) $0 osamelci'lz okolja' na x osi pomeni
aktivnost AChE osebkov iz dneva vzorl|lenja.
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4.2.2 Jamski osebki

Vodni m o gunskd popufacije ki smo jih iz okolja prenesli v laboratorij s
simuliranimi jamskimirazmeramise aktivhost encimov AChpo enem ali dvetednihni
spremenila glede na vrednosti dobljene v organizmih nabranih v okolju.pvotjass tem,

s o i me | kisobisitpostaleni dnevnen o | n e muer 20#Clpd anentednuin

po dvehtednih statistt n o  z n(dnmWhiineyev test, p < 005p ovel ano AChE
ak i vnost v pri mer j a.\bsm primerjalisaktiongst ACaHnotraj i os | i
| abor at or i poslkni2hednihenigmoropardit at i st i | no Mammal i | ni

Whitneyev test, g 0,05)

100 4
]  11°C.tema ~20°C, dnevno-no¢ni
~ svetlobni cikel
80 - * *
2 60
2 = ]
25 | ]
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= - 40 - -
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c 20 4 1 T | .
o - s :
' = T J
— 1
0 T ‘ T T ‘ T T
Iz okolja 1. teden 2. teden 1. teden 2. teden
n=15 n=11 n=11 n=9 n=9

Slika 5: Grafikon kvartilov predstavijp s peci f i | n AAChR % tnrnol mia's mg prot?! iz
laboratorijskega poskusjamsko populacijor odni h osl i | kov dne R45.2p1 Nbb5l a vzor |
Simbol (*) predstaljast at i st i | no z n-avhitndyer st p <a0209 ad kkapin€'lMokatja), ki
predstavljaaktivhost AChEz dnevav z o r | (< so psamelci.
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43 VPLIV SVETLOBNEGA REGI MA I N TEMPERATURE |
Pri prvem poskusu s povr gi ncsikjoo pvoopdunleag a oslilvka | e

laboratoriju konsistentno padla glede na aktivi@§& T pr ost ogi viedskusu os | i |
s spomladanskgeneracijo nismo ponovili rezultata. Vrednosti GST so bile domala enake.

Pri poskusu s povlrigl kis ki ki  s20P6816 (Sikkh 6) oo r | i | |

znot r aj | abor atopazil, jasjk bildh aktivnegy G3it ov\jamskih razmerah po
dveh in treh tednih vigja od -nrm&kltnemosit k| W&S§
bila aktivnost GSTvodhi osl| i | kov po dveh in treh tednit
200 |
- 11°C, - 20°C,
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Slika 6: Grafikoni kvartilov, predsavijgio speci fi |l no avknmbl vimd ang pr@&S ik

laboratoris k ega p o s k u spapulacijopod n ¢ ¢ a &ifedl al| k z 23r2l 2016 & = 178.

Raz | isimboli (* ina)predstavljajo st atWhitsetev test p < 0,0bafadlikerve ( Man
aktivnostiGST: (*) od 'lz okolja’, (a) od '1. tedeft) so osamelcilz okolja' na x osi pomeni aktivnhost AChE

oseblov iz dneva vzorl|lenja.



23
Ull ar vJ.s,ve\dloibnega rmadiokensjske pokazaeljppea vart uirres ki h in jamski.h popul aci
Mag. delo. Ljubljana, Undtva, vGtLydiibjl jmamli ebol®liesckd&Bhinn gfkuan kf caikau a1 n e

Piposkusu s wodmigminsd&ds Imil| ki .5 2616 v labonatorijpyi h v zor
skoraj ni bilo sprememb v akMamWhteyey GST. E
test, p<0,05) az| i ka j e bil a kipotrghetadrih vsimiliranthodni h o's

jamskihrazmerag | ede na aktivnos.t prostogivelih os]|
200 S :
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Slika 7. Grafikon kvartilov, predstavijpp spe¢ f i | no akt i mmolomint! mg prot! iw

laboratorijskega poskusapzo v r gpopulackoor o d nega sl ijlej atbi5l2816.W=453] en a
Si mbol (*) pr edst aManpWhitneye\atest, p € D,05n razlika akta/hostil GsDod
skupine "Iz okolja’, ki predstavlgktivhost AChEz dnevav z o r | (- 30 psamelic
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Vodni osl il ki jamske popa0l74stka d se imelipo ensmmo | i |
tednu vlaboratorijuna simuliranih jamskih razmerahi §j o akt i vnolot enci
tisto izmerjenopr ost ogi vel Vmdmisebkbm| ki , raworiju s o b
izpostavlijenidnevnm ol nemu ci klu in 20 UC so i mel:. p o
kot prostagiveli oslilKki
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Slika 8: Grafikon kvartilov, predstavijpp spe¢ f i | n o akt i mmolomit® m@ prott ix
laboratorjskega poskusa jmsko populaciiov o d n e g @ oksil i j & b24.158201Y X ¢ 53. e n a
Razlsilmbol.i predstavl j aj-Whitreyeatest, < 0,0b) maalikezv mldivinasti GS& ( Ma n n

(*) od 'lz okolja’, (a) od '1. teden'. Na x osi 'lkafja’ predstavljaaktivnost AChEiz dnevav z o r | (¢ 3D] a .
osamelci.
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5 RAZPRAVA

Asellus aquaticus z . v odni oslilek je sladkovodni en :
skoraj vseh vodot o&ksihh iwm bsltiog iEviopi.Wzaddjedina kho vt €
desetletju se wuveljavlja kot model na vr st a
voda, toksikologije in evolucije.

Jemec in sod. (2017) so primerjali aktivnost AChE in GST v janisk i n povr gin
populacijahv od nega os | idéa& aj.e Odrkir apglacyahnsagiiymost RChkE p

25 do6kr at vigj a, a k t i-kvrnaots,tketi @jSjdeskp Avtorjd g0 2, 5
predlagali, da je toverjetno posledicani ¢ e metabogne jalgivnostijamske

populacije. Visthpopul aci jnahth W et asp lgpadili easlik W aktivhosti

AChE. Opisalipasonihanjav aktivhosti GST, ki so bila nmajagjamski populaciji kot v
povrginski h. L azbao rmeagjsinsko nawdo so bii mvedeni s iamenom,

da bi pos kwrek zao p addodindolaintjie akti vnost AChE i |

lokacijah inv r az | i | ni haniiab thasijehkakd svetloba in te@dperatura, kot
spremenljiva okoljska faktorjgplivatanai zr aganj e akti vnost. enci
povr gi nskoiopiun ajcamskivodnega osl il ka

5.1 SPOLNA IN MASNA STRUKTURA POPULACIJ

Pri prvemv z o r |(28.12j 2016) smo najverjetneje dobijpotomcejesensk generacig

prej gn, &ijpprednila(Steel 1961 Gk uf)x\a,p 2DKBsu s mo, i mel i
kisozarads pol nega di mor f i z Zadabamatorjgkigpgkussrdo izbralimc e v .
odrasle sebkevelikosti5-8mm. S tem smo poskugal. prepr el
starosti umirali v laboratorijyRidley in Thompson, 1979; Hasu in sod. 2008¢r med

vzor| enjem z &.502016)gi smoskasgel.l vel i kwvelmleadi |
samicei n  vsanicg, sklepamo, da smo ujeli osebkepamladanske generacijteel,

1961; T kl.@Ghede 1®@8N)iteraturo (St dmoipsonl 961 ;
1979) bi morali dobiti veliko ovigerih samic, ker naj bi bil aprila vrh paritvene sezone.
Sklepamo, da so se ovigere samice skrivale v rastlinju (Ridley in Thompson, ¥979)

prvem poskusu (232. 2016)s mo i me |l i naj v edtugem paksl 885 s ami c
2016) smopr av tako i mel.i velino samictretemendar
poskusu pri jamski p anpsarhce.Xuejeb in goa (2608bywdi me | |
Gammarus fossarumopisali, daaktivhost encimov AChE ni povezana s spoloazen na

koncu reproduktivnega cikla, ko sez | emj eaj d@ nalogi smo imeli premalo osebkov
posameznega spola, da bi naredili statisti]
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V preglednici 2 smo zbriahi oplidlak Goge bz s~ &g
literature.l z podatkov vidi mo, da se masadatvmo dni h
vzor|lenja. adtlitcgau e ebet peatpr i n pe.datbiemg asne
b i bil o potrebno ge vel gpamuljacipjriskazierli e
razlilne fiziologke pogoj e.

Preglednic2: Sve gavmdse ah mwdnihw laaVv i | niilnaisté tokacijhSN =a s

standardna napaka, Min = najtni gja vrednost, Max = ni

Vzor| enj Lokacija Svega masa Vir

21.10.2015 2,59 N 0, Gkufca (2
23.2.2016 Liubljana 6, 17 N~ 0, .Naga nal
18.3.2015 20,01 N 1 Gkufca (2
5.5.2016 14, a87sN Naga nal
24.5.2017 PI. jama 11,42N2,173|§| Naga nal .
16.7.2015 31, AY¥2SN Gkufca (2

5.2 AKTIVNOST ENCIMOV AChE IN GST

V poglavju materiali in metode smo omenili, da smo merili aktivhasiadopne in
detergentnd r akci j e AChE, vendar s mo spedstaMimopr e gl
samo aktivhost AChEs detergentni frakciji Tekom raziskaves 0 n a mr e | razis
odkrili, dase v obeh frakcijah pojavljajo tako topkot membranski encimi AChE, vendar

je delegd membransko vezani h eimpdtopmio@lavan det er
in sod., 2018 Zato lahko v primerwetergentndrakcije trdimo, dasmo merilipredvsem
membransko vezane AChE.

V nagi razi s k av iktiveost AChE iniG3Tkeld pdwi¢na odl edtan ejgea a a s
ob v zoprolverngjiun skii jh, pogpjulsa tem zaj aiaengoinr az |l i |
sod. (1991) Mgilas sp apisovalj #epohskaknéndnja antioksidanteiitimov

in pokazali, da soimelp 0 z i mi naj ni ¢j ontné lericimavinea kilo nt i o k ¢
dovzetne oksidai v n e mu sir sock @995) soSanaliz®ali sezonsko spreminjanje v
aktivnosti antioksidantnih encimov pMytilus galloprovincialisin ugotovili, da so imel

ni zko aktivnost od februarja do marca, na j
sledi | o enakomerno ni ganj e akti vnodgahiso z mi
predpostavljali, dasw ar i aci je v aktivnost. povezane z
povezano z dostopnostjo hrane I n hi drol og
0 b mo |emec.in sab. (2017) so edini, ki so opisali razlike v aktivnosti AChE in GST pri
vodni h osl il ki h Wgotodlizd, dal aktivnbst GSa@ilhagledéd nalletnis i h .

| asako proi povrginskih kot proi j amski h p

povr ginskih popmolaet j ahn ajonHirignsehppphlacgapse ml a d i
aktivnost GST spoml adi in pol eti skor aj n
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povrginski popul aciji Sso naj vi gjpomlaikRrii vnost
jamski popul aciji pa bsiol inajjevsiegnio,. arkaji nvingjsa
V nagi nal ogi to tegko primerj amoPr ekteerg npop
juvenilni osebkiz i ms k e ga sozmel poe prgn@su v laboratokgs razmere

vel i noma akinvaost) ACAE ddrasli spomladanskiosebki paso imeli v

dol ol eni h pr i mer iGledema rezultate Calleaadkgbdi (20070 snbo.

pr i | ak oanja laktivnostiv ACHE v laboratoriju¥ pri meru zi mskega
povrginske popul acij e, ko smo kiepseGST pr et «
osebkom po prenosu | abor at or ikprjeoskladunditerataro (MgnaZesain

sod., 2006; Cailleaud in sod., 2007 asprotno pa tepremembe nismo opazili prdraslih
osebkih vzorAlkniwWwneptomGa&div poskusu s povr

23.2.2016 je bila pri kontroli -Z2xamvizgj @niodna
meritev v |l aboratoriju. Zni ¢ a ngrasorijsolopisalv nost i
Menezes in sod. (2006) pri kozi€. crangon kar je najverjetneje
aktivnosti GST pri vseh | aboratorijskih re

temperaturah. Zniganj e akt soopmsalidudiiCailegsdin po pr
sod. (2007) pri kopepodaurytemora affinis Akt i vnost GST je bila v
vodnega osl| i R.ROA6tnkmator pai od3aktivnost.i GST r
vV Z 0 r | ® 20&6 in5amske populacije vdore n e5. 201 ..

Mnogi znanstveniki so v literaturi opisali, da je aktivnost encimov povezana s starostjo

gi val. (Hole in sod., 1993; Peters in Liuv
Printes in Callaghan, 2003). Zato predvidevamosia® pri povg i n s K i popul aci
i zvajal.@ poskus s starejgimi vodnl ml kowgl i &k
februarskega poskusa.l G d e na Il iteraturo (Steel, 196
Thompson, 197%mona dan v z ostl eergenpgagijod ko riaji bil junija poginila.

Na aktivnost AChE wvpliva tudi reprodukti vn
sod. , 2009b) , vendar iz nagi h podatkov ne
predstavljal. Za nadalja raziskavepredlagamoizvajanje eksperimentovsamo z enim

spolomozi roma | ol i ti s a mc e. Takabil saahnkioc ed ovl olld |l @ n e

odzivajo osebki istegapola inali se aktivhost encimov razlikuje glede spol vodnega
osi | .k a
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5.2.1 Vpliv svetlobein temperature na aktivnost encimov AChE

V nalogi smo rake izpoavilitremr az |l i | ni m | ab or mmnsaim {L3jUKCk iim r a:
konstantnaemg,povr gi ns ki m z (11U @ jdisemnbneom pneir act iukr eol SV ¢
terpovr ginskim z 20iULj] dhenhea omp akel svetlolb@oPri prvem
poskusu s povVvr §i2281B)gebilpaktynost AChEvjjamskih ta8nerah

po enem tednu v prim@wvi z vrednostjo iz okoljar i §j mo v @i ns ki hprir az mer
obeh temperaturah i ¢gj a. V nasladakémvhedhuv) eéemil ni
tretjem tednu pa so imeli imsenbikibivleol ijkaos nvoe
vzorca spremembe aktivno$tChE. Na svetlobi pri obeh teperaturahje bila po drugem

in tretlem tednua kt i vnost prveng fjednyV kdortugpeom poskusu s
populacijo (55.2016) je aktivhost AChE nihala, vendar brez opaznega trenda.

Rezultat.i i z |Calteaud imdodi 2@7¥%soo orpa zslaillini .da s o i
Vi gj o akt i vnosterafuG Méezesrin sodn (20§4§) pa so m@imavi kozici
ugotovili, da je bila aktivnost AChE i gpjra vi gj iDot esnipeed ajteuga .z a k|
p r itadl Afeifer in sod(2005).V n a g i je wivaeh wed laboratorijskih poskusih in v

vseh eksperimnt al ni h razmerah priglo do bolj al i

AChE, vendar se ni poj avi | jasen trend spr
ali/in temperatureNaj vel je razli ke smo dobil] pri p o
starostor gani zmov i n med povr giBripdskusa zjamskimia ms K i
vodni mi osl il ki smo opazil: vi gjo aktivno:

dnevnen o | nem c i k |lssartal im sod.0(2008)Cso pokazali, da spremembe v
temperaturi vod na nekatere podzemne rake ne vplivajopekatere pa vplivajo stresno.
VRomuni ji gi vi | ams k aA. p.onfemicusvt av ovdoi d, n ekgia ionsd
(Turk-Pr evor | ni k i nMoBInej ece,, 1ld9a9 82 vi gahAaa. t empe
cavernicoluse vpliva stresno, vendar bi bile na to temo potrebne nadaljnje raziskave.

V literaturi smo zasledili korelacijo med aktivnostjo AE in stopnjolokomocije (Jensen

in sod. 1997, Xuereb in sod. 2009ymborowski in sod1970), vendarslednja povezava
pivodni h o s bila prikazama. Gyebomowski in sol970 pr i Achetai | ku
domesticu® pi sujejo nigjo aktivnost AChE ob zvi g
h r o Btérastichus cupreu®r Xuereb in sod(20090 pri postraniciGammarus fasarum

pa opisujejo zmanjgano | okomdditjead adhuriinmsimbi
vedenjske gtudij e, kjer so opisoval: Spr el
razlilnih (\¥kinstah Coaakpev , 2002; Ldia0d@)Ma i n s o
podlagi tegaugotavljamo daprij ams ki h vodni h osl il kih svet
dejavnikz ar ad i katerega so 9esobewidijkao alktl.i wr dsatl

Na to temo bi bile potrebne nada§nraziskave, ki bi potrddd v zr ol no zvezo
vedenjem in aktivnostjo AChE.
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5.2.2 Vpliv svetlobe in temperature na aktivnost encimovGST

Pri poskusu s povrginsko poph5I|2@l6 jejimelavodne
aktivnost GST nigje vrednost (@232 2016}in zzlo i pos
podobne v vseh |l aboratorijskih regimih. Edi
tednu v jamskih razmerah To je pr i povrginplivezpaompoul aciyiid
metabolizmom med rastion r az mn and @y @n jhe mRegrain sod. 1964y
Viarengo in sod. 1991; S®I n sod. , 1995) , pri jamski popu
splogno akt i vnoasnisjko (Bneghilarbdd liii rz mBderaamtmeod,j , 200
1996, 1997, 2001, 2003ssartel in sod., 2005 V. pr i mer u s povrginsko
vodnega osl i 5. R046 jevta rajverjetnej® podedica starosti osebkov, ker se

aktivnost enci mov pnje manjodzveajng sptemem@eeledbik i h z n
sod., 1993; Peters in Livingstone, 1996; ArarSubramanian, 1998; Printes in Calaghan,

2003).S k| epamo, da so bili p o vbr2g0i 1In6s ksit avroedingii , o0
vzor| Rri0O153.in so zato i mel. ni gj o in manj \
Pri poskusu z jamsko populacijo je akivis t GST v temi Vv primer
viednostjo iz okolja padl a, nasl ednj i teder
Nadnenonol|l nem s wdtkllawbnem 20 UC je bila po pryv

vrednosti iz okolja, natopasejega ugem tednu zni gala pod vre
tedna. To se ne sklada s podatki o stopnji metabolizma zaradi vpliva svetlobe, ki sta jo

opisala Sim|li/| i n Brancel j N(sBdiuls7t)a. oPpriis ap oad :
k ot 100 %Y opm@wiogaknosi ka zar adi vpliva svetl o
jamski vodni osl il ki na svetl obi i mel i povi

Luschak in sod. (2011) so opisali, da je aktivnhost GST sorazmerna s stopnjo metabolizma

i n da dvi g taestopnje metaballmae tpeorvipgos!| edi.GSrge akti v
zelo odziven na spremembe v okolju (Barata 2005)z at o s mo pri| akoval
odzive na svetlobo in temperaturd h o u i n sod. (2010) SO0 po
temperatura vpliva na ekspresi@ST in drugih antioksidantnih encimov pri kozici
Litopenaeus vannamedBuikema (1972) je z eksperimentom na vodnih bolhah pokazal, da

je poraba kisikapo prilagoditvi na svetlobo paallin dajuvenilne vodne bolhe niso
spreminjale porabe kisikaodzivunas vet | obo, sV amagigenlaogio $ m
ravno obratnotorejda se j e mlaj gim r akomEdenpzmd mi nj al
razlogov bi lahko bilav ed pptrelapo anti oksi dantni h enci mih
metabolizmgpriml aj ¢ i Ih, vendaedalgrg go | | za enegakovk med mc
jih je potrebno ¢g¥ bWekh baehnkbknoumaearzjakailik
il zrazitih povel anj aktivnost. GST, vendar
nakazov a livswiobetalgimtempgrature
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523 Razl i ke v aktivnost. enci mov med povrgin

Pri ] amsKkii popul aciji vodni h oslil kov po pi
sprememb aktivnosti AChE in GSKotvp r i mer u p o v cijgR rnislka kho vpaolpiu | s
da se bo aktivnost GST jamskim organizmmom po prenosu Vv laboratorijske razmere bistveno
spremenila, saj je znandatemperatura in svetloba vplivate stopnjo metabolizmaki

posredno vplivana aktivnost GST( Lus hc hak, 2 @rarkcelj, 2@i)mINa g i i
rezul tat.i kagejo, da se GST aktivnost | amsgk
na 20AC dnavnen o | n i s v e. tAktienbsh AChEc pa keepli jamskih rakih na

svetlobi in 200 @ i pjoa obeh t edni h, dick spremgmbe vedenjadanse p o <
tem lokomaocije, ki jo opisujejo v literaturCfymborowski in sod., 197QJensen in sod.

1997; Li in Cooper, 2002uereb in sod. 2009k uarte in sod.2016 Fi ger ,2014. s od.

Dol j eni r e z ulrazkké med lodzigie j povnragi nski h organi z
obdobij vzorlenja in med pdledeina preditaviene i n |
aktivnosti encimovi n obstojelo |iteraturo ne mor emo
fiziol ogko pR®AnG dnevnep o esmetlobni aike] smo pa opazili, da je pri
tehrazmerah umrlo 3 od 24ih (12%) rakov.V | i t er at podatekdayeaaradia g | i
svetlobe v laboratorijskem eksperimentu umrlo skora$o’Ov s eh pot o| Ri h r ak
diguetiin so pokazali, da je sueba vplivala na nevralne in endokrine strukture odgovorne

za UuUravnavanje vedenja in met abodugotavljatf unkci
razlogazasmrt. V i t er at ur i ni podat kov o ¢givljenjsl
os | iinjgzmtomog,noda smo sl ul ajno diodnmililtudivst ar e
naravnem okolju.

Gledena ezul t ate iz magistrske nal oge Davida ¢
2in 3in opisane Jemednsod.(2017) smo prilakovali, da bod
V. povrginski popul aci j i520kli6)s nzon ajton ov zvairgljiel i
merjenih spomladi v jamski populaciji (28.2017).Rezultati iz vira, ki so predstavljeni v
preglednici 3k a g e j o, da so i mel i lasijptoimkadi wvi pjorr gl
AChE indvakratv i gj o akt i vnosmo GESrTi.| aRkoodvaaldrio za adii s k &
aktivnost. i GST, ker i maj o jJ amski organi z mi
povrg( 8s ki hl i n Brancel j, 202001 2002 dssartelint i n
sod., 2005).V na ¢ irezultath tega nismo zasledjliker med aktivnostjo encimov
povrginske (vzorl|leno 5. 5. 2016) i n jamske
osl i | ka ni DbAktivimst telredveh encimgep ez | i povr gi nski h voc
o | i powepanasstarostiog i v al i . Daggri tjoamokKirdivodni h o

potrebno raziskat:. njihov givljenjski ci kel
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Preglednica: Primerjava aktivno$tAChE dveh lokac | iz razlizhaigenabdebipjovpreln
N standardna napaka

Vzor | en Lokacija Aktivnost AChE [nmol mintmggroi?] Vir

21.10.2015 Ljubljana 15,21 N 1, 45 Gkufca D.
23.2.2016 Ljubljana 60,75 N 4,095 Nagi pod
18.3.2015 Ljubljana 12,72 N o0, 82 Gkufca D.
5.5.2016 Ljubljana 14,88 N 1,87 Nagi pod
24.5.2017 Pl. jama 11,42 N 2,17 Nagi pod
16.7.2015 Pl. jama 4,09 N o0, 41 Gkufca D.

Preglednica: Pr i mer j ava sopsetcii fAG9Tn ed vaekht ilvonk d zirja giem ar g =zl iplorwviph
aktivnost N standardna napaka

Vzor | en Lokacia Aktivnost GST [nmol mirtmgpror!] Vir
21.10.2015 Ljubljana 63,40 3, 28 Gkufca D.
23.2.2016 Ljubljana 92,808 5, 62 Nagi pod:
18.3.2015 Ljubljana 57,93 N 3,35 Gkufca D.
5.5.2016 Ljubljana 31,90 N 2,41 Nagi pod:
24.5.2017 Pl. jama 2988 2,67 Nagi pod:

16.7.2015 Pl. jama 3330N 2, 38 Gkufca D.
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SKLEPI
Z laboratorijskimi poskusi vplivavetlobet n razl|l i | ni h temperatur v

in GST smo ugotovili naslednje:

A

Aktivnost AChE in GST je zelo odvisnaddet nega | asm@mo wrbg ivresokr il h
popul acij, saj s tem zajamemo razlilno s

Aktivnost GST se | eopdwmgimn skkoinne co sze birkeo m
|l aboratorij ® bpremembe nisma gpazili gpsi t aTr espbgih h
vzor|lenih spomladi

Ml ajf gki , K i smo | i Bo imel porptemokuiv lakovatojske z i me
razmere velinoma z mamnt arapogdaaskiaki parso@ s t AC
imeli vlaboratoriuvd ol ol eni h primeri h povigano akt

Pri j amsKki popul aci j i vodni h oslil|l kov p
lzrazitih Sprememb aktivnosti AChE 1in
Akt i vnost AChE je bila povelana v |jamski
in dnevnen ol nemu c¢i kl u svetl obe, GST aktiwvn

zmanj gana.

Smrtnost jamskih rakov pridnewyibo | nem svetl|l obG€emecbkla i
%.

V nalogi smo rake izpoavilitremr az | i | ni m |razimeram¥ vsehrtrehj s k i m
situacijah je priglo do bolj al i man j i
vendars e v naspr ot j u uapojad gasemtrendpspréemerabklobi a nj i
n a k a z oenagliv seetlobe ali/in temperature.

V nal ogi ni smo uspel i mpeatartistéenotvplivata aal i SV
variabilnost aktivnosti AChE in GST, ki joi | a pr edh owaesebkihopagen
vzorlenih v okolju v dazihilhnihbkalkdd@mjhi h
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6 POVZETEK

Asellus aquaticus z. vodnpie 6$ khidkek odik(isopedaGrustacea) gin i

je giroko razgirjen po skoraj vseh vodot okl
po celi Evropi. Najverjetnejeizh®j | z severne Azije in se je f|
vel jih | edeln2 knoivl ipjroendi 8l et . Genetske razisk
Evropopo vodotokinr az gi r i | i z P anoninkeebivamioganizesn, ki J e de
sodeluevmogi h ekol ogki h procesi h. Zaradi svoOj e
zagt udi je na podrolju ekologije voda, evol uc

Meritve aktivnosti encimov AChE in GST postajajo vedno bmdjgosta metodaza

ekot oksi kol T ¢ghecieni sg tlabkd2aggodg pokazatel i onesna
Nedavne raziskaveop ok az al e, da se aktivnosti enci mo
v r a zll e tl] mii hhpdpuasijphfdemec in sod., 2017DPva okoljska faktorja, ki sta

zel o razlmlljnua ivh pnoad zpeov r gi ni s {(CalvetiePipare r at ur
2009) Na povrgini sta Ispreimehbhpiva dJglaeande pra
temperaturna nihanja in neprestana tema. Zse¢
razlke v& t i vnosti enci mov GST in AChE wsagtudi

p o vnekgim jamskopopulacijoA. aguaticus.

Povr gpopuldijas mo v zor | i Jvi gvozldjnwehrblizmd#déonalnegau
i ngtituta zZa Bmeos toog i\ o bogrimeao ljstaatefjacodpadhexes,
pr edv s.e/modj rastejghelofiti, K i se poRowvr ¢ ipoossdijoosmg o

vzor |l il PrvdvliaiR0X.t6. pr ot i koncu zi me5.2016. dr ugi
Jamskopopulacijos mo v z o b.R011, L50n2 et vhoda v Planinsko jamo v vodni

kotl i ci v bligini toka reke Pivke. Pri Vsa
epice in na led ter jih po prenosw®UC. mest
Ostale osebke smo prinesliabor at or i j , kjer smo jtlebhih i zpos
in temperaturnin razmer V. prvem regdgi mu smo 410Gl imnali
neprestana tema) V drugem regi mu W@oini h6:i&pasham
svetlobe:temes | i mer fane piomulgi nske pogoj.evVv z ni g
tretjem regimu pa smo ji WCidnpvosmtod nielmu <o ik
svetlobe (16:8 ur svetloba:tem@p prehrano smo jim v testne posodamestilil i st e | el g

Poskusa s pdvarcgijms ksot apovp | aboratoriju potek
tedenodvzeli 18do20 osebkov in jih zamrzwtestnih t er
posodahPriposkusu zjamskpo pul aci j o waonbnggdgad axlrialdk a man|j
organizmov izpsetavili samo jamskim razmeramter povr gi nskim r azmer a
temperaturo vodePri jamskih organizmihsmo laboratorijskie k s per i men't zakl j
dveh tedni h, ker smo opazili i, da nam umir aj
razmeram
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Aktivnost encimov AChE smmerili po metodi Ellmana in sod. (1961), aktivhost GST pa
smo merili po metodi Habig in sod. (1974). Obe metodi sta bili prilagojeni za mikrotitrske

plogle (Jemec in sod., 2 00a7l)i. sPvreegdo momarsiot iovrj
injimdol ol i I spol . l zralune aktivnost. AChE
proteinov vvzorcihSt at i sti |l no analizo in grafilni pr
OriginPro 8,0.

Ugotovili smo, da sobile znatne razlikemed aktivnostjo entmov AChE in GST

organizmovi z razl il nih | asov vzorl|lenja, z.at o ke
Povrginski or g &n2D16,mob i ¥ 2 o rnlag nMmima2 3.0 napvisej o
aktivnost encimov AChE in GS™Po prenosu Vv laboratorij se jifa aktivnost GSTo | i t n o
zni gal a. Naoprzotvmo ns$ smemopazildi pri stare

spoml adans k ePgpav r\Wyz anrslke n jeai 55 2016anneimskivorganizini

vz or | en2017rdsé imeli velikih razlik v aktivnostib e h enci medena | esar
raziskavoJemec in sod. (2017 i s mo pr PFrakakatltal.i s mo , da
organi zmi i mel i odtroleeb éncithhgv o k @i ¢ p predwsénit GST .k i

Pri Jamski p 0 p ul pdprenpsu v lgbordtgnisrho opagill takd ikrazivih

sprememb aktivnosti AChE in GSKot v pri meru pRazlkgsobileki h p

tudi med jamskim in povrginskim ekomorf om.
V nalogi smo rake izpostavili trem razl ni m | abor at o vs¢ghstieh m r e ¢
situacijahj e pri gl o do bol j al i ma n j izrazitih poc
nasprotju z nagi mi prilakovanji ni pojavi |l
vpliv svetlobe ali/in temperatur® r i | akoval i s mo, da Wwdndo Vv o
oslezVvkgali akt i vnrsdtem bktivmestieacimnoviGSESmam| 1 | i n Br a

2007, Luschak 2011)V nasprotju z nagim prilakovanj e
spremembe aktivnosti AChEI@ST v povr gi nskithe drnaokvi hr avz | li &

razlilnih razmerah. V vseh treh sitwuacijah
aktivnosti AChE in GST, vendar pa se ni pojavil jasen trend sprememb, ki bi nakazoval

oliten wvpliv svetM onbael oaglii /nianm tneimmpargaalua er. a z
i n/ al i svetl oba vplivata na variabilnost a
bila opisana v prejgnji razi skavi (Jemec in

Na to temo bdo potrebne naknadneaziskae, ge posebej na podr ol
razmnogewiaklnae gan starosti vodni h oslil| kov
encimskih in drugih biomarkerjov.
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PRILOGE
PRILOGA A
Osnovne statistike izmerjenih parametrov

PredednicaA:Speci filna aktivpoputl akClh BEnefB2drdliemseiNe = gt . os
= standardna napaka
Aktivnost AChE [nmol/min/mg]

N Povpre SN Mediana

Okolie 20 60,74854 494769  62,79941

1.teden 18 80,56467 55139  86,15164

11(€ tema 2. teden 18 49,50894 6,04341  40,04867
3.teden 18 67,83249 487734  71,30633

OC svet| op lteden 18 44,64137 4,92468  38,39627
” 2. teden 18 69,01213 6,04449  70,32781

3.teden 18 55,834 43075  57,50543

200 G | o p Lteden 18 51,73046 6,53369  53,85926
U su;’ et ob, teden 18 53,80464 72979  56,27269
3.teden 16 43,84254 524573  39,83342

Preglednica®Speci fi | na aktivnoste ACzhoEHpeone6 gi Nske gpopokaci
standardna napaka
Aktivnost AChE [nmol/min/mg]

N Povpre SN Mediana

Okolie 19 1487895 187388 125

1.teden 21 12,43333 1,51496 10,1

110C t e ma 2. teden 14 23,33571 2.7198 23,85
3.teden 15 19,0666 322834 115

. 1.teden 20 11,43 097165 1055
ue Su:’ etlob, den 14 20,05714 2.44993 217

3.teden 12 143 212966 11,25

. 1.teden 22 13,90909 1,6527 111
20U C Su:’ etlob, teden 12 11,65833 215461 8,2
3.teden 9 1524444 3,31876 125

Preglednica® Speci filna aktivnost ACHZXEO]6.msNKke= pptp.uloasc.i,j e
standardna napaka
Aktivnost AChE [nmol/min/mg]

N Povpre SN Mediana
Okolje 15 11,42 2,166 9,2
110C t e ma Jamal 12 13,45833 2,20844 11,15
Jama2 12 13,26667 1,92324 13,9
Povr
200C svetlob 1 12 6,04167 0,74787 5,9
ur Povr

2 9 14,01111 3,28826 11,6




ul |Jar, Vpliv svet/l obnrmgiWemijﬂquokmmtele\np ot vernmgpi enrsaktiuhr ei n j
Uni Gt udilij mmll jekruil biddgiied2018 I uinklca ofnak wmlet et a,

Mag. del o. Ljubljana,

amski.h popul aci

PreglednicaA: Spec
standardna napaka

i fit] nGaS Ta kptoivwngad sn s k e

Aktivnost GST [nmol/min/mg]

poh2a0bhe.i | wvzdptr] eme.

nd ke @to.p ud |a.c,

GST5.32 ®Imes .k eN po pautl .acad g .e,

N Povpre SN Mediana
Okolje 19 92,79952 5,61922 87,94465
1l.teden 18 46,95848 2,36324 45,06905
110C t ema 2.teden 18 75,37685 11,35223 64,34684
3.teden 18 58,74147 3,69978 57,62286
11UC svetl ob l.teden 19 62,02154 4,55386 57,77994
ur 2.teden 18 48,33891 5,30951 40,47497
3.teden 19 45,53743 3,14176 46,19294
200C svetlob 1.teden 18 67,8903 8,01408 65,12658
ur 2.teden 15 58,49922 7,34592 57,63542
3.teden 16 41,5675 4,09286 45,83248
PreglednicaA: Speci filna aktivnost GST Hd0YE.i
standardna naga
Aktivnost GST [nmol/min/mg]
N Povpre SN Mediana
Okolie 19 31,89926 2,40521 32,31143
1.teden 21 35,61299 3,87717 29,6118
110C t ema 2. teden 13 25,9471 2,41295 22,39303
3.teden 15 25,18601 1,79376 21,96208
1.teden 19 28,65186 2,30622 27,85825
11UC svetl obre 2.teden 12 32,94196 4,72458 28,91976
3.teden 12 28,38974 3,56693 25,72773
1.teden 19 35,58981 3,5826 30,77573
200C svetl obe 2. teden 14 26,70011 3,3087 23,79727
3.teden 9 29,26177 5,58865 24,05239
Preglednica A: Specifilna aktivnost
standardna napaka
Aktivhost GST
[nmol/min/mg]
N Povpr ¢ SN Mediana
Okolje 15 29,88119 2,67425 26,62151
110C t e ms 1. teden 11 22,3897 3,3073 20,87534
2. teden 12 29,06176 2,51528 29,30148
200C svetl ol 1. teden 12 30,92512 4,11043 27,35637
ur 2. teden 8 19,86407 1,81144 21,42353




