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INFOLEHT
Reostunud elupaikadega seotud biokeemilised kaitsemehhanismid elusorganismidel:

kohastumused, plastilised vastused ja nendega seotud 16ivsuhted

Kéesoleva t60 eesmirk on anda iilevaade reostunud elupaikades elavate elusorganismide
voimekusest kohaneda ja kohastuda reostunud elukeskkonnaga. To66 eksperimentaalosas
hinnatakse reostunud Purtse joes ja puhtamas Kunda joes elava hariliku trullingu (Barbatula
barbatula) secisundit ning voimalikke kaitsekohastumusi ja Kkaitsekohastumuste hinda.
Kaitsemehhanismide uurimiseks kasutati maksa glutatiooni kontsentratsiooni. Tulemustest ilmnes,
et reostunud joe kalade maksades ei esinenud korgemat glutatiooni kontsentratsiooni, kuid
reostunud joe kaladel oli suurem maks. Kehapikkuses, massis ja konditsioonis olulist erinevust
kalade vahel ei leitud. Sugude vordluses selgus, et isastel isenditel on kdrgem glutatiooni tase

maksas kui emastel isenditel.
Mirksonad: veereostus, kohastumine, trulling, glutatioon

CERCS Kklassifikaatorid: B260  (hiidrobioloogia), B280 (loomadkoloogia), B360
(loomafiisioloogia)

Biochemical defense mechanisms in organisms related to polluted habitats: adaptations,
phenotypic plasticity and trade-offs

The aim of this thesis is to give an overview of the ability of organisms to acclimatize and adapt to
polluted environments. The experimental part of the thesis evaluates the conditions of stone loaches
(Barbatula barbatula) living in the polluted Purtse river and in the cleaner Kunda river, as well as
evaluating possible defense adaptations and trade-offs. The results showed that the fish living in
the polluted river did not have higher concentration of glutathione in the liver, however, the fish
from the polluted river had larger livers. No significant differences in body length, weight and
condition were found. A comparison between the sexes showed that male individuals had higher

levels of glutathione in the liver than females.
Keywords: aquatic pollution, adaptation, stone loach, glutathione

CERCS classifications: B260 (hydrobiology), B280 (animal ecology), B360 (animal physiology)
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KASUTATUD LUHENDID

AHR (aryl hydrocarbon receptor) - ariiiilsiisivesinike retseptor

COX (cytochrome ¢ oxidase)- tsiitokroom-c oksiidaasi kompleks

GSH (glutathione) — glutatioon

HAH (halogenated aromatic hydrocarbons) - halogeenitud aromaatsed siisivesinikud
PAH (polycyclic aromatic hydrocarbons) — poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud
PBDE (polybrominated diphenyl ethers) - poliilbroomitud difeniiiileetrid

ROS (reactive oxygen species) - hapnikku sisaldavad aktiivsed osakesed



SISSEJUHATUS

Polevkivi on eestlastele tdhtsal kohal olnud juba mé6dunud sajandist ning on ka seda tédnapaeval,
olles Eesti peamine energiaallikas ning tdhtsaim maavara. Kuigi tdnapdeval on kaasatud
polevkivitoostusesse kaasaegsed tehnoloogiad ning reeglid, mille jargimine on keskkonda sééstnud

reostusest, ei ole pdlevkivitoostuse mineviku pahed kuhugile kadunud.

Alates 1930. aastatest suunati polevkivitoostuse toksilisi ithendeid sisaldunud reovett Purtse jokke
ning selle lisajogedesse, mille tagajérjel said kannatada vees elavad organismid ning nende
elukeskkond. Jokke 1opetati reovee suunamine tdielikult alles 1990. aastatel, kuid aastakiimnete
pikkune tugev joe reostamine on jitnud oma jilje — joest on kadunud liigirikkus ning reostust voib
joe dires jalutades silmata 14bi kaldal olevate pigilahmakate ning pinnase, mis Idhnab tugevalt
olijjadkide jargi. Analiilisid joest vOetud proovidest nditavad, et joes esineb organismidele toksilisi
ained nagu poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud ja raskmetallid ning kohati tiletavad elutsooni

piirarvu.

2018. alustati Purtse joe taastamistdid ning joes on leidnud endale elupaiga kalaliik harilik trulling
(Barbatula barbatula), kes on reostusele tundlik. Mitmed uuringud ja katsed on kinnitanud, et
teatud liigid on voimelised tolereerima reostust 1dbi evolutsiooniliste protsesside nagu seda on
kohastumused ja kohanemine - luues ldbi nende endale kaitsemehhanismid, et ellu jddda

ekstreemses keskkonnas.

T66 eesmérk oli uurida hariliku trullingu vdimet tolereerida reostust Purtse joes, kasutades
uurimiseks antioksiidant glutatiooni pohist kaitsemehhanismi. Samuti oli eesmérgiks koguda
algandmeid longitudinaalseks uurimuseks, et pirast joe taastamistdid moista muutusi seal elavate

kalade fiisioloogias ja morfoloogias.

T66 koostati Tartu Ulikooli Zooloogia osakonna loomadkoloogia dppetoolis.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Peamised reostuse liigid ja allikad erinevates keskkondades

Majanduskoosto6 ja Arengu Organisatsioon (Organisation for Economic Co-operation and
Developement, OECD) defineerib reostust, kui ainete ja soojuse esinemist keskkonnas (vesi,
maismaa, 0hk), mille olemus, asukoht voi kogus pohjustab soovimatut keskkonnamoju (OECD,
2003). Need soovimatud keskkonnamdjud mojutavad omakorda ka keskkonnas elavate
elusorganismide tervislikku seisundit ja elukvaliteeti (Orru et al., 2016), kuid omavad olulist rolli
ka majandusele. Energia ja Puhta Ohu Uuringute Keskus (Centre for Research on Energy and Clean
Air, CREA) 2020. aasta uuringust selgub, et ainuiiksi fossiilkiitustest tingitud Shureostus toi 2018.
aastal kaasa hinnanguliselt 2,9 triljon USA dollarit (3,3 % maailma sisemajanduse kogutoodangust)

majanduslikku kahju (CREA, 2020), radkimata negatiivsest mdjust loodusele ja inimeste tervisele.

Ohureostust iseloomustab liikuvus, kuna méned Shusaasteained on atmosfiiris piisivad ja labivad
tuule abiga pikki vahemaid (Houghton et al., 2001). Samuti voib Ohusaasteainetega toimuda
atmosfairis keemilisi reaktsioone, mis vdivad muuta saasteaineid enne nende ladestumist
(Manisalidis et al., 2020).

Ohureostuse allikaid on nii looduslikke kui ka antropogeenseid. Allikad jagatakse neljaks
pOhiallikaks: mobiilsed allikad (fossiilkiitustel sditvad sdidukid), statsionaarsed allikad
(mitmesugused tehased), piirkondlikud allikad (pdllumajanduspiirkonnad ja linnad) ning
looduslikud allikad (vulkaanid ja metsatulekahjud) (Manisalidis et al., 2020).

Levinumad ohusaasteained on védveldioksiid (SO2), peenosakesed (PM), siisinikmonooksiid
(CO), lammastikoksiidid (NOy) ja osoon (Os) (Cairncross et al., 2007). Ohusaasteaineted
mojutavad loomade arengut ja tekitavad muutusi kditumises, eriti just teedérsetes okosiisteemides
(Leonard & Hochuli, 2017). Samuti muudavad Shusaasteained taimede elukeskkonna happeliseks
ning avaldavad mdju taimede flisioloogiale ja kasvule (Wright et al., 2018). Taimedest soltuvad
aga paljud loomad ja linnud, kes kasutavad taimi elupaikadena ja toiduallikana (Wright et al.,
2018).

Euroopa Keskkonna Agentuuri (European Environment Agency, EEA) 2016. aasta raporti kohaselt
satub véadveldioksiid (SO2) keskkonda enamasti fossiilkiituste poletamise tagajirjel, veeauruga

segunedes pohjustab SO2 happevihmasid.



Raportis on viljatoodud, et peenosakesed (PM — particulate matter) jaotatakse sdltuvalt osakeste

suurusest kolme kategooriasse:

e <0,2 um osakesi leiab suurel hulgal linnadhus ning sellise suurusega osakesed on enamasti
alles hiljuti eraldunud l4hteallikast.

e >0,2 -2 um osakesed on voimelised moodustuma viiksematest osakestest koagulatsiooni
voOi aurude kondenseerumise teel, samuti voivad 0sakesed piisida atmosfédris stabiilsena 7
kuni 30 paeva ning nende sissehingamine on tdendoline.

e >2um osakesed moodustuvad pohiliselt ilmastiku protsesside tagajérjel ning nende suuruse
tottu on osakeste plisivus atmosfdiris viike, seetottu on 0sakeste sissehingamise tdendosus

samuti vaike.

Raport kirjeldab ka seost lammastikoksiidide ja osooni tekke vahel. Lammastikdioksiid (NO2)
tekib polemisprotsessides, kuid lammastikoksiidid on voimelised 1dbi fotokeemiliste reaktsioonide

muutuma osooniks (O3), mille tagajéarjel moodustub sudu (EEA, 2016).

EEA 2019. aasta raporti kohaselt on veekeskkonnale murekohaks ained, mis on toksilised,
stabiilsed ja voimelised toiduahelas akumuleeruma. Sellisteks aineteks on raskmetallid,
poliitsiiklilised aromaatsed iihendid (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH), organotiinid ja
muud kahjulikud stinteetilised ained ja poliibroomitud difeniiiileetrid (polybrominated diphenyl
ethers, PBDE).

Raport kirjeldab, et veereostuse allikad on nii mere-, maismaa-, kui ka atmosfdaripShised.
Merepdohistest allikatest voib nditeks tuua elusressursside kasvatamine nagu vesiviljelus,
taastumatute energiaallikate kasutamine ning erinevad heited laevadelt. Maismaapohisteks
allikateks voib lugeda puhastusjaamade heitvett ning reovett linnadest ja pdllumajandus
piirkondadest. Atmosfdéripdhised allikad on aga naftaplatvormid ja laevade kiitusepdletamisel
tekkivad tihendid (EEA, 2019). Niiteks 2010. aastal toimunud plahvatus naftaplatvormil
Deepwater Horizon pdhjustas laiaulatusliku reostuse, mille tagajirjel toimusid muutused kalade
morfoloogias, kditumises ning metabolismis. Siiski tuleb mérkida, et reostuse tolereerimine erines

liigiti ning osad liigid tulid reostusega paremini toime kui teised (Pasparakis et al., 2019).

Raskmetallid on metallid ja metalloidide rithm, mille tihedus on iile 4 = 1 g/cm?® (Duffus, 2002).
Raskmetallide eripdra ning murekoht keskkonnale peitub selles, et raskmetallid on keskkonnas

piisivad, nimelt nad ei lagune ega havi (Mohammed et al., 2011). Viikeses koguses on raskmetallid
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organismidele vajalikud néiteks ensiitimide kofaktorite nédol - pikemaaegne kokkupuude on ohtlik
ning tekitab vdhki ja muid kahjustusi loomade organitele (Tchounwou et al., 2012). Nimelt
metalliioonid interakteeruvad rakukomponentidega, pdhjustades DNA  kahjustusi ja
konformatsioonilisi muutuseid, mille tagajérjeks voib olla rakutsiikli modulatsioon, kartsinogenees

voi apoptoos (Beyersmann & Hartwig, 2008).

Poliitsiiklilised aromaatsed ithendid (PAH — polycyclic aromatic hydrocarbons) on orgaanilised
tthendid, mida voib leida nii vees, 6hus kui ka pinnases, kusjuures veekeskkonda satuvad PAH-id
enamasti 14bi naftareostuse ning mojutavad seal elavate organismide tervislikku seisundit (Honda
& Suzuki, 2020). PAH-id pohjustavad véhki ning héirivad luude ja maksa metabolismi, samuti
mojutavad veeorganismide varajast arengut ja Sigimist, ka on tdheldatud nende {ihendite

bioakumulatsiooni organismides (Honda & Suzuki, 2020).

Poliibroomitud difeniitileetrid (PBDE — polybrominated diphenyl ethers) on bioakumuleeruvate
halogeenitud iihendite klass, millel on palju otstarbeid: tulekustutid, elektriseadmed, erinevad
ehitusmaterjalid ning erinevad katted ja tekstiilid, nende peamisteks allikateks on olmepriigi nagu
elektroonika ja moobel (Siddigi et al., 2003). Samuti on PBDE-I hea siilivus reoveesetetes (La
Guardia et al., 2001). PBDE-d mdjutavad kalade kilpnééret ja jarglaste saamist 1dbi endokriinsete
héiringute (Yu et al., 2015). PBDE-d mdjutavad kilpnaarme hormoone (Yu et al., 2015), mis
omakorda mdjutavad organismi kasvu ja arengut — eriti aju arengut (Gilbert et al., 2012), seega on

voimalus, et PBDE-] on moju ka kalade jirglaste arengule.

Pestitsiidididel on keemilised omadused, mis suurendavad nende piisivust keskkonnas ning need
jouavad veeodkosiisteemidesse pollumajandusmaade dravooluvee ja kuivendamise kaudu. Nad
lahustuvad vees hésti ning omavad pikka poolestusaecga (Morrissey et al., 2015). Mgju
elusorganismidele on wuuritud eelkdige putukatel. Niiteks on paljudel putukatel pikk
vastsestaadium vesikeskkonnas ning kokkupuude pestitsiididega voib pikendada vastsestaadiumi
kestvust (Morrissey et al., 2015). Samuti on uuringud Hollandis ndidanud seost veeputukate
populatsioonidele (Dijk et al., 2013; Morrissey et al., 2015) ja neonikotinoidide toksiliste jadkide
olemasolu veekogudes ning nende mdjust putuktoiduliste pdllulindude vihenemisele (Hallmann et

al., 2014; Morrissey et al., 2015). Uuringuid on tehtud ka kaladega — hiljuti avaldatud artiklis uuriti



pestitsiidide mdju kalaliikidele, kelle elupaigaks on riisipollud. Uuringust selgus, et kaladel esineb
teatud komponentide suhtes bioakumulatsiooni ning antioksiidandi pdhised kaitsemehhanismid ei
toiminud piisavalt histi, et kalasid pestitsiidide eest kaitsta. Lisaks tdheldati ka pestitsiidide

neurotoksilist moju kaladele (Rossi et al., 2020).

Mikroplastiks loetakse siinteetilisi orgaanilisi poliimeeri osakesi, mille maksimaalseks
1abimdoduks loetakse 5 mm (Hidalgo-Ruz et al., 2012; Duis & Coors, 2016) . Mikroplasti neelavad
alla ja véljutavad paljud vees elavad organismid, kusjuures tuleb méarkida, et bioakumulatsioonist
ja biomagnifikatsioonist veel selgeid tdoendeid ei ole (Duis & Coors, 2016). Samas on
laborikatsetega ndidatud, et mikroplasti allaneelamine pohjustab toidu omastamise efektiivsuse
langust ja seekaudu on moju ka isendi energiatasemele ja teistele flisioloogilistele protsessidele
(Duis & Coors, 2016). Mikroplast satub veekeskkonda enamjaolt suuremate plastitiikkide

hoordumise ja purunemise tagajarjel (Duis & Coors, 2016).

EEA andmetel on tootmissektoritel suur panus pinnasereostusesse, samuti on oluline panus ka
kaevandustel. Tootmissektoris peetakse kdige saastavamaks metallitoostust, kusjuures teised
toostused (nditeks: tekstiilitoostused) ei panusta nii palju pinnasereostusesse. Samuti annavad oma

panuse ka pollumajanduses kasutatavad torjevahendid ja véetised (EEA, 2014).

EEA andmetel on levinuimad pinnasereostuse tekitajad mineraaldlid ja raskmetallid ning allikateks
on rohke jadtmete tekkega seotud protsessid nagu jadtmete korvaldamine ilma loata, ohtlike ainete
vale kiitlemine t60stus- ja kaubandusprotsessides ning ka erinevad onnetused (EEA, 2014).
Pinnases elavatest organismidest on nditeks vihamaussidel suur roll mulla dkostisteemis, kuid
erinevad toksilised ained nagu pestitsiidid ja raskmetallid vdivad tekitada DNA kahjustusi ning
mojutada enslimaatilisi aktiivsusi, mille tagajirjel viheneb isendite kasvukiirus ning muutused
kaitumises (nditeks: toitumises) (Uwizeyimanaet al., 2017). Reostunud pinnas ei m&juta aga ainult
mullas elavaid organisme, oma roll on ka toiduahelal, mille kaudu jouavad toksilised ained teiste

organismideni, sealhulgas ka inimeseni (Uwizeyimana et al., 2017).



1.2 Kohastumused ja kohanemine

Kohanemine on vastusena keskkonnamuutustele toimuvad muutused organismi fiisioloogias,
anatoomias, morfoloogias ja kditumises, mis toimuvad isendi elu jooksul ja mille tagajérjel paraneb
isendi ellujadmine uues keskkonnas. Kohanemise ulatust piirab indiviidi genoom ning

kohanemisega kaasnevad muutused tunnustes ei parandu jarglastele (Demmig-Adams et al., 2008).

Kohastumused on organisme nende elukeskkonda paremini sobituma panevad tunnused, mis
kujunevad loodusliku valiku teel (Bock, 1980). Erinevalt kohanemisest hdlmab kohastumine
geneetiliste tunnuste omandamist v3i rekombinatsiooni mitme pdlvkonna jooksul (Demmig-

Adams et al., 2008), seega kanduvad tunnused sigimise kdigus vanematelt jarglastele edasi.

Kohanemine ja kohastumused on potentsiaalsed pédsterdngad reostunud keskkonnas elavatele
elusorganismidele. Kohastumine vdib olla ainus viis, kuidas ohustatud liigid saavad ennast kaitsta,
kui liigil puudub timberasustamise voimalus, kas siis looduslikult voi 1dbi inimkde (Hoffmann &
Sgro, 2011). Samas tuleb silmas pidada, et {ihel populatsioonil pdhinevad mudelid néitavad, et
tingimuste kiirel muutumisel on véljasuremine tdenédolisem kui evolutsioon (kohanemine ja
kohastumused) (Hoffmann & Sgro, 2011). Ka mdjutab reostunud keskkonnast padsemist liigi
geneetiline varieeruvus ning sellest tingitud potentsiaal evolutsiooniks, nimelt vihese geneetilise
varieeruvusega liigid on eriti vastuvotlikud muutustele ja seetottu on sellistel liikidel limiteeritud
vOime kohaneda reostunud keskkonnaga (Hoffmann & Sgro, 2011). Kuna viike potentsiaal
suurendab véljasuremise riski, saab madalat geneetilist varieeruvust kasutada tunnusena, mis aitab
tuvastada tingimuste muutumisel ohustatud populatsioonid ja liigid (Fox et al., 2019). Selline
informatsioon ilmselt vdimaldaks tuvastada teadlastel enim abivajavaid liikke ning kiituda

vastavalt, kui liigi elukeskkonnas hakkavad toimuma muutused, mida liik enam ei suuda taluda.

Evolutsiooniline pddstmine toimib eelkdige liikidel, kellel on suhteliselt kiire uute pdlvkondade
pealetulek ja suured populatsioonid (Catullo et al., 2019). Praegused inimtegevuse poolt
pohjustatud keskkonnamuutused on viga kiired ning ka organismid peavad suutma kohaneda voi
kohastuda selle kiirusega, kuid kohastumist mojutavad geneetiline varieeruvus ja valikusurve
tugevus (Catullo et al., 2019). Uute keskkonnatingimustega kohanemisel on kaks mehhanismi.
Esimeseks mehhanismiks on fenotiiiibilise plastilisuse viljendumine ehk indiviidi genotiilibi voime
ekspresseerida erinevaid fenotiilipe vastuseks keskkonnamuutustele. Teiseks mehhanismiks on
evolutsioon 1dbi valiku, kus eelistatakse kindlaid fenotiilipe ning mille tagajérjel geneetiline

varieeruvus populatsioonis muutub (Fox et al., 2019). Tuleb maérkida, et plastilisus toimub iihe
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indiviidi tasemel ning see on kiirelt reageeriv mehhanism. Plastilisus voib anda liikidele muutunud

keskkonnas aega juurde, aga selle piisavus soltub sellest, kui kiiresti tingimused muutuvad (Fox et

al., 2019).

Kui keskkonnas toimub kahjulik muutus, sdltub kohasus rohkem héiringu sagedusest kui
tugevusest (Bell & Collins, 2008). Tihti ei suuda looduslikud populatsioonid kohastuda krooniliste
antropogeensete stressoritega nagu seda on reostus. Looduslikud populatsioonid voivad olla
voimelised taluma tugevat valikusurvet, kuid kohastumine on tdendolisem, kui muutus on

tagasihoidlik ja esineb suur geneetiline varieeruvus (Bell & Collins, 2008).

1.3 Reostusega seotud kohastumuste uurimine

Kohastumise kui evolutsioonilise protsessi uurimisel keskendutakse geenipohistele
mehhanismidele, mikroevolutsioonile ning plastilistele vastustele. Tuleb markida, et
eksperimendid, mis iihendavad mitmeid ldhenemisviise (nditeks: demograafilised,
molekulaargeneetilised ja kvantitatiivsed meetodid) annavad tdpsemaid tdendeid adaptiivse

reaktsiooni kohta (Loria et al., 2019). Eksperimente saab teostada nii laboris kui ka vélitoodel.

Evolutsiooni toimumise toestamiseks on mitmeid viise: fenotiiiibiliste tunnuste muutuste uurimine,
geenipoOhiste tunnuste erinevuste analiiisimine, aga ka kohasuse muutuste uurimine vastusena
geenipohiste tunnuste muutustele (Donihue & Lambert, 2015). Kohasus (ing K. fitness) on siinses
kontekstis organismide vdime ellu jddda ja jarglasi saada organismi iimbritsevas keskkonnas (Orr,

2009).

Fenotiilibiliste tunnuste muutuste uurimisel mdddetakse tunnuste muutuseid gradiendi ldikes,
linnastumise uurimisel nditeks linnasiselt ja linnaviliselt. Gradiendipohiselt kirjeldatavad
tileminekud tunnustes pakuvad informatsiooni voimalike evolutsiooni suundade kohta, kuid tuleb
markida, et ainult fenotiiiibiliste tunnuste muutused ei tdesta evolutsiooni (Donihue & Lambert,

2015).

Alati ei ole vaja uurida geene, et leida toetust kohastumise toimumisele. Uheks vdimaluseks
geenipOhiste tunnuste eristamiseks fenotiilibilisest plastilisusest ja seega kohastumise
demonstreerimiseks on erinevatest keskkondadest kogutud isendite kasvatamine sarnastes
keskkonnatingimustes (ing K. common garden). Katsesse valitakse indiviidid erinevatest

algpopulatsioonidest ning kasvatakse koos iiles samas keskkonnas siinnist voi koorumisest alates.
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Kui huvipakkuv tunnus erineb samas keskkonnas kasvatatud indiviidide vahel, siis eeldatakse
huvipakkuv tunnus geenipdhiseks. Samuti saab keerukama katsedisainiga anda iilevaate tunnuse
plastilisusest. Lisaks tuleb mérkida, et kuigi selliste katsetega saab tdestada tunnuse plastilisust ja
geenipohisust, ei vOimalda sellised katsed vilja selgitada, kas uuritav tunnus on ka oma

originaalkeskkonnas kasulik kohastumus (Donihue & Lambert, 2015)

Et uurida, kas muutunud tunnuse puhul on tegemist ka elukeskkonda sobituva kohastumusega,
kasutatakse vastastikkust timberasustamist. Nii saab uurida, kas uuritava tunnuse poolest erinevad
“kodupopulatsioon” ja” iimberkolitud populatsioon” on ka erineva kohasusega (Blanquart et al.,
2013; Donihue & Lambert, 2015). Kui timberasustatud populatsioonis jddb uuritav tunnus
muutumatuks ja sellega kaasneb kohasuse langus, v3ib eeldada, et tegemist oli kohastumusega,

mis sobis isendi vOi populatsiooni originaalsesse elupaika.

Seda meetodit on edukalt rakendatud ka reostusega seotud kohastumuste uurimiseks. Naiteks
katses Caenorhabditis elegans’iga kasutati reostuse tolereerimise uurimiseks samas keskkonnas
kasvatamise (common garden) kui ka vastastikuse iimberasustamise meetodit (Dutilleul et al.,
2017). Nagu varem mainitud, saavutatakse tidpsemad tdendid just kombineeritud meetodeid
kasutades (Loria et al., 2019). Katses uuriti, mis m&ju avaldab liigile uraani olemasolu keskkonnas
ning kas liik on vdimeline elama keskkonnas, kus on korgem soolasisaldus. Samuti uuriti uraani ja
soolsuse kombinatsiooni mdju liigile. Katse niitas, et liikk on vdimeline kiiresti toime tulema nii
uraani kui ka korgema soolsusega, kuid kohastumusega kaasnes ka hind, nimelt vdhenes

kohastumisega koos viljakus (Dutilleul et al., 2017).

Tuleb mirkida, et mdnel juhul ei pruugi tavalised sama keskkonna ja vastastikuse timberasustamise
katsed veenvalt toestada, kas tdheldatud tunnuste erinevustel on geneetiline alus. Seega on soovitav
ka kasutada genoomset skaneerimist, mis tuvastab positiivse valiku all olevad geenid, ja seostada

kohasuse jaoks oluliste tunnuste varieerumist genoomi holmavate DNA poliimorfismidega
(Donihue & Lambert, 2015).

Kohastumise uurimiseks saab teha ka laborikatseid, milles kombineeritakse fenotiiiibi-, geeni-,
selektsiooni- ja populatsioonipdhiseid teste (Loria et al., 2019). Naiteks saab tuua 2016. aasta
uuringu kalaliigi Fundulus heteroclitus (hammaskarbiline) pdhjal. Fundulus heteroclitus on
paigaline liik, mis on eluvdimeline aladel, kus reostus on viimastel aastakiimnetel joudnud surmava
tasemeni. Uuringus koguti 43 — 50 isendit kaheksast populatsioonist, neli reostusele tolerantset

populatsiooni tugevalt reostatud aladelt ning neli reostusele tundlikku populatsiooni ldhedusest
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referentsiks. Uuringus kasutati RNA sekveneerimist populatsioonide unikaalsete ja Tihiste
funktsionaalsete radade uurimiseks ning adaptiivsete, valikule viitavate markide tuvastamiseks.
Uuringust selgus, et valiku tihine sihtmdrk oli ariiilsiisivesinike retseptoril pohinev

signalisatsioonirada (Reid et al., 2016).

1.4 Seni kirjeldatud reostusega seotud kohanemised ja kohastumused

Loomade vdimet reostunud keskkonnaga kohaneda ja kohastumusi luua on ndidanud nii mitmed
laborikatsed kui ka uuringud vabalt looduses elavate liikide pdhjal. Kuigi on suudetud niidata, et
teatud liigid suudavad toesti reostusega kohaneda ja kohastumusi luua, on enamasti mehhanismid,
mis kohastumist pohjustavad, teadmata. Siiski leidub néiteid, kus reostunud keskkonnas elavatel
likkidel on suudetud kindlaks maérata kaitsemehhanismi pohimote, voi vdhemalt osa

kaitsemehhanismist on suudetud kindlaks teha.

Fundulus grandis ja Fundulus heteroclitus on kalaliigid, kes elavad Mehhiko lahe pohjaosas, kus
vesi on teatud piirtkondades reostunud halogeenitud aromaatsete siisivesinikega (HAH-
halogenated aromatic hydrocarbons) ja poliitsiikliliste aromaatsete siisivesinikega. Need {ihendid
pohjustavad kalade embriiotel siidame védararenguid. Nagu iilal kirjeldatud, siis pdhjus, miks need
liigid suudavad letaalses keskkonnas elutseda peitub 77kb deletsioonis AHR1a ja AHR2a tandem
paraloog geenides. Nimelt vahendab ariiiilsiisivesinike retseptoril (AHR) pdhinev
signalisatsioonirada halogeenitud aromaatsete siisivesinike poolt esile kutsutud teratogeneesi.
Sellisel modifikatsioonil on vdtmeroll kohastumuses, kuna deletsiooniga isendid ei ole tundlikud
toksilistele iihenditele. Kohastumuse geneetilist alust tdestab resistentsuse esinemine véhemalt

kahel polvkonnal, kes on iimber asustatud puhtasse keskkonda (Oziolor et al., 2019).

Kaladel on toestatud ka kohastumist anorgaanilise reostusega. Poecilia mexicana on kalaliik, kes
elutseb divesiniksulfiidi rikkas vees. Divesiniksulfiid (H2S) blokeerib tsiitokroom-c oksiidaasi
kompleksi (COX) ning inhibeerib seelébi acroobse respiratsiooni. Katsed kolme populatsiooniga
nditasid, et kahes populatsioonis on toimunud cox1 ja cox3 geenides aminohapete vahetumine
(cox1 geenis isoleutsiin-metioniin ja valiin — isoleutsiin asendused ja cox3 geenis isoleutsiin-valiin

asendus). Kolmandas populatsioonis aga ei tuvastatud vahenenud tundlikust divesiniksulfiidile,
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mis viitas sellele, et vihenenud tundlikkus saavutatakse 14bi mdne teise mehhanismi (Pfenninger
etal., 2014).

Katsed on ndidanud, et varasemad kokkupuuted Kliimamuutustega vdivad aidata reostusega
paremini toime tulla. Varasemalt hapnikuvaegusega toime tulnud isendite keskkonda jark-jargult
siirdemetalli lisades oli isendite kudedes metalli kogunenud vahem kui isendites, kes varasemalt ei
olnud kohanenud hapnikuvaegusega (Dolci et al.,, 2014). Samuti on tiheldatud, et
temperatuuritdusu tolereerivatel isenditel voib olla suurenenud vastupidavus raskmetallist tingitud
reostusele (Dorts et al., 2014).

Reostuse tolereerimine paneb organismi fiisioloogilised siisteemid suure stressi alla ning reostusest
tingitud tagajérjed vdivad organismi mojutada ka pérast acga, mil keskkonna reostuskoormus on
langenud. Katse mikroplastiga ja selle moju karp Mytilus galloprovincinalis’le nditas, et
reostusega voitlemisel on suured metaboolsed ja energeetilised kulud stressivalkude tootmise,
stiimulitele reageerimise ning ainevahetuse vdimendamise tottu. Katse kestvus oli kokku 18 pédeva,
mille jooksul kasutasid karbid kompenseerivaid mehhanisme, kuid kuu aega pérast tingimuste
normaliseerumist olid stressiga seotud valgud siiski iilesreguleeritud. Katsest jareldati, et 30
pdevasest taastumisperioodist ei piisa mikroplasti poolt pdhjustatud stressi ja kahjustuste

kompenseerimiseks (Détrée & Gallardo-Escarate, 2018).

Ookeanide hapestumisel on mirgatud moju karpide nagu Ruditapes philippinarum
lubjastumisprotsessile. Nimelt tarbivad karbid enamjaolt lubjastumise jaoks tarviliku anorgaanilise
stisiniku mereveest, mis on ka energeetiliselt kulukam. Et happelises keskkonnas paremini
hakkama saada, liilituvad karbid timber ja hakkavad kasutama suuremal méiral metaboolset
susinikku. Arvatakse, et karbid kédituvad nii, kuna teatud ensiimaatilised aktiivsused, mis on
vajalikud siisiniku transportimiseks, on happelises keskkonnas oluliselt pérsitud. Tuleb mérkida, et
isendid, kelle vanemad on kokku puutunud happelise keskkonnaga, voivad eelistatult kasutada
metaboolset siisinikku lubjastumise protsessi jaoks. Arvatavasti kasutavad karbid metaboolset
stisinikku kompensatsioonimehhanismina, et muuta siisiniku keemilisi omadusi toimuva protsessi
laheduses (Zhao et al., 2018).
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1.5 Kohastumuste ja kohanemisega seotud hind ja loivsuhted

Kuna kohanemise ja kohastumisega kaasnevad sageli muutused fiisioloogilistes protsessides voi
isegi morfoloogias, v3ib organism tekitada kaitse kiill reostatud keskkonna vastu, kuid sellega voib
kaasneda ka hind voi 16ivsuhted. Selle hinna mdistmine on oluline, et tundma Oppida isendite
resistentsuse evolutsiooni antropogeensetele stressoritele (Dutilleul et al., 2017). Liigid on
voimelised kohastuma ja kohanema abiootiliste stressoritega, kuid populatsioonid vdivad kaitse
tagajarjel muutuda haavatavamaks sekundaarsetele stressoritele (Jayasundara et al., 2017). Hind
voib seisneda selles, et reostusega kohanenud populatsioonidel on madalam kohasus vorreldes
kontrollgrupiga parast populatsioonide tagasi viimist esialgsesse keskkonda, samas tuleb markida,
et hind soltub ka reostuse tiiibist (Dutilleul et al., 2017). Seda viidet saab illustreerida
Caenorhabditis elegans abil. Nimelt liik saavutas kiiresti taluvuse uraani ja NaCl suhtes, kuigi
esimestes polvkondades ndhti kohasuse vihenemist, siis hiljem aga kiiret kohasuse suurenemist.
Soolases keskkonnas véhenes viljakus, kuid elutsiiklid muutusid pikemaks — seega ellujdédmine oli
tahtsam kui embriiote arv. Keskkonnas, kus esines uraani, oli isenditel aga kiire kasv, varane
viljakus ja seetdttu ka kiirem pdlvkondade vahetumine, ehk kiire elutsiikkel aitas vihendada

ajaliselt kokkupuudet reostusega (Dutilleul et al., 2017).

Ekstreemses keskkonnas hakkama saamine on energeetiliselt kulukas, viiksemad kehamdotmed ja
madal metabolismi kiirus on vodimalused kulude vidhendamiseks (Passow et al., 2017).
Energeetilist kulu aga tekitavad ainete imendumine, antiokstidandi pohised vastused ning samuti
ka intensiivsem DNA ja kudede parandamine. Ka tavalised kaitsesiisteemid voivad voimenduda,
néiteks kaladel limatootmine, kuid liigne limatootmine voib mojutada toitainete omandamist ja
kaitset patogeenide eest (Hamilton et al., 2017). Nagu varem mainitud, on AHR retseptori geenides
toimunud deletsioon tdhus péaésterdngas kahe kalaliigi jaoks, kuid AHR retseptoritel on oluline roll
immuunsiisteemi funktsioneerimisel, seega vdib hind olla seotud immuunsusega. Samuti, Kkui
kaitse pohineb muudatustes geenides, mis mdjutavad erinevate steroidhormoonide metabolismi,

voib hind peituda paljunemises ja vere kolesterooli tasemes (Hamilton et al., 2017).

15



2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Uurimuse eesmargiks oli analiilisida reostunud Purtse joe hariliku trullingu (Barbatula barbatula)
voimet tolereerida reostust, kasutades kontrollgrupina puhtamas Kunda joes elavaid liigikaaslasi.
Kohastumuse/kohanemise uurimiseks koguti proove nii  DNA kahjustuste kui ka
kaitsemehhanismide uurimiseks. Hiipoteesiks oli, et reostunud joe isenditel on vorreldes
kontrollgrupi isenditega kaitsemehhanismid tilesreguleeritud. Kaitsemehhanismidena uuriti maksa
suurust, kuna maks on peamine reoainete detoksifikatsiooniga tegelev organ, ning antiokstidandi
glutatiooni taset maksas. Kahjustuste osas suunatud hiipoteesi ei olnud, kuna on vdimalik, et
iilesreguleeritud kaitsemehhanismid ennetavad reostusega seotud kahjustusi. Kahjustuste
markeriks plaaniti kasutada DNA kahjustuste mdotmist (ithe raku elektroforeesi meetod, Comet
assay, (Collins, 2009)). Voimaliku kaitsemehhanismi hinnana modtsime kalade suurust, sest
aeglasem kasv voib olla kaladel reostuse tolereerimise hinnaks (Passow et al., 2017). Lisaks oli
uurimuse eesmirk koguda algandmeid longitudinaalseks uurimuseks, et pdrast Purtse joe
taastamistoid moista muutusi seal elavate kalade fiisioloogias ja morfoloogias. Seoses
koroonapandeemiaga Onnestus plaanitud analiiiisidest 1dbi viia vaid osa, kaitsemehhanismide
uuring. DNA kahjustuste analiiisid likkusid edasi ja on plaanitud sooritada osana

magistriprojektist.

Purtse jogi saab alguse Ladne-Virumaalt ning suubub Soome lahte - enne polevkivitdostust oli jogi
tdhtis 10hejogi, kuid tdnaseks on jogi polevkivitdostuse reovee tottu muutunud iiheks
reostunuimaks joeks Eestis (Keskkonnaministeerium, 2019). Joe reostamine sai alguse 1930.
aastatel ning joe seisukord oli pikalt saladuses kuni 1960. aastateni, mil algas pikaajaline seire ja
tuvastati, et jogi on tugevalt reostunud. Joe reostamine toimus pohiliselt aastavahemikus 1930. —
1980., kuid 16plik reovee suunamine jokke lopetati alles 1990. aastatel. Tanapéeval on kdimas juba
jOe puhastusprotsessid, mis said alguse 2018. aastal ning peaksid 1oppema 2022. aasta teises pooles
(Keskkonnaministeerium, 2019). Veekvaliteeti on mojutanud peamiselt véljapumbatud
kaevandusvesi ja to0stuse reovesi, reostust aitavad kanda jokke ka joe kaks lisajoge — Kohtla ja
Erra jogi (AS Maves, 2008). Eesti Keskkonnauuringute Keskuse andmetel on jadkreostus pohiline
faktor, mis takistab joe seisundi taastumist (Eesti Keskkonnauuringute Keskus, 2015). AS Mavese
poolt 14dbi viidud uuring 2008. aastal tuvastas joes Olilaike, mis tulid pinnale joe pdhjas sondeerides,
samuti néhti kallastel pigilahmakaid, kusjuures pigitiikke leiti ka kivide alt ning tahkestunud
naftasaaduseid vois niha ka kaldal. Joe mudal oli tugev olijddkide 10hn ning analiiiisid niitasid, et
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kohati on joes naftasaaduste ja PAH-ide sisaldus sihtarvu ja elutsooni piirarvu vahel, samuti leiab

joest raskmetalle ning fenoole, mis kohati {iletasid elutsooni piirarve (AS Maves, 2008).

Kaitsemehhanismina uuriti glutatiooni taset maksas. Glutatioon (GSH) on rakusisene tiool, mis on
osa kaitsemehhanismist oksiidatiivse stressi ja vabade radikaalide vastu (O’Neill et al., 2000).
Oksiidatiivne stress kahjustab rakke 1dbi hapnikku sisaldavate aktiivsete osakeste (ROS — reactive
oxygen species), mis pdrinevad mitmesugustest keemilistest reostusainetest, Sealhulgas
raskmetallide ioonid ja PAH-id (Sukhovskaya et al., 2017).

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Uurimuses kasutatud lahused
Glutatiooni uurimuses kasutati KPE puhvrit (0.1, pH 7.5), TCA lahust, DNTB lahust, 3-NADPH
lahust glutatioon reduktaasi lahust ning glutatiooni standardeid. KPE puhver segati kokku
kasutades 16 ml lahust A (6.8 g KH2PO4, 500 ml dH20) ning 84 ml lahust B (8.5 g K:HPO4, 500
ml dH20) ning korrigeeriti kuni lahuse pH oli 7.5, seejérel seejérel lisati 0.186 g EDTA
naatriumsoola. TCA lahust lahjendati veega suhtes 1:10. DNTB lahus saadi 2 mg DNTB
lahustamisel 3 ml KPE puhvris ning 3-NADPH lahus saadi 2mg 3-NADPH lahustamisel 3 ml KPE
puhvris. Glutatioon reduktaasi lahus koosnes 40 ul glutatioon reduktaasist, mis lahustati 3 ml KPE
puhvris. DNTB, B-NADPH ja glutatioon reduktaasi lahuseid hoiustati uurimuse vaheetappidel

kiilmikus ja kaitsti valguse eest fooliumiga.

Purtse ja Kunda joe isendite glutatiooni tasemete vordlemiseks tehti glutatiooni standardid.
Stokklahuse saamiseks lahustati 1 mg glutatiooni 1 ml KPE puhvris. Seejérel lahjendati stokklahus
KPE puhvriga suhtele 1:100. Standardite lahjendusrida oli jargmine: 26.4 nM/ml, 13.2 nM/ml, 6.6
nM/ml, 3.3 nM/ml, 1.65 nM/ml ja 0.825 nM/ml.

2.2.2 Uuringus kasutatud kalaliik ja valitood
Uuringus kasutati kalaliiki harilik trulling (Barbatula barbatula). Trulling on pohjaldhedase
eluviisiga ning samuti otsib toitu pohjast (Hunt, 2012), seetdttu on Purtse joe setetesse
kogunenud reostusega otseses kontaktis. Liik on Eestis viga levinud (Hunt, 2012), seega on hea
liikk jogede vordlemiseks. Trulling on reostusele tundlik ning trullingu puudumine liigile muidu

sobivas keskkonnas voib viidata reostusele (Miller & Loates, 1997).
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Kalad piiiiti 4. oktoobril 2019. aastal Kunda ja Purtse joest, piiligiks kasutati elektripiiiiki, mis oli
kooskdlastatud Keskkonnaametiga. Kalade pilitidmiseks lasti elektrivool jokke, mis hetkeks
uimastas kalad, ning kalad piiiiti kahvaga kinni. Seejarel pandi kalad tiinnidesse ning toodi
laborisse, kus neid hoiti aereeritud veetiinnides kuni edasiste uuringuteni jargmisel paeval. Kokku

kasutati uuringus 40 isendit, tilejddnud isendid viidi tagasi loodusesse.

2.2.3 Uurimuse libiviimine laboris
Piititud kaladest proovide jaoks materjali eraldamiseks toodi kalad laborisse, kus neid hoiti
aereeritud veetlinnides. Enne proovide kogumist surmati kalad MS222 (tricaine methanesulfonate)
lahusega. Seejdrel méérati kalade sugu ning moddeti kalade pikkus ja kehakaal, samuti eraldati
maks ning pdrast maksa kaalumist 16igati maksast tiikkid glutatiooni taseme ja DNA kahjustuse

mootmiseks. Proove sdilitati kuni analiiiisimiseni -80 °C stigavkiilmikus.

Analiiiise alustati vajalike lahuste tegemisega, mille kontsentratsioonid on véljatoodud eelnevas
alapeatiikis. Samuti voeti maksaproovid vélja -80 °C stigavkiilmast ning pandi kiilmikusse sulama.
Kokku oli 40 proovi ning need jaotati pooleks, seega analiiiise tehti kahes korduses, kasutades

molema osa jaoks sama metoodikat.

Seejarel kaaluti dra katsetuub ning katsetuubides olevad maksaproovid, maksaproovidele lisati

KPE puhvrit suhtes 1:10 vastavalt maksaproovi kaalule.

Parast KPE puhvri lisamist homogeniseeriti maksaproovid kasutades segu ZrO ja klaashelmestest
kuni proovide homogeniseerumiseni. Seejérel lisati proovidele 50 ul TCA lahust ning proove
segati vortexil 3 korda 15 minutise ajavahemiku jooksul, kusjuures proove hoiti vahepealsel ajal

kilmikus.

Proovide segamisele jargnes proovide tsentrifuugimine 15 minutit 3000g ja 4°C juures (rootori
titip — fixed angle), kuid vea tdttu pooled proovid tsentrifuugiti 14 °C juures. Tsentrifuugitud
proovidelt eemaldati 20 pl supernatanti ning pipeteeriti mikrotiiterplaadile. Seejérel segati vordses
koguses (1:1) DNTB lahust ja GR lahust ning pipeteeriti 120 pl lahuste segu mikrotiiterplaadile,
samuti lisati mikrotiiterplaadile 60 ul 3-NADPH lahust.

Jargnes proovide analiiiisimine neeldumise kaudu mikrotiiterplaadi lugejal (Synergy 2 Multi-Mode
Microplate Reader, BioTek, U.S.A.) 412 nm juures ning mdotmine toimus iga 30 sekundi tagant

kahe minutilise perioodi véltel. Muutust neeldumises kasutati glutatiooni kontsentratsiooni
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madramiseks maksaproovides ning tulemusi vorreldi standardkdvera tulemustega, mis saadi

eelnevas alapeatiikis kirjeldatud glutatiooni standardite lahjenduste analiiiisi teel.

2.3 Tulemused

Laboris toimunud analiiisidele jargnes statistiline analiitis. Tunnus glutatioon ei olnud
normaaljaotusega ning ka logaritmimistransformatsioon ei muutnud tunnust normaalseks, seetottu
kasutati kahe joe vordlemiseks U-testi ja korrelatsioonide uurimiseks Spearmani
astakkorrelatsioone. Ulejdsnud tunnused (mass, pikkus) olid normaaljaotusega ning nende
analiiiisiks  kasutati  T-testi. Konditsiooni arvutamiseks kasutati pikkuse ja kaalu

regressioonianaliitisi jadkvaartusi (Kaufman et al., 2007).

Glutatiooni kontsentratsioonis ei olnud erinevusi Purtse ja Kunda joe trullingute vahel (Tabel 1,
U=193.0, Z=-0,18, p=0,860). Purtse joe kaladel oli suurem maks kui Kunda joe kaladel (U=93,Z
=-2,71, p =0,007). Kehapikkuses (t = 1,28, p = 0,208), massis (t = 1,7, p = 0.100) ja konditsioonis
(t=1,4,p=0,167) elupaikade vahel erinevusi ei olnud, kuigi Kunda joe kalad néitasid mitteolulist
veidi korgema kehamassi ja konditsiooni trendi (Tabel 1). Maksa suuruse ja glutatiooni
kontsentratsiooni vahel seost ei olnud (Spearman R =-0,09, p = 0,567). Sugude vordlusest selgus,
et isastel isenditel oli glutatiooni kontsentratsioon kdrgem kui emastel isenditel (Tabel 2, U=86.0,
Z=-2.21, p=0.027). Isaste ja emaste pikkus (t = -0,74, p = 0,463), mass (t = -0,13, p = 0,894),
konditsioon (t = 1,67, p = 0,105) ja maksa mass (U =118, Z = 1,33, p = 0,183) ei erinenud.
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Tabel 1. Purtse ja Kunda joe trullingute vordlus (keskmine + standardviga). Valim 20 kala

molemast elupaigast.

Elupaik Mass (g)  Pikkus (cm) Konditsioon  Maksa mass Maksa glutatioon

(mg) (ng/mg)

Purtse 5103 91,3+ 1,8 -0,17+ 0,12 117,5+6,8 203,1 £11,6
Kunda 6,3+0,7 959+3,1 0,17+ 0,24 97,5+ 14,7 201,0 £72,8

Tabel 2. Isaste ja emaste trullingute vordlus (keskmine + standardviga). Isaseid 14, emaseid 24,

kahe kala sugu ei olnud vdimalik méérata.

Sugu Mass (g) Pikkus Konditsioon Maksa mass Maksa glutatioon

(cm) (mg) (ng/mg)

Emane 5,79+0,55 93,5+2,5 0,10+0,16 1942+ 11,5 1942 £ 11,5
Isane 5,89+0,38 96,2+22  -0,31+0,17 232,0+12,1 220,1 £ 16,4
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Joonis 1. GSH kontsentratsioon vastavalt soole. Tulpade korgus niitab keskmist,

vurrud standardviga. Ringid niitavad individuaalseid andmepunkte.

350
300 a
250
°
£
= 200 . A
L)
= A
& 150 o
3 s :
= PN S
100 & 4 A
A & A8 a
A B Y
A A ~
A
50 ; &
0
Purtse Kunda

Joonis 2. Isendite maksa kaal Purtse ja Kunda joes. Tulpade kdrgus niitab keskmist,

vurrud standardviga. Kolmnurgad niitavad individuaalseid andmepunkte.
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2.4 Arutelu

Kéesoleva t06 eesmérk oli hinnata reostunud Purtse joe ja puhtama Kunda jde trullingute
tervislikku seisundit ning voimalikke kaitsekohastumusi ja kaitsekohastumuste hinda suure
reostuskoorma vastu. Kuna kdimas on Purtse joe taastamine, on kogutud andmete pdhjal
voimalik ,,Joodusliku katse* abil hinnata reostuskoormuse vihendamisega seotud muutusi kalade

tervises ja kaitsekohastumustes.

Tulemustest selgus, et Purtse joe trullingutel olid maksad suuremad kui Kunda joe trullingutel. AS
Mavese uuringust selgus, et Purtse joes on hulgaliselt PAH-e ja raskmetalle (AS Maves, 2008) .
Voib arvata, et reostunud joe kalade suuremad maksad on seotud reostusega toimetulemisega lébi
intensiivsema detoksifikatsiooni - PAH-e metaboliseeritakse peamiselt maksas (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, ATSDR, 2008) ning samuti toodetakse seal raskmetallide
akumuleerimise jaoks abistavaid valke (Zeitoun, 2014). Kuigi PAH-e metaboliseeritakse
mitmetes erinevates kudedes, on maksal suurim PAH-ide biotransformatsiooni aktiivsus
kaaluiihiku kohta, nimelt - maksa-sapi siisteemis metaboliseeritakse PAH-id polaarsemateks
tihenditeks ning viljutatakse kehast seedetrakti kaudu (Snyder et al., 2020). PAH-e
metaboliseeritakse peamiselt maksas selletdttu, et seal on suur hulk ensiitime (nt tsiitokroom P450
ensiiime), mille iilesanne on muuta PAH-e polaarsemateks tihenditeks (ATSDR, 2008). Tuleb
markida, et 1999. aasta uuringus Narva jdest piiiitud ahvenatega (Perca fluviatilis) néitasid
tulemused, et pdlevkividlitoostusest parit PAH-id akumuleerusid rohkem maksas kui teistes
kudedes (Tuvikene et al., 1999). Raskmetallidega kokkupuutel hakatakse maksarakkudes
siinteesima metallotioone, mis on mittekataliititilised valgud ning omavad rolli raskmetallide
akumulatsioonis (Vergani et al., 2005). Lisaks vdib arvata, et Purtse joe kalade maks on suurem
akumuleerunud toksiliste ainete tdttu. Uuringuid suurema maksa ja sellest tingitud hinna kohta ei
leidnud, kuid voib oletada, et hind seisneb aine- ja energiakulus, mida pdhjustab intensiivne
detoksifikatsioon ja selleks vajalike ensiiimide ning valkude tootmine. Lisaks vdivad PAH-ide
detoksifitseerimisel tekkivad vahelihendid olla organismile omakorda miirgised (Baali &

Yahyaoui, 2019)

Tulemused néitasid ka seda, et Purtse ja Kunda joe trullingutel ei esinenud erinevusi glutatiooni
kontsentratsioonis. On voimalik, et Purtse joe trullingud ei ole voimelised tdstma oma biokeemilisi
kaitsereaktsioone reostusega toimetulekuks. Glutatiooni kontsentratsioonides erinevuste
puudumine voib viidata ka sellele, et trullingud ei kasuta sellist tiiiipi reostusega toimetulekuks

glutatiooni kontsentratsiooni tousu. Katse Oreochromis niloticus’ga niitas, et PAH-ide kdrge
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kontsentratsioon ei mojutanud mérgatavalt glutatiooni S-transferaasi aktiivsust, samas madalate
kontsentratsioonide juures ndhti mirgatavalt suuremat aktiivsust (Pathiratne & Hemachandra,
2010). Sama liigiga (Oreochromis niloticus) on tehtud katse raskmetalli m&judest kala glutatiooni
tasemele ning tulemused nditasid, et glutatiooni tase vdhenes ning glutatiooni S-transferaasi
aktiivsus aga suurenes, uuringus margiti dra, et glutatiooni taseme langus voib olla seotud
suurenenud glutatiooni S-transferaasi aktiivsusega, mis kasutab glutatiooni, et moodustada
ksenobiootikumidest hiidrofiilsemaid tihendeid (Eroglu et al., 2015). Arvatavasti tuleks mdota
Purtse ja Kunda joe trullingutel lisaks glutatiooni S-tranferaasi aktiivust, et tdestada glutatiooni

kasutamist kaitsemehhanismina.

Purtse ja Kunda joe trullingutel ei esinenud erinevusi kehapikkuses, kehamassis ega konditsioonis
mis voib viidata sellele, et Purtse joe trullingud ei maksa hinda kaitsekohastumuste eest
morfoloogilistes tunnustes. Samas tuleb maérkida, et Kunda joe kalad néitasid mitteolulist veidi
korgemat kehamassi ning konditsiooni trendi, mis voib viidata sellele, et suurema valimi korral
oleks voinud see tulemus olla ka oluline. Kasvukiiruse hiipoteesi voimaldaks testida kalade vanuse
uuring, mida saab teostada kalade sisekorvas asuvate kuulmekivikeste abil. Selline analiilis on
tulevikus vOimalik, kuna uuringusse kaasatud kalad siilitati siigavkiilmikus Samuti voib
kaitsekohastumuste hind peituda mujal — antud uuringu pohjal ei saa vilistada, et hind makstakse

madalamas sigimisedukuses voi lithemas elueas.

Tulemustest selgus, et isastel isenditel oli glutatiooni tase kdrgem kui emastel. Trullingud koevad
marja kividele ning marja valvavad isased trullingud (Miller & Loates, 1996). AS Mavese
uuringust selguse, et joe pohi on kohati tugevalt reostunud (AS Maves, 2008). On vdimalik, et
korgem glutatiooni tase isastel voib olla tingitud sugudevahelisest kditumiserinevusest, mis
eksponeerib isaseid reostusele, mida pohjustab marja valvamine joe pohjas ning sellest pohjustatud
pikemaaegne paigal olek iihes kohas. Samas tuleb mérkida, et tulemustes on kaasa arvatud ka
vihese reostuskoormusega Kunda joe trullingud ning kindlalt sellist hiipoteesi praeguste andmete

pohjal kinnitada ei saa.

Tulemusi oleks saanud tdiendada DNA kahjustuste modtmise kaudu, mis antud olukorras liikkkus
edasi tulevikku. DNA kahjustuste mddtmine oleks andnud informatsiooni oksiidatiivse stressi
esinemise kohta (Collins, 2009) — kas Purtse joes elavatel trullingutel esineb vorreldes Kunda joe

trullingutega oluliselt suuremal méadral DNA kahjustusi? Kui ei, siis arvatavasti Purtse joe kaladel
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kaitsemehhanismid t66tavad ning nad on kohastunud vo6i kohanenud elama reostunud

elukeskkonnas.

Kéesolev uuring ei voimalda eristada kohastumusi ja kohanemist. Kuna kogutud proove on veel
varus, on tulevikus vdimalik uurida populatsioonidevahelisi erinevusi genoomis, mis voiks aidata
vilja selgitada, kas toimunud on looduslik valik reoainete detoksifikatsiooniga seotud geenides.
Lisaks voimaldab kohastumusi ja kohanemist eristada jargnevatesse aastatesse plaanitud
korduvuuring. Kui Purtse joe seisundi paranedes erinevused kahe joe kalade terviseseisundi ja
kaitsemehhanismide vahel kaovad, voib eeldada, et tegemist oli pigem kohanemise kui
kohastumusega. Sellise uuringu tarbeks oleks aga taaskord abi, kui tulevikus oleks
olemasolevatest proovidest voimalik analiilisida genoomipdhiseid kaitsekohastumusi, néiteks

reoainete metabolismiga seotud geenide ekspressioonitaset.
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KOKKUVOTE
T66 eesmérk oli uurida Purtse joe hariliku trullingu (Barbatula barbatula) véimet tolereerida
reostust, kasutades kontrollgrupina puhtamas Kunda joes elavaid liigikaaslasi.

Kaitsemehhanismina uuriti glutatiooni kontsentratsiooni maksas.

Uuringu tulemused néitasid, et reostunud Purtse joe ja puhtama Kunda joe trullingutel ei olnud
erinevusi glutatiooni kontsentratsioonis, kuid reostunud joe kaladel oli vorreldes puhtama joe
kaladega suurem maks. Kehapikkuses, massis ja konditsioonis olulist erinevust trullingutel ei

esinenud. Samuti ei olnud seost maksa suuruse ja kontsentratsiooni vahel.

Sugude vordlusest selgus, et isastel isenditel oli vorreldes emaste isenditega glutatiooni
kontsentratsioon korgem. Samas pikkuses, massis, konditsioonis ja maksa massis sugude vahel

erinevusi ei esinenud.

Kéesolev uuring ei voimalda eristada Purtse joe trullingute kohanemist ja kohastumist, kuid seda
on voimalik wuurida tulevikus 14bi populatsioonidevaheliste erinevuste genoomis ning
korduvuuringute. Samuti oleks tulemusi saanud tdiendada 14bi DNA kahjustuste mddtmise, kuid

antud olukorras lilkkkus samuti tulevikku.
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RESUMEE

Biochemical defense mechanisms in organisms related to polluted habitats: adaptations,
phenotypic plasticity and trade-offs

Summary
Maiken Abel

The aim of this thesis was to analyze the Purtse river stone loach’s ability to tolerate pollution, the
specimens from cleaner Kunda river were used as control group. The liver’s glutathione

concentration was used to study the defense mechanism.

The results showed that the fish living in the polluted river did not have higher concentration of
glutathione in the liver, however, the fish from the polluted river had larger livers. Larger liver
could be the result of heavy metal accumulation and the fact that metabolism of the polycyclic
aromatic hydrocarbons into more polar compounds takes place in the liver. The cost of a larger

liver could be related to increased energy use and changes in metabolism.

Fish from the polluted Purtse river and cleaner Kunda river did not differ in body length, mass or
condition. This could indicate that in Purtse river stone loaches the cost of the defense mechanism

IS not in morphological traits, but costs in reproduction and lifespan cannot be ruled out.

The results showed that male individuals had higher glutathione concentrations than female
specimens, which could be due to sex-specific differences in behavior leading to different exposure
to pollution. However, the results include individuals from the cleaner Kunda river and for that

reason this hypothesis cannot be confirmed on the basis of current data.

To confirm whether Purtse river stone loaches have adapted or acclimatised to the polluted habitat,
more analyzes such as evaluating DNA damage and comparison of the two population’s genomes

have to be conducted in the future.
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