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Vanemate biokeemiliste konditsiooniindeksite seos poegade kasvu ja tervisega vaikealgi
(Alle alle) naitel

Vanemad mojutavad oma jarglaste fenottitipi geneetiliste ja mittegeneetiliste meetoditega. T60
eesmark oli uurida Arktikas elava merelinnuliigi védikealgi vanemlindudel mdddetud oksuidatiivse
stressi markerite - DNA kahjustuste ning antiokstidantide kusihappe ja glutatiooni tasemete seost
nende poegade kehasuuruse ja okslidatiivse stressi tasemega. Antud uurimistoos ei leitud enamikel
vanemate biokeemilistel naitajatel olevat seost jarglaste tervisliku seisundiga, aga kahes punktis
leiti oluline seos: 1) isade kusihappe tasemel oli seos poegade kaaluga; 2) emade glutatioonitase
oli seoses jarglaste jooksmepikkustega. Lisaks leiti ka tugev positiivne seos DNA okstlidatiivsete
kahjustuste ja lindudel antiokslidandina t66tava kusihappe taseme vahel nii téiskasvanutel kui
poegadel.
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Correlation between parental biochemical indices and chick growth and health in little auk
(Alle alle)

Parents influence their offspring phenotype through genetic and nongenetic methods. The aim of
this study was to investigate the relationship between the oxidative stress markers in parents —
DNA damage, antioxidants uric acid and glutathione — to the body size and oxidative stress levels
of their chicks in an Arctic seabird species, little auk. In this study, most of the biochemical
parameters of the parents were not related to the condition of the offspring, but a significant
relationship between parental OS indices and chick growth was found for two traits: 1) the uric
acid level of the fathers was correlated to the weight of the chicks; 2) maternal glutathione levels
were correlated to the length of the chicks’ tarsus. In addition, a strong positive correlation was

found between DNA oxidative damage and uric acid levels in both adults and chicks.
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1. Sissejuhatus

Looduslikes  keskkondades inimtegevuse tagajarjel toimuvad muutused pélvivad
teaduskirjanduses uha enam téhelepanu, sest vdivad avaldada kahjulikku, harvem ka positiivset
mdju neis elavatele liikidele. Uheks selliseks liikide rihmaks, kes peavad hakkama saama
erinevate ja laialdaste keskkonnamuutuste tagajargedega on merelinnud. Nad on (sna ohustatud
rihm teiste liigirikaste linnurihmade seas, kusjuures eriti ohustatuks peetakse avamerel
tegutsevaid liike. Merelindudest on ca 31% liike Glemaailmselt ohustatud ja 11% liikidest on
ohualtis staatuses (Dias et al. 2019). Enamikul merelindudel on pigem vaiksemad
pesitsusasurkonnad ning arvatakse, et paljudel liikidel on populatsioonide arvukused langustrendis
(Croxall et al. 2012). Need tegurid teevad merelinnud vastuvGtlikumaks erinevatele

elupaigamuutustele.

Merelinnud puutuvad kokku mitmete erinevate ohtudega. Peamisteks neist on invasiivsed liigid
(mdjutab 165 liiki 359-st merelinnuliigist), kalastusega kaasnev kaaspuik (100 liiki), lindude
jahtimine (97 liiki), kliimamuutused/heitlik ilm (96 liiki) ja elukeskkonna héiritus (73 liiki). Lisaks
on negatiivse mdjuga merelindudele ka reostus ja kalade Ulepuik. Soojeneva kliima t6ttu hakkavad
ka haigustekitajad laiemalt levima. Invasiivsetest liikidest on suures osas rotid ja kassid need,
kellel on merelindudele suurim mdju — rotid mdjutavad >100 ja kassid 90 merelinnuliiki. Kaas- ja
ulepuligi ohtu vdimendavad suureskaalalised kalatodstused. Kliimamuutuste moju ilmneb
peaasjalikult lindude elupaikade ja -tingimuste muutumisega: nditeks toidu kéttesaadavuse
vahenemise, ekstreemsete ilmastikuolude suurenenud sageduse ja kolooniate Uleujutuse

meretaseme tousu voi suurte vihmasadude korral (Dias et al. 2019).

Ka inimtegevusest tulenevad jadkained on lindudele kahjulikud. Naiteks vdib vélja tuua
plastikuosakeste sattumise ookeanidesse, mis on uheks merelinde ohustavaks teguriks.
Plastikuosakesed on kahjulikud, sest vdivad organismi kuhjuda, samuti v@ib plastikust erituda
organismi mdirgiseid aineid (Wilcox et al. 2015). Ka O0lireostus v@ib pdhjustada kahju
merelindudele, kas siis 1&bi isendite suremuse vBi kaudsemalt héirides 6kosusteemi tasakaalu
(Votier et al. 2005). Sarnaselt on lindudele ohtlikud ka muud pusivad orgaanilised saasteained ja
raskmetallid (Scheuhammer 1987; Hao et al. 2021). Lisaks on inimtegevus seotud ka eelmises

I6igus juba mainitud ohtudega.



Keskkonnamuutused voivad pohjustada organismides vaevusi, millel on potentsiaal ka
pdlvkonnadileselt edasi kanduda vanematelt jarglastele (Guerrero-Bosagna & Jensen 2015). Nii
loommudelid kui inimeste epidemioloogilised uuringud on néidanud keskkonnas esinevate
muutlike olude - temperatuur, kdikvoimalikud reoained, toidu kvaliteet ja stressiseisund jms -
ebasoodsaid tagajargi vanemate seemne- ja munarakkudele, embriio arengule ja jarglaste
tervislikule seisundile (Morgan & Watkins 2019). Seega on liikide populatsioonide séilimise
seisukohast oluline, et jarglaste ellujd&mine ei oleks vanemate ndrgemast tervislikust seisundist

vaga mojutatud.

Kui uurimisihiks on erinevate liikide populatsioonide dinaamika isedrasused ja asurkondade
pusimise tingimused elupaikades, siis tuleb teadmiseks votta, et vanemad jatavad jélje oma
jarglastele. Sellest lahtuvalt on vajalik teada, kui suures ulatuses vdivad vanemad oma jarglaste
tervislikku seisundit mgjutada. Seega on antud 16put66 eesmargiks uurida vaikealkide (Alle alle)
néitel, kas vanemlindude okstidatiivne stressitase seostub nende poegade kehasuuruse ja tervisliku
seisundiga. T60 aluseks on vdetud kolm uurimispunkti: 1) kas vaikealgi poegade okstidatiivse
stressi tase seostub nende kehasuurusega; 2) kas vanemate okstidatiivse stressi markerite ja nende
poegade kehasuuruse vahel on seos ja 3) kas vanemlindude oksudatiivse stressi tasemel on seos
nende jarglaste oksudatiivse stressi tasemega. TOO0 hupotees on: vdikealgi vanemlindude
organismis esineval oksidatiivse stressi tasemel on seos jarglaste suuruse ja oksudatiivse stressi

tasemega.



2. Kirjanduse tlevaade

2.1. Oksudatiivne stress

Vabad radikaalid ehk reaktiivsed hapnikuthendid on paardumata elektronidega molekulid, mis
tekivad rakus toimuvate ainevahetusprotsesside kaudu (Hardy et al. 2021), peamiselt mitokondris
toimuva adenosiintrifosfaadi (ATP) sinteesi korvalproduktina (Blount et al. 2016). Sellised
uhendid on méddukas koguses organismile kasulikud, osaledes immuunkaitses, organismi arengus
ja apoptoosis. Tahes-tahtmata esineb vahel olukordi, kus vabu radikaale tootvate protsesside
kaigus kuhjub neid madral, mis organismi tervist kahjustama vO0ib hakata. VVabade radikaalide
kogust hoiavad all spetsiifilised enstiimid ja antiokstidandid (naiteks rakkude véliselt lindudel
kusihape ja rakkude siseselt glutatioon) (Dowling & Simmons 2009). Okslidatiivset stressi on
defineeritud kui antiokslidantide ja oksudantide paigaltnihkunud tasakaaluseisundit, kus suurema
osakaalu on saavutanud hapnikuiihendid, mistdttu organismi kaitsvad antiokstudandid ei suuda
enam oma funktsiooni niivord efektiivselt tdita. Selline olukord péaadib biomolekulite
kahjustustega, mis hairib organismi loomulikke biokeemilisi protsesse. Selle tulemusena vGib
okslidatiivse stressiga isend jadda ebasoodsasse positsiooni eluspusimisel ja paljunemisel
(Costantini 2008). Oksldatiivsest stressist pdhjustatud kahjustused véivad DNA mutatsioonide
vOi epigeneetiliste meetoditega jarglasele kanduda (Metcalfe & Alonso-Alvarez 2010). Seega voib
vanemate kogetud oksudatiivse stressi tase mdjutada jarglaste fenottibi kujunemist (Romero-
Haro & Alonso-Alvarez 2020).

Oksuidatiivne stress voib ilmneda jargnevate protsesside tagajarjel (Costantini 2008):
1) oksuidantide suurenenud produktsioon;
2) vahenenud antiokstdantide kogus;

3) toidust saadud ja antioksldantsete enstimide aktiivsust tdstvate metalliioonide (néiteks

magneesium, seleenium, tsink) ammendumine;

4) parandus- voi asendussusteemide tdrked.



Lisaks organismisisestele mehhanismidele v&ib oksldatiivset stressi vdimendada ka
valiskeskkond. Sellest tingitud stressiseisund vOib organismis tekkida kokkupuutumisel
mitmesuguste reoainetega, nditeks raskmetallide voi pestisiididega, ultraviolett- ja muu kahjuliku
kiirgusega (Aseervatham et al. 2013). Seetdttu on oluline vahendada keskkonnas kahjulike

saasteainete hulka, sest vastasel korral nérgestavad nad elusolendite tervist.

2.2. Oksudatiivse stressi polvkondadetilene kandumine

Kuigi teaduskirjandust oksudatiivsest stressist lindudel vdib leida lpris palju, siis artikleid
spetsiifilisemalt pdlvkondadelilese m6ju kohta on juba mérksa vahem. Lindude peal tehtud
uuringutes on varem leitud, et vanemate kogetud okstidatiivne stress vdib mdjutada jarglaste arvu
ja kasvu. 2008. aastal selgus Bize et al. uuringu tulemusena, et suurpiiritajate (Apus melba)
emased, kes olid rohkem vastuvotlikud oksudatiivsele stressile, munesid véiksemaid kurnasid,
milles munade koorumise tdendosus oli samuti vaiksem, vorreldes nende emaslindudega, kes olid
rohkem vastupidavad okstidatiivsele stressile. Mdjud vdivad ulatuda isegi kaugemale kui jargmine
pdlvkond. Ké&eoleval aastal avaldati uuring oksudatiivse stressi pdlvkondade vahelisest
edasikandumisest ida-pdldvuti (Coturnix japonica) néitel, kus vaadeldi oksudatiivsete kahjustuste
mdju nii vanemate kui ka nende jarglaste paljunemissooritusele ning ilmnes, et emade
oksldatiivsete kahjustuste tase viljastamisel oli negatiivses seoses nende tltarde jarglaste
koorumiseduga. Isade puhul selgus, et nende oksudatiivsete kahjustuste tase oli negatiivses
korrelatsioonis tlitarde munade arvuga, aga positiivses Kkorrelatsioonis nende munade
koorumiseduga. Samas, antud artiklis selgitati, et isade vastandlikud stressimdjud tuhistavad
Uksteist ning seetdttu isaslindude oksudatiivsel stressil ei olnud olulist mdju oma titarde jarglaste
hulgale. Ka avastati, et vanemate oksudatiivsed kahjustused ei mdjutanud oluliselt nende tutarde
eluiga ning kehasuurust nii koorumisel kui taiskasvanuna (Romero-Haro et al. 2022). Need
uuringud viitavad, et oksldatiivse stressi mdju v8ib mdnedel juhtudel, kuid mitte alati ulatuda tle

pdlvkondade.

Oksudatiivse stressi pdlvkondadetlest m6ju on uuritud ka teistes elustikuriihmades. 2016. aastal
avaldatud artiklis uuriti okstdatiivse stressi mdju voddilise mangusti (Mungos mungo)

paljunemisele ja ellujadmisele, mille tulemusena selgus, et emastel, kellel oli tiinusperioodil



suurem malondialdehiiudi (okstdatiivse stressi biomarker) tase, oli vahem jarglasi ning nende
poegade tdendosus ellu jaada oli samuti vaiksem (Vitikainen et al. 2016). Wang et al. 2019
taheldasid troopilise kalaliigi Oryzias melastigma puhul, et vanematele manustatud 20 ug/L
mikroplastikut polustiireeni tdstis nende oksudatiivse stressi taset ja vahendas sealjuures nende
jarglaste koorumisedu, lisaks ka kehapikkust ja sidamel6dke. Samal aastal avaldati ka artikkel
kirpvéhilisest Gammarus locusta-st, keskendudes sellele, kuidas suurenenud CO hulk ookeanis
tema populatsioone voiks mojutada. Selgus, et vanema proteoomis tekkinud okstdatiivne stress
piiras DNA parandusmehhanismide tdhusust jarglastes (Lopes et al. 2019). Dupoué et al. 2020
avastasid, et arusisaliku (Zootoca vivipara) emaste suurenenud oksldatiivsed kahjustused olid
negatiivses seoses nende jarglaste ellujgdmisvéimalusega varases elustaadiumis. Samas artiklis
arutleti muuhulgas ka, et suured molekulid nagu nditeks aminohapped ja lipiidid, vdivad
okstdantseid molekule ehk reaktiivseid hapnikulihendeid kanda edasi platsenta kaudu
emasorganismilt jarglasele. Haibo et al. 2021 kasutas mudelorganismina varbussi (Caenorhabditis
elegans) ning leidis, et 100 pg/L mikroplastiku polistiireeni manustamine emastele tostis
reaktiivsete hapnikuiihendite tootmist ehk teisisdnu oksudatiivset stressi jargmistes pélvkondades.
Ka vastupidiseid tdendeid on leitud thes artiklis, kus uuriti nerkaldhe (Oncorhynchus nerka)
oksUdatiivse stressi ja antiokstidantide hulka emadel ning jarglastel, millest jareldati, et tldiselt
pdlvkondadellest seost okstidatiivse stressi kogustel ei tuvastatud (Taylor et al. 2015). Sellise
tulemuse Umber kerkinud arutluse pdhjal pakkusid autorid vélja, et jarglased voisid ema kaudu
saada piisaval hulgal antioksiidante, et okstidatiivset stressi alandada senikaua kuni jarglaste endi
isiklik antiokstidantide stisteem areneb vilja. Kokkuvdtvalt nahtub, et ka valjaspool lindude klassi

on uuringutes saadud sarnaseid tulemusi oksldatiive stressi vanemlikust mjust.

Oksudatiivse stressi pdlvkondadetlest m&ju on lindudel uuritud ka eksperimendi abil. 2020. aastal
avaldatud artiklis uuriti oksudatiivse stressi pdlvkondadevahelist Ulekandumist jargmiselt:
inhibeerides antioksiidant glutatiooni slinteesi sebra-amadiinide (Taeniopygia guttata)
arenguperioodil, kes siis seejarel suguklipseks saades said jarglasi. Lisaks manipuleeriti ka
kurnasuurust. Tulemustest jareldati, et vanemate kogetud oksudatiivne stress arenguperioodil vdib
avaldada p6lvkonnaulest m6ju nende poegadele. Vaadates tdpsemalt, et kumb vanem (ema vai isa)
olid vastutav oma jarglase madalas glutatioonisisalduses, siis selgus, et enamikul juhtudel olid
emad need, kes mdjutasid oma poegi rohkem, mis on ka loogiline, kuna emadel on selleks rohkem

vOimalusi (munade sisalduse kaudu). Isade m6ju oli oluline jarglaste kasvamisperioodil. Huvitava
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leiuna toodi artiklis vélja, et enne koorumist avalduvad vanemamgjud olid tingitud ka jarglase
soost: kurnasuuruse manipulatsioonis selgus, et kui muidu oli eelnevalt raporteeritud, et vaiksemas
kurnas kasvavad suurema kehamassiga pojad ja kuigi see tldiselt leidis kinnitust emaste jarglaste
puhul, siis erandiks olid aga need emased tibud, kelle ema oli varasemalt okstdatiivset stressi
kogenud. Selline tulemus toetab pdlvkonnadiilest segavat moju poegadele. Samas, vastupidiselt
emastele: isastel poegadel, kes kasvasid vaiksemas kurnas ja kelle emad olid kontrollid ehk nad ei
kogenud okstdatiivset stressi, kehamass ei suurenenud, kuid nendel, kelle emasid manipuleeriti
oksldatiivse stressiga, suurenes kehamass (Romero-Haro & Alonso-Alvarez 2020). Selliste
eksperimentaalsete uuringute teostamine vOib aidata paremini selgitada, kas ja milline moju

oksudatiivse stressi pdlvkondadetilesel kandumisel tapsemalt on.

2.3. Uurimisobjekti iseloomustus

Vaikealk ehk Urr kuulub alklaste (Alcidae) sugukonda kurvitsaliste (Charadriiformes) seltsi.
Taiskasvanud isendite pikkus on ca 17-21 cm ja kaal 130-200 g. Oodatav eluiga on 8 aastat
(Beaman et al. 1998; Norwegian Polar Institute). Vaikealkide pesitsusalad on Arktika mitmete
saarestike ja saarte kivistel ja Kiviklibustel rannikualadel - Baffin, Gréonimaa, Jan Mayen,
Svalbard, Franz Joseph’i maa, Novaja ja Severnaja Zemlja (Wojczulanis-Jakubas et al. 2022;
Norwegian Polar Institute). Liik on jaotatud kaheks alamliigiks — Alle alle alle ja Alle alle polaris,
kellest viimane pesitseb Franz Joseph’i maal ja esimene Ulejaénud pesitsuspaikadel (Norwegian
Polar Institute). Urrid talvituvad Gldiselt PShja-Atlandi madal-arktilises ja boreaalses voondis,
kuigi pole vélistatud ka parasvootmesse sattumist. Pesitsema hakatakse tavaliselt aprillis-mais
(Stempniewicz 2001). Pesa tehakse kaljuldhedesse vdi kui kaljusid pole, siis rahnude vahele
(Beaman et al. 1998).

Pesitsusaeg veedetakse koloonias, kus juunikuus munevad emased Ghe muna, mida hauvad ja
millest koorunud jarglase eest hoolitsevad mdlemad vanemad (Wojczulanis-Jakubas et al. 2022).
Pojad jaavad pesitsuskolooniasse umbes neljaks nadalaks, mille I6ppedes lendavad nad dra merele
(Norwegian Polar Institute). Augusti teises pooles ja septembri alguses lahkuvad véikealgid
pesitsusalalt ja suunduvad talvitusaladele. Enamus aja aastast veedavad nad avamerel, valjaarvatud
eelmainitud pesitusajal (Stempniewicz 2001). Toitu otsivad nad merest, kust pulavad

zooplanktonit - peamiseks toidueelistuseks on véikesed véhilaadsed (aerjalalised Calanus liigid on
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peamine toiduallikas, aga lisaks ka kirpvéhilised (Amphipoda), krillid (Euphausiacea), kalade
vastsed ja limused) (BirdLife International 2018; Amélineau et al. 2019). Zooplanktoni eelistamine
oma toidulauas on teinud vaikealkidest olulise osa Arktika toiduahelate ststeemis ning lisaks
rikastavad nad ka kohalikke okoslisteeme, kandes orgaanilist materjali merelt maale, mis
soodustab taimede kasvu ning meelitab ligi ka teisi liike, kes nendest taimedest toituks
(Wojczulanis-Jakubas et al. 2022).

Kaesolevas t66s oli véikealk uuritavaks liigiks mitmel pdhjusel. Nimelt on ta Arktika Uks
arvukamaid liike (eelduste kohalt vGib tlemaailmne arvukus olla ca 37-40 miljonit paari
(Wojczulanis-Jakubas et al. 2022)) ning seetdttu on teda hea uurida. Nad on ka tisna pika elueaga
indiviidid, kellel on vaike aastane paljunemisvdime, mistottu nad ei kohane uute elukeskkonna
muutustega kuigi kiiresti, seega saab nende naitel vaadelda merelindude populatsioonide muutusi
ja keskkonnamdju elusorganismidele. Ja nagu ka eelmises 16igus mainitud, aitavad véikealgid
rikastada oma orgaanikaga elupaiku Arktikas, niisiis on nad sealses piirkonnas olulised

Okosusteemi kujundajana. Seega on vaikealk igati sobiv mudelliik.
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3. Materjal ja meetodid

3.1. Materjal

Vaikealkide andmed koguti Ida-Groonimaalt Kap Hoegh'i kolooniast (70°44'N, 21°35'W).
Proovid koguti 142 vaikealgilt, kellest 92 olid tdiskasvanud ja 50 pojad. Lindudelt voeti
vereproovid ja mdddeti poegade kasvunditajad. KOik néitajad voeti 2018. ja 2019. aastatel juuli-
ja augustikuus — esimesel aastal moddeti 62 vanemlindu ja 23 poega ning teisel aastal 30
vanemlindu ja 27 poega. Jarglaste kasvumdddikud — kaal (g), noka-, jooksme- ja tiivapikkused
(mm) - moddeti Groonimaal kohapeal iga kahe paeva jarel sunnist kuni lennuv8imestumiseni.
Samuti fikseeriti nende koorumis- ning mododtmiskuupdevad. Poegadelt voeti vereproov
vOimalikult 1ahedal ajale, mil nad pesast lahkusid (maksimum 28 pédeva vanusena, tldiselt 15-25
péeva vanusena) ehk viimasel mddtmispaeval. Vanemlindudelt vGeti vereproovid ca tihe n&dala
jooksul jarglaste koorumise ajal, erandiks oli 2019. aastal kaks vanemlindu, kellelt vdeti vereproov
10 péeva peale koorumist. Maksimaalne kogutud vere kogus linnu kohta oli 0,2 ml, poegadelt
vahem. Vereproove hoiti kiilmas -80° C juures. Prantsusmaa La Rochelle”i ning Tartu tlikoolide
uurimisriihmade koostooprojekti raames saadeti proovid ja andmed Tartusse, kus analusiti neist
oksldatiivse stressi markerid — DNA oksidatiivsete kahjustuste nditaja 8-hudroksi-2’-

deokstiguanosiin ehk 8-OHdG, antiokstdandid kusihape ja glutatioon.

Plasmast analiiusiti 8-OHdG ja kusihape ning punalibledest glutatioon. Magistrito6 jaoks kasutati
2018. aasta andmetest kokku 22 poja ja 2019. aasta valimist kokku 26 poja andmeid. Teadaolevaid
poegade vanemate andmed: 2018. aastal 11 isaslinnu ja 10 emaslinnu andmed, 2019. aastal kahe
emaslinnu andmed, isaseid selle aasta kohta polnud. Eraldi kusihappe ja 8-OHdG vahelise
korrelatsiooni analliusiks kasutati 91 téiskasvanud linnu ja 50 poja andmeid ehk siis sealhulgas ka

nende isendite andmeid, kelle puhul sugulust ei olnud teada.

Valimi seas on jarglasi, kellel on vahemalt Uhelt vanemalt vdetud vereproov, aga on ka juhtunud
selliseid, kelle vanematelt pole proovi vBetud ja ka vastupidi — on vanemlinde, kelle poegade kohta
pole andmeid - kas oksudatiivse stressi markereid v&i suurusnditajaid ning mdnel juhul ka

mdlemaid (kas ei koorunud vai siis lihtsalt ei teata vanemlust). Seega pole kdesolevas uurimuses
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kogu valitoddel hangitud valimit kasutatud, sest puudulike andmetega indiviidid jaeti analitsidest

vélja
3.2. Metoodika

3.2.1. Laborianaluisid

8-OHdG ehk 8-huidroksu-2’-deokstiguanosiin on ks peamisi DNA okstidatsiooniprodukte ning
peetakse heaks vabade radikaalide hulga nditajaks (de Souza-Pinto et al. 2001). Glutatioon on
tripeptiid, mida leidub organismikudedes ning see kaitub antioksudandina ja seob rakkudes
tekkivaid reaktiivseid hapnikutuhendeid (Forman et al. 2009; Minich & Brown 2019). Kusihape
tekib organismis puriinide lagundamise tulemusena ning on samuti voimekas antiokstidant (Settle
et al. 2012).

Glutatiooni mddtmiseks kasutati protokolli, mida on kirjeldanud Galvan ja Alonso-Alvarez
(2008). Punalible proovidele lisati kaaliumfosfaatpuhvrit (KPE puhver) 1:10 lahjendusega,
seejarel segati 100 ug lahjendatud proovile 100 pg triklorodadikhappe (TCA) lahust ning saadud
segu vorteksiti 15 minuti jooksul kolm korda, vortekside vahepeal hoiti seda kiilmkapis. Peale seda
tsentrifuugiti lahus 15 minutit 3000 g 4°C juures. Tulemuste saamiseks pandi 20 pg supernatanti
miktrotiiterplaadile, lisati rehaga 120 pg Ellmani reagenti (5,5'-ditiobis-(2 nitrobensoehape), ing.k.
5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB)) ja glutatioonreduktaasi (GR) vahekorras 1:1,
seejarel 60 pg nikotiinamiidadeniindinukleotiidfosfaati (NADPH) ning 2 minuti jooksul iga 30
sekundi tagant mdddeti neelduvus lainepikkusel 412 nm ja kalkuleeriti m&dtmistulemused.
Vereproovid olid eri kaaluga, aga kuna puhvrit lisati peale proovi kaalumist vastavalt proovi

kaalule, siis said vereproovide kontsentratsioonid peale lahjendamist vGrdseteks.

DNA kahjustuste biomarkerina kasutati 8-OHdG-d, mille kolorimeetriliseks maaramiseks
vereplasmast rakendati ettevotte Enzo Life Sciences, Inc. ELISA DNA kahjustuste komplekti.
Meetod kasutab antikehi, et tuvastada proovis olev 8-OHdG. Uhe plasmaproovi kogus oli 15 ul.
Analliis viidi 1abi vastavalt komplekti tootja lisatud juhendile. Mikrotiiterplaadilt mdddeti
proovide neelduvus lainepikkusel 450 nm ning kalkuleeriti 8-OhdG kontsentratsioonid vastavalt
juhendile.  Kusihappe kontsentratsiooni mo&ddeti  vaikealkide plasmast  Saksamaa

medistsiiniseadmete ettevotte HUMAN Diagnostics Worldwide toodetud Uric Acid liquicolor
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komplekti abil, mis oli ensiimaatiline kolorimeetriline test lipiidide puhastamise faktoriga. Uks
proov oli 5 ul. Analuisi teostamisel jargiti tootja juhendit.

3.2.2. Andmeanaluis

Vaikealkide andmekogum koondati kokku ihtseks Exceli tabeliks. Statistilised analliiisid tehti R
4.1.0 programmis. Jooniste tegemisel kasutati nii Exceli kui R programme. Rakendatud statistiliste
mudelite eelduste taitmiseks kontrolliti kdigepealt tle andmete normaaljaotus. Seejérel viidi 1&bi
dispersioonianaliiisid kovariaatidega (ANCOVA) kolmes punktis:

1) poegade okslidatiivse stressi seos poegade suurusega;
2) vanemlindude okstidatiivse stressi seos poegade suurusega;

3) vanemlindude okslidatiivse stressi seos poegade oksiidatiivse stressiga.

Esimeses analliisis olid s6ltuvad pidevad muutujad poegade viimase mdGtmispéeva
suurusnaitajad ja sdltumatud pidevad muutujad olid oksudatiivse stressi indeksid. Teises analliusis
olid s6ltuvad pidevad muutujad sarnaselt esimesele analulsile jarglaste viimase médtmise suuruste
vadrtused ja sdltumatud pidevad muutujad olid poegade teadaolevate vanemate okstdatiivse
stressi mdddikud. Nendesse mudelitesse on kovariaatidena kaasatud poegade vanusemuutus (s.t.
vanus viimasel médtmisel), votmaks arvesse seda, et mdned pojad mdddeti vanemana kui teised
ning poegade suurusndidikute algmdot koorumisel. Kolmandas analiiisis voeti sdltuvateks
muutujateks jarglaste oksudatiivse stressi néitajad ning sdltumatuteks muutujateks vastavalt

vanemlindude oksldatiivse stressi parameetrid.

Lisaks voeti statistikaanallisidesse lisafaktoritena ka andmete kogumise aasta (2018 vdi 2019.
aasta) ja kuupéev, millal poegadelt vereproov voeti (2018. aastal 5. august ja 2019. aastal 9.
august), et votta arvesse ka erineva ajaperioodi mgju andmetele. Vanemate-poegade vaheliste
seoste puhul olid aasta ja proovivatu kuupdev olemas enamuses ainult tGihe, 2018. aasta kohta, kuna
teadaolevatest vanematest oli 2019. aastast andmeid ainult kahe emase kohta. Seega on ka
jargnevas tulemuste osas jdetud isaslindude puhul need lisafaktorid tabelitest valja.
Dispersioonianalliuside tulemused loeti statistiliselt olulisteks, kui p<0,05. R programmis viidi labi
ka korrelatsioonianalliis kusihappe ja DNA oksldatiivsete kahjustuste biomarkeri 8-OHdG vabhel,

kuna esmasel tutvumisel andmete statistika kéigus leiti neil olevat seos.
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3.3. Too autori roll

Ké&esoleva t60 autor oli osaline laboratoorsete analuiside teostamisel ja tegi andmeanalliisi
juhendaja nduannete toel. Vdikealkide andmestiku kogus Prantsusmaa La Rochelle’i ja Tartu
ulikoolide koostdooprojekti raames Phd Jérome Fort ja Phd Alice Carravieri. Laborianallitsid viidi
labi koostd6s Phd Richard Meiterniga.
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4. Tulemused

4.1. Seos kusihappe ja okstdatiivsete kahjustuste vahel

Nagu sai eelmises peatukis Oeldud, siis antud korrelatiivse analulsi teostamiseks kasutati 91
taiskasvanu ja 50 poja andmeid. Statistiliste analuiside k&igus ilmnes, et nii taiskasvanud isenditel
kui poegadel esines positiivne seos nende organismis oleva DNA oksudatiivseid kahjustusi nditava
biomarkeri 8-OHdG ja antiokstidandi kusihappe vahel (Pearsoni korrelatsioon tdiskasvanutel
R=0,82, p<0,01; poegadel R=0,73, p<0,01, vt. joonis 1).

Kuigi DNA kahjustuste ja kusihappe vahelise seose uurimine polnud t66 alguperioodil kavas, siis
avastati statistika esmasel vaatlemisel antud seos ning otsustati seda tdpsemalt edasi uurida. Kerkis
ules ka kahtlus, et selline seos vdib olla tingitud laborianalttside kaigus tehtud veaga, kuid samas
on teaduskirjanduses olemas paar artiklit, mis on leidnud sarnase tulemuse DNA kahjustuste ja

kusihappe vahel. Nendest uuringutest tuleb juttu allpool.

1500 -

. / Vanus
1000- My
. Taiskasvanud
W = Pojad

n
s

Kusihappe kontsentratsioon (mg/dl)

! | \ \
0 50 100 150

DNA okstidatiivsete kahjustuste e. 8-OHdG tase (ng/ml)
Joonis 1. Kusihappe ja DNA oksudatiivsete kahjustuste vaheline seos véikealgi tdiskasvanud

lindudel ja poegadel.
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4.2. Poegade okstdatiivse stressi seos poegade suurusega

Statistiliste analuliside kdigus kasutati 48 poja oksudatiivse stressi naitajate (DNA okstdatiivsed
kahjustused ehk 8-OHdG biomarker, kusihape ja glutatioon) kontsentratsioone, uurimaks nende
seost poegade suurusparameetritega (kaal, noka-, jooksme- ja tiivapikkus). Tulemustest ndhtub, et
mitte Uhegi oksudatiivse stressi naitaja moju ei olnud statistiliselt oluline (vt. tabel 1). Teisisonu,
t06s kasutatud andmestiku pdhjal seost poegade oksudatiivse stressi ja suuruse vahel ei olnud.
Poegade kasvuperioodi visualiseerimise tarbeks on siinkohal lisatud joonis (vt. joonis 2), kus on

péevade 18ikes ndidatud nende keskmiste suuruste muutused.

140
120
100

80

e nokapkkus (mm)

jooksmepikkus (mm

0 ] P (mm)
tiivapikkus (mm)

40 kaal (g)

Poegade suurusviirtused

20

0
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 28

Poegade vanus (pdevades)
Joonis 2. 2018. ja 2019. aastal koorunud poegade suurusparameetrite keskmiste vaartuste muutus

paevade 18ikes. Vélja on jéetud 2018. aasta poegade andmed 9. ja 17. pdeva kohta, kuna nende

paevade modtmistulemused olid vigased.
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Tabel 1. Kovariatsioonimudelid poegade oksudatiivse stressi seosest poegade suurusega. Tabelis

olevad nditajad mdddeti 2018.-2019. aastate juulis ja augustis ehk alates poegade koorumisest kuni

lennuvOimestumiseni.

Poja Poja kaal (g) Poja nokapikkus Poja Poja
oksudatiivse (mm) jooksmepikkus tiivapikkus
stressi mooddik (mm) (mm)

Fi33 P Fi33 P Fi33 P Fi33 P
DNA 0,01 0,96 1,23 0,28 0,14 0,71 0,01 0,98
oksuidatiivsed
kahjustused
Vanusemuutus 41,13 <0,0001 9,20 0,005 26,25 <0,0001 231,61 <0,0001
Mdootmine 1,17 0,29 0,01 0,94 0,77 0,39 2,02 0,17
koorumisel
Aasta 9,83 0,004 7,06 0,01 0,66 0,42 1,42 0,24
Proovivétu 0,09 0,76 7,06 0,01 2,31 0,14 0,33 0,57
kuupéev

Fi33 P Fi33 P Fi33 P F133 P
Kusihape 1,25 0,27 0,98 0,33 0,01 0,96 0,22 0,64
Vanusemuutus 42,69 <0,0001 9,13 0,005 26,14 <0,0001 233,16 <0,0001
Mootmine 1,21 0,28 0,01 0,95 0,77 0,39 2,03 0,16
koorumisel
Aasta 10,21 0,003 7,01 0,01 0,65 0,43 1,43 0,24
Proovivotu 0,10 0,76 7,01 0,01 2,30 0,14 0,34 0,57
kuupéev

Fi140 P Fi139 P F1.40 P F1.40 P
Glutatioon 0,01 0,93 0,83 0,37 2,11 0,15 1,05 0,31
Vanusemuutus 42,78 <0,0001 18,44 0,0001 28,97 <0,0001 323,87 <0,0001
Mootmine 0,37 0,55 0,10 0,75 0,78 0,38 2,16 0,15
koorumisel
Aasta 11,30 0,002 3,40 0,07 0,12 0,73 0,27 0,61
Proovivotu
kuupdev 0,10 0,76 3,40 0,07 1,49 0,23 0,25 0,62
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4.3. Vanemlindude oksuidatiivse stressi seos poegade suurusega

Nendes analiiiisides vaadeldi vanemlindude okstidatiivse stressi seost poegade suurusnéitajatega.
Mudelites kasutati 11 isaslinnu, 12 emaslinnu ning nende jarglaste andmeid. Emaslindude puhul
ilmnes, et nende DNA oksudatiivsed kahjustuste (8-OHdG biomarker) tasemel ei ole seost
poegade suurusmdddikutega. Emaste kusihappe koguste puhul ei tdheldatud samuti olulist méju
nende jarglastele. Glutatiooni mdju analttsides selgus, et ainult poegade jooksmepikkusega on
emaslindude glutatiooni tasemel statistiliselt oluline positiivne seos (F1,5=8,97; p=0,03, vt. joonis.
3). Seega enamikul analtisidel ei tdheldatud oksilidatiivse stressiseisundi ja kehasuuruse

omavahelist seost.

22-

21

20-

Poegade jooksmepikkus (mm)

! ! !
100 200 300

Emaslindude glutatiooni tase (pmol/g)

Joonis 3. Emaslindude glutatiooni taseme ja poegade jooksmepikkuse seos.
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Tabel 2. Kovariatsioonimudelid ema oksudatiivse stressi seosest poegade suurusega. Tabelis

olevad nditajad mdddeti 2018.-2019. aastate juulis ja augustis ehk alates poegade koorumisest kuni

lennuvOimestumiseni.

Ema Poja kaal (g) Poja nokapikkus  Poja Poja
oksudatiivse (mm) jooksmepikkus tiivapikkus
stressi (mm) (mm)
maoddik

Fie P Fie P Fie P Fue P
DNA 1,52 0,26 0,22 0,66 0,08 0,79 0,04 0,86
oksidatiivsed
kahjustused
Vanuse 19,02 0,005 14,25 0,009 0,71 0,43 22,40 0,003
muutus
Madtmine 0,26 0,63 8,14 0,029 1,39 0,28 0,0001 0,99
koorumisel
Aasta 1,17 0,32 2,43 0,17 1,64 0,25 0,19 0,68
Proovivétu 1,17 0,32 2,43 0,17 1,64 0,25 0,19 0,68
kuupéev

Fis P Fis P Fie P Fis P
Kusihape 2,48 0,17 0,40 0,55 0,17 0,69 0,42 0,54
Vanuse 21,46 0,004 14,65 0,009 0,72 0,43 23,81 0,003
muutus
Mddtmine 0,29 0,61 8,37 0,028 1,41 0,28 0,0001 0,99
koorumisel
Aasta 1,32 0,29 2,50 0,17 1,67 0,24 0,20 0,67
Proovivotu 1,32 0,29 2,50 0,17 1,67 0,24 0,20 0,67
kuupéev

Fis P Fis P Fis P Fis P
Glutatioon 0,15 0,71 4,85 0,08 9,00 0,03 0,43 0,54
Vanuse 15,94 0,01 28,40 0,003 1,79 0,24 52,48 0,001
muutus
Madtmine 0,72 0,44 15,27 0,011 6,17 0,056 0,15 0,72
koorumisel
Aasta 1,82 0,24 2,95 0,15 1,17 0,33 0,64 0,46
Proovivdtu
kuupdev 1,82 0,24 2,95 0,15 1,17 0,33 0,64 0,46
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Isaslindudega sooritatud analiiisidest selgus, et DNA oksudatiivsetel kahjustustel ei olnud
statistiliselt olulist seost mitte Uhelegi jarglaste suurusnditajatele. Isaste kusihappe tasemel oli
oluline positiivne seos ainult poegade kaalule (F17=8,78; p=0,02, vt. joonis. 4). Tulemused isaste
glutatioonitasemete ja kdikide poegade kasvumdddikute vahel osutusid mitteolulisteks. Seega, ka
siin, nagu emade puhulgi, ei leitud t66s kasutatud valimis enamikul moddikutel seoseid.

100-

a0-

Poegade kaal (g)

80-

70-

160 260 360 460 560 aﬁu
Isaslindude kusihappe tase (mg/dl)

Joonis 4. Isaslindude kusihappe taseme ja poegade kaalu vaheline seos.

20



Tabel 3. Kovariatsioonimudelid isa oksudatiivse stressi seosest poegade suurusega. Tabelis olevad

néitajad mooddeti 2018.-2019. aastate juulis ja augustis ehk alates poegade koorumisest kuni

lennuvdimestumiseni. Eelnevates tabelites olnud lisafaktorid “aasta” ja “proovivotu kuupdev’

eemaldati, kuna need ei andnud mudelis véljundeid.

b

Isa oksUidatiivse Poja kaal (g) Poja Poja Poja
stressi moodik nokapikkus jooksmepikkus tiivapikkus
(mm) (mm) (mm)

Fi7 P Fi7 P Fi7 P Fi7 P
DNA 1,33 0,29 0,001 0,98 1,19 0,31 0,29 0,61
okstdatiivsed
kahjustused
Vanuse muutus 3,76 0,09 6,18 0,04 4,39 0,07 18,92 0,003
Mdoo6tmine 0,29 0,61 2,42 0,16 0,44 0,53 0,03 0,86
koorumisel

Fi7 P Fi7 P Fi7 P Fi7 P
Kusihape 8,78 0,02 0,02 0,89 0,14 0,72 0,01 0,95
Vanuse muutus 7,11 0,03 6,20 0,042 3,83 0,09 18,19 0,004
Modtmine 0,55 0,48 2,42 0,16 0,38 0,56 0,03 0,86
koorumisel

Fis6 P Fi6 P Fie P Fie P
Glutatioon 0,002 0,96 2,01 0,21 0,19 0,68 2,99 0,14
Vanuse muutus 10,74 0,017 7,39 0,035 3,35 0,12 2291 0,003
Modtmine 0,61 0,46 2,45 0,17 0,30 0,60 0,03 0,87
koorumisel

21



4.4. Vanemlindude oksulidatiivse stressi seos poegade okstidatiivse
stressiga

Selles osas anallusiti, kas vanemlindude okslidatiivse stressi méddikutel on seos nende jarglaste
oksUidatiivse stressi nditajate tasemele. Kuna kdikidel poegadel, kellelt vereproove voeti, ei ole
seda vanematelt vdetud, siis sai seda analtiusi samuti teha vaid 12 emaslinnu ja 11 isaslinnu ning
nende jarglastega. Tulemustest selgus, et vanemate DNA oksudatiivsed kahjustustel, kusihappe ja
glutatiooni kontsentratsioonidel ei olnud olulist seost poegade okslidatiivse stressi néitajatele.

Tabel 4. Kovariatsioonimudelid vanemlindude oksuidatiivse stressi parameetrite seosest poegade
okslidatiivse stressi nditajatele. Tabelis olevad nditajad moddeti 2018.-2019. aastate juulis ja
augustis ehk alates poegade koorumisest kuni lennuvGimestumiseni. Eelnevates tabelites olnud
lisafaktorid “aasta” ja “proovivitu kuupdev” eemaldati isaslindude osas, kuna need ei andnud

mudelis valjundeid.

Vanemlinnu Vanemlinnu Poja DNA Poja glutatioon Poja kusihape
oksuidatiivse sugu oksudatiivsed
stressi kahjustused
moddik

Ema Fi6 P Fig P Fie P
DNA oks. 0,18 0,69 0,06 0,82 1,66 0,25
kahjustused
Aasta 0,28 0,62 1,21 0,30 0,09 0,78
Proovivdtu 0,28 0,62 1,21 0,30 0,09 0,78
kuupéev

Isa Fis P Fio P Fis P
DNA oks. 1,11 0,32 0,50 0,50 1,01 0,35
kahjustused

Ema Fi6 P Fis P Fie P
Kusihape 0,11 0,75 0,26 0,62 0,01 0,94
Aasta 0,27 0,62 1,24 0,30 0,07 0,80
Proovivdtu 0,27 0,62 1,24 0,30 0,07 0,80
kuupéev

Isa Fis P Fio P Fis P
Kusihape 0,61 0,46 0,01 0,94 0,24 0,64
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Glutatioon
Aasta

Proovivétu
kuupéev

Glutatioon

Ema

Isa

Fis
0,40

0,01
0,01

Fi7
0,13

=
0,55

0,91

0,91

0,73

Fi7
0,86

1,06
1,06

Fis
0,71

P
0,39

0,34

0,34

0,42

Fis
0,02

0,01
0,01

Fi7
1,44

P
0,90

0,93

0,93

0,27
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5. Arutelu

5.1. Seos kusihappe ja oksudatiivsete kahjustuste vahel

T60 jaoks vajalike statistiliste analtiiiside teostamise kdigus margati tht huvitavat seost, mida kill
polnud algselt kavas uurida. Nimelt nii taiskasvanud vaikealkidel kui ka jarglastel esines positiivne
seos nende organismis oleva DNA oksudatiivseid kahjustusi naitava biomarkeri 8-OHdG ja
kusihappe tasemete vahel, mis kdige tdendolisemalt tuleneb bioloogiast ja mitte metodoloogilisest
veast. Lindude jaoks on kusihape (ks olulisemaid viise kaitsmaks organismi oksudatiivsete
kahjustuste eest ning mitmed varasemad uuringud on ndidanud korrelatsiooni plasmas suurenenud
kusihappe koguse ja kahanenud oksudatiivse stressi taseme vahel (Settle et al. 2012). Kuigi
kéesolevas t006s leitud korrelatsioon on hoopis positiivne, siis on sarnast seost tdheldatud vahemalt
uhes teaduslikus artiklis - seda kull inimeste puhul, tdpsemalt diabeedihaigetel (Stein et al. 2018).
Lisaks on ka maksa hepatotstitides leitud samalaadne korrelatsioon DNA okslidatiivsete
kahjustuste ja kusihappe tasemete vahel, mida jareldati kill antud uuringus selliselt, et kusihape
kontsentratsiooni tase soodustada DNA kahjustusi rakkudes (Yang et al. 2016). Kanaembriiode
stidamelihasrakkudel labiviidud uuringus selgus, et kuigi kusihape normaalses vahemikus (100—
900 puM) on Kkasulik, siis suuremas koguses (1200 uM) vOib see pOhjustada okslidatiivsete
kahjustuste hulga suurenemist (Sun et al. 2017). Ka Kang & Ha 2014. aasta Ulevaateartiklis on
arvatud, et kusihape v@ib kaituda nii antiokslidandi kui oksudandina ehk teisisonu mingitel
tingimustel takistada okstdatiivsete kahjustuste tekkimist ja teistes oludes hoopis soodustada
oksldatiivse stressi teket. Samas, kui imetajatele on kérge kusihappe tase kahjulik, pdhjustades
podagrat, siis lindudele pole selle taseme suurendamine niivord kulukas, kuna kusihape seostub
nende neerudes proteiiniga, tehes seeldbi kusihappe lahustuvaks ihendiks (Simoyi et al. 2002).
Seega voiksid kdrgema oksudatiivsete kahjustustega véikealgid hoida oma organismis ka

kdrgemat kusihappe hulka, kompenseerimaks okstidatiivse stressi suuremat taset.

Samas v@ib selline seos olla pbhjustatud ka mingist muust mdjust. Kusihape tekib puriinide
metabolismi kaigus. Lindudel on kbérgem ainevahetuskiirus, kui nditeks imetajatel, mis peaks
teoreetiliselt tdhendama ka suuremaid oksudatiivseid kahjustusi, kuid samas vananevad linnud
aeglasemalt, s.t. nende rakkudes ei kuhju niivord kiiresti okstdatiivseid kahjustusi, seega neil

peaks olema véga tbhus meetod, kuidas end vabade radikaalide eest kaitsta. Selleks mehhanismiks
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on pakutudki just kusihapet, mille kdrgemaid tasemeid suudavad linnud ka taluda. Lindudel
puudub ka enstiim uraatokstdaas, mille tulemusel tekib kusihappest allantoiin ning
teaduskirjanduses on tles kerkinud arvamus, et selle ensutimi puudumine vdib samuti lindudel
kusihappe kogust tdsta (Settle et al. 2012). VGib arvata, et kuna kusihape on osa lindude
ainevahetusest, siis v0ib olla on antud seos kusihappe ja okstidatiivsete kahjustuste vahel hoopis
mingisuguse muu tunnuse — naiteks kiirema ainevahetuse - Ghine mdju. Kokkuvottes néitab antud
uurimistoos saadud seos kusihappe ja DNA oksUdatiivsete kahjustuste méddiku vahel, et kusihape
antiokstidandina vdib vaikealkide jaoks tdhendada thusat ja tahtsat tdrjemehhanismi oksudatiivse

stressi vahendamisel.

5.2. Oksudatiivse stressi markerid ja poja kasv

Esimene t60 sissejuhatuses satestatud uurimispunkt kasitles kiisimust, kas poegade organismis
tekkinud oksudatiivne stress ja nende kehasuurus vOiks olla omavahel seotud. Statistiliste
analliuside tulemusena selgus, et poegade okstdatiivse stressi méddikute tasemetel ei olnud olulist
seost mitte Uhelegi poegade kasvundidikutele (kaal, noka-, jooksme- ja tiivapikkus). Varasemate
uuringute raames on leitud, et jarglaste kiire kasv vdib I8ivsuhtena suurendada nende okstdatiivset
stressi, nt l6una-hdbekajaka (Larus michahellis) puhul, kus poegade kahanenud vastupanu
oksldatiivsele stressile korreleerus nende kiirema kasvuga (Kim et al. 2011). Musttihastel
(Periparus ater) taheldati, et kdrgemal kasvanud jarglased sirgusid suureks kiiremini, Kui
madalamal kasvanud, kuid samas kiirem kasv tdhendas ka suuremat DNA oksUdatiivsete
kahjustuste hulka (Stier et al. 2014). Kuningpingviinide (Aptenodytes patagonicus) poegade puhul
vaiksemad isendid, kes kasvasid kiiremini, tegid seda organismi heaolu arvelt — neil oli ka kérgem
oksldatiivse stressi tase (Geiger et al. 2011). Koérge oksudatiivne stress v0ib aga hakata kasvu
parssima (Taniguchi et al. 1999; Eid et al. 2003; Injaian et al. 2018). Seega voib jareldada, et kui
oksUdatiivse stressi tase polnud liiga kdrge, siis see poegade kasvu ei aeglustanud ning seost antud

to6 valimi kontekstis ei ole.

Teine uurimiskisimus oli, kas véikealkide vanemate okstidatiivse stressi tase seostub nende
poegade suurusega. Andmeanallilside tulemusena nahtus, et isaslindude organismis olnud
kusihape tasemel ja nende poegade kaalu vahel oli positiivne seos ehk kdrgema kusihappe

tasemega isaste jarglased olid suuremad. Nagu sai sissejuhatavas peatlkis 6Geldud, vdib
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oksldatiivsest stressist pohjustatud kahjustused kas mutatsioonide vOi epigeneetiliste
mehhanismide vahendusel kanduda Ule jarglastele (Metcalfe & Alonso-Alvarez 2010). Isastel saab
see toimuda seemnerakkude ja ka -vedeliku (mis sisaldab jarglaste arengut mojutavaid proteiine,
lipiide, hormoone, nt testosterooni ja antioksiidantseid enstiime) kaudu (Crean & Bonduriansky
2014; Santiago-Moreno & Blesbois 2020). Lisaks koosnevad seemnerakkude plasmamembraanid
polukullastumata rasvadest, mis on vastuvotlikud okstidatiivsetele kahjustustele (Vitikainen et al.
2016). Kuna eelpool leiti positiivne seos kusihappe ja DNA kahjustuste vahel, siis v0ib arvata, et
suurema kusihappe kogusega isastel esines okstidatiivne stress, mille tagajarjel vois ka rohkem
kusihapet sattuda lootesse, mis vois kaasa aidata poegade kasvule.

Saadud seos isade ja poegade vahel vdib ndidata ka vanema panust oma jarglastesse, mis tostab
tema kohasust, kuid vdib ka viidata aktiivsemast vanemahoolest tulenevale hinnale. Kuldnoka
(Sturnus vulgaris) néitel on leitud, et vanematel, kes kasvatasid oma jarglasi, oli kérgemad
kusihappe tasemed (Fowler et al. 2018). Seega vdiks ka arutleda, et nendel véikealkide isastel, kes
tegelesid intensiivsemalt oma poegade kasvatamisega, oli ka kdrgemad kusihappe
kontsentratsioonid ja nende pojad kasvasid rutem. Sel juhul vdiks kérge kusihappe tase néidata
isaslindude kvaliteeti. VVarasemalt on naidatud paari uuringu nditel, et vanematel, kes investeerisid
oma jarglastesse rohkem, olid suuremad okstidatiivse stressi tasemed (Williams 2018). Kdrgema
oksUidatiivse stressi tasemega indiviididel vdib kehas hakata rohkem oksidatiivseid kahjustusi
tekkima, mis viib rakkude kiirema vananemiseni (Alonso-Alvarez & Velando 2012), seega vdis
kdrgem kusihappe tase olla ka vaikealgi isaste sigimise hinna néitaja. Sigimise hind tdhendab, et
kui vanem investeerib oma praegustesse jarglastesse rohkem, siis teeb ta seda oma ellujagamise ja
tulevikus vbimalike jarglaste arvelt (Harshman & Zera 2007). K&rgema kusihappe tasemega
(korvamaks korgemat oksudatiivset stressi) isaslinnud voisid enda heaolu arvelt hoolitseda oma
poegade eest rohkem, kes siis ka kasvasid suureks kiiremini ja said ehk suurema eelise edasiseks

eluspusimiseks.

Emaslindude puhul viidi Iabi samad analtiisid, mis tle-eelmises 18igus isadel. Ainult Giks tulemus
osutus statistiliselt oluliseks - emaste glutatiooni tase oli positiivses seoses poegade
jooksmepikkusega. Teisisonu, antud t66 kontekstis oli kdrgema glutatiooni tasemega emaste
poegadel pikem jookse. Emade puhul saab sellist seost seletada sarnaselt eelpool isaslindudel
kirjeldatuga - ema geno- voi fenotliip mdjutab mingit moodi tema jarglase fenottlpi. See vdib
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samuti olla nii geneetiline aga ka mittegeneetiline, mis tdhendab, et jarglase fenotiilpi voib
kaudselt mdjutada lisaks keskkond, kus tema ema elab (Wolf & Wade 2009). Mittegeneetilised
faktorid on néiteks hormoonid, antikehad ja erinevad toitained (Hasselquist & Nilsson 2009).
Siinkohal saab analoogselt isastele jareldada, et kdrgema glutatioonitasemega emade organismis
vOis vabade radikaalide hulga tdttu munasse jouda suurem kogus glutatiooni molekule, mis

mdjutas poegade jooksme pikenemist.

Kdrgemad antiokslidantide tasemed ei pea aga tingimata tdhendama, et isend kogenuks
oksUdatiivset stressi. Kusihappe suurenenud tase voib olla p&hjustatud ka puriine sisaldavatest
kindlatest toiduvalikutest, mille lagundamise tagajérjel tekibki organismis kusihape. Muuhulgas
leidub puriine ka mereandides (Hou et al. 2021). Teaduskirjanduses on ka mainitud, et glutatiooni
taset vdivad mdned toiduained mdjutada, nt oomega-3-rasvhappeid sisaldavad kalad (Minich &
Brown 2019). Kuigi peamiselt toituvad véikealgid zooplanktonist, siis nad on {isna oportunistlikud
ja voivad vajadusel sulia ka vaiksemaid kalu, mereusse ja limuseid (Stempniewicz 2001). Seega
vOis juhtuda, et vanemlindude antioksldantide hulk ei olnud mitte otseselt p&hjustatud
oksUdatiivsest stressist, vaid hoopis toidulaua v@imalustest. Kuna antud uuringus oli vanemate ja
jarglaste valim péris véike, siis saadud tulemused ei kinnita, et sarnased seosed ka pariselt looduses
vaikealkidel esinevad, seega oleks edasiselt tarvis labi viia uuringuid suurema andmestikuga.
Siiski annavad kéesoleva uuringu tulemused pilootinformatsiooni vdimalike tunnuste kohta, mis

vdivad vanemate ja jarglaste tervist omavahel siduda.

5.3. Vanemlindude okstidatiivse stressi markerite seos poegade
okstdatiivse stressi markeritega

Kolmandas huvipakkuvas osas taheti teada, kas vanemate oksidatiivse stressi ndidikud seostuvad
nende poegade okslidatiivse stressi méddikutega. Selgus, et mitte Ukski vanemate okstdatiivse
stressi naitajal ei olnud statistiliselt olulist seost poegade okstidatiivse stressi vaartustega. Uheks
seletuseks voib olla, et need kaks tunnust polegi omavahel seotud — keskkonna vdi individuaalsete
eriparade mdju poja oksudatiivse stressi markeritele on suurem kui véimalik vanema mdju.
Teaduskirjanduses on vélja pakutud ka alternatiivne hupotees, mis selgitab vdimaliku mdju

puudumist — nn. oxidative shielding hypothesis (okstidatiivse kaitse hiipotees) -, mis arutleb, et
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emastel vOib paljunemisperioodil ennetavalt okstidatiivse stressi tase langeda antioksudantide
suurenenud aktiivsuse tottu, kaitsmaks nende jérglasi valtimatu oksldatiivse stressi tbusu eest, mis
paljunemise kui energeetiliselt kuluka protsessi tagajarjel muidu tekiks (Blount et al. 2016).
Elukéiguteooria Uheks keskseks teesiks on see, et paljunemispingutus on elusolenditele kulukas,
kuna kasutatavad keskkonna- ja organismisisesed ressursid on piiratud ning seepérast voib mingil
konkreetsel ajahetkel sigimine toimuda isendi tulevase ellujgamise ja sigimise arvelt (Harshman
& Zera 2007). Kuna vabad radikaalid, mis pdhjustavad oksidatiivset stressi, tekivad
ainevahetusprotsesside kéigus ja sigimine, nagu juba eelnevalt mainitud, on energeetiliselt kulukas
tegevus, mis kiirendab ainevahetust, siis sellest tulenevalt on varasemalt teadlaste poolt esitatud
hiipotees, et paljunemisprotsess voib tdsta indiviidi oksldatiivse stressi taset (Alonso-Alvarez et
al. 2004). Blount et al. 2016 ulevaateartikli jargi on leitud tdendeid, et mdnedes biomarkerites ja
organismi  kudedes on téheldatud oksudatiivsete kahjustuste taseme langust enne
paljunemisperioodi. Vitikainen et al. 2016 n&itasid muuhulgas, et tiinetel voddilistel mangustidel
(Mungos mungo) kahanes okstdatiivse stressi biomarkeri malondialdehtidi hulk plasmas, mis
vOiks viidata, et Ulalmainitud oksudatiivse kaitse hiipotees vdib vastata tdele. Samas ei leidnud
autorid, et antioksldantide tase oleks tiinetel isenditel suurenenud ja seet6ttu jaid okstdatiivse
stressi kaitsemehhanismid siiski veel ebaselgeks. Viblanc et al. 2018 uuringus emade okstidatiivse
stressi ja sigimise seosest Columbia maaoravate (Urocitellus columbianus) naitel ilmnes, et
siginud emastel véahenesid oksldatiivse stressi tasemed jarglaste imetamisel, aga mittesiginud
emaste stressitasemed samal ajaperioodil oluliselt ei muutunud. Samas, ennesiinniaegset ehk
tiinusajal stressitaseme langust emastel ei taheldatud ja imetamisajal esinenud okstidatiivse stressi
tasemetel ei leitud olevat seost poegade fliusilises arengus. Meniri et al. 2022 jéllegi voodilisi
manguste kasitlenud artiklist ilmnes, et tiinete mangustide plasma proteiinkarbonuilide
(oksudatiivsete kahjutuste biomarker) tasemed olid vaiksemad, vdrreldes nende emastega, kes ei
siginud. Seega nahtub, et oksudatiivse kaitse hupoteesi paikapidavuse kohta on leitud mdningaid

tdendeid, aga siiski on selles teemas veel ebaselgust.

Eelnevalt sai mainitud, et vanemad saavad erinevate meetoditega mojutada oma jarglaste
fenotulpi. Lindudel on muna esmane keskkond, milles loode areneb suigoodist kuni koorumiseni.
Kuna ema suunab lootearenguks oma organismist vajalikke aineid munasse, siis see tdhendab, et
ema tervislik seisund voib tema jarglaste heaolu tugevalt mdjutada, sealhulgas ka kahjulikult

vabade radikaalide tottu tekkinud okstdatiivsete kahjustuste toimel. Ema oksudatiivse stressi
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tagajarjed voivad ammendada lipiide, proteiine ja erinevaid antioksiidante, mis on olulised
komponendid munas munavalge ja rebu stinteesiks (Blount et al. 2016). Seega oleks oksUdatiivse
stressi taseme kahandamine enne paljunemisprotsessi tahtis mehhanism oma jéarglastele suurema
ellujgdmistdendosuse kindlustamiseks. Siiski, antud t60 kontekstis on see vaid arutelupunkt ja
mitte kinnitatud hipotees, seega saab seda teemat edasiselt uurida véikealkide andmestikuga, mis
hdlmab mitut jarjestikust pesitsusaastat. Lisaks peab siinkohal samuti meeles pidama, et antud t66s
kasutatud andmehulk vanemlindude ja nende jarglaste kohta oli vdike, seega vois seose puudumine
olla p&hjustatud hoopis ebapiisavast valimist.
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Kokkuvote

Oksuidante ehk vabu radikaale toodetakse organismisiseselt ainevahetusprotsesside kaudu ning
need on vdikeses koguses kasulikud. Kui vabu radikaale tekib liiga palju, siis on tegemist
oksudatiivse stressiga - seisund, kus organismis tekib liiga palju okstidante ning keha kaitsvad
antiokstidandid ei suuda okslidante enam neutraliseerida. Okstidatiivne stress voib kahjustada
organismi  biomolekule ning kurnata isendit, seeldbi véahendades tema ellujadmist ja
sigimisedukust (Costantini 2008). Okslidatiivsest stressist pdhjustatud kahjustused véivad DNA
mutatsioonide vOi epigeneetiliste meetodite kaudu jarglasele kanduda ja mdjutada ka tema
fenotliupi (Metcalfe & Alonso-Alvarez 2010; Haro & Alonso-Alvarez 2020). Eelnevad uuringud
on viidanud okstdatiivse stressi moju pdlvkondadelilesele kandumisele (Bixe et al 2008;
Vitikainen et al. 2016; Romero-Haro et al. 2022 jt.). Oksldatiivse stressi mdjusid ja tagajargi on
tarvis uurida populatsioonidkoloogia raames. Vaikealk (Alle alle) on Arktikas elav merelind, kes
on heaks mudelliigiks, kuna on véga arvukas ja véikese aastase paljunemisvdimega. Kéaesoleva
t06 eesmérk oli uurida, kas vaikealgi vanemlindude okstidatiivse stressi tasemel on seos nende

poegade kehasuuruse ja oksldatiivse stressiseisundiga.

To0s késitletud poegade biokeemilistest nditajatest enamik ei olnud statistiliselt olulises seoses
vanemate oksldatiivse stressitasemetega. Oluline seos leiti vaid isaste kusihappe taseme ja
poegade kaalu vahel, mis vdib olla sugulise hinna nditaja. Lisaks seostati ka emaste glutatiooni
kogust poegade jooksmepikkusega. Voimalik on ka, et valitud antiokslidantide tase vanemate
organismis v0is soltuda toidust. Ka ei olnud seost poegade suurusmdddikute ja biokeemiliste
markerite vahel. Huvitava tulemina avastati seos kusihappe taseme ja DNA oksudatiivsete
kahjustuste vahel, mis v6ib vaikealkidel viidata kusihappele kui tdhtsale kaitsemehhanismile.
Samas vOis selline seos olla ka p6hjustatud hoopis kolmandast faktorist — lindudele omasest
Kiiremast ainevahetusest. Kéesolevas uuringus saadud tulemused véivad anda aimu
antiokstidantide mdjust véikealkide poegadele, kuid kuna t66s kasutatud andmekogum oli Upris

vaike, siis peaks antud kisimust uurima edaspidi suurema valimi abil.

30



Summary

Oxidants also known as free radicals are produced internally by metabolic processes and are useful
in small amounts. However, when too many free radicals are produced, a condition called oxidative
stress occurs - a state in which the body produces too many oxidants and the body's antioxidants
are no longer able to neutralize the oxidants effectively. Oxidative stress can damage the body's
biomolecules and be detrimental to individuals body condition, thereby reducing its survival and
reproductive success (Costantini 2008). Damage caused by oxidative stress can be transmitted to
the offspring through DNA mutations or epigenetic methods which affects its phenotype (Metcalfe
& Alonso-Alvarez 2010; Haro & Alonso-Alvarez 2020). Previous studies have suggested that
oxidative stress can be carried through transgenerational transmission to offspring (Bixe et al.
2008; Vitikainen et al. 2016; Romero-Haro et al. 2022 et al.). The effects and consequences of
oxidative stress need to be studied in the context of population ecology. Little auk (Alle alle) is a
seabird living in the Arctic, which is a good model species because it is very numerous and has a
low annual reproductive capacity. The aim of this study was to investigate whether the level of

oxidative stress in little auk parents is related to body size and oxidative stress of their chicks.

In this study, most of the measured biochemical parameters of the chicks were not significantly
related to parental oxidative stress levels. A significant positive relationship was found only
between fathers' uric acid levels and chick weight, which may be an indicator of the cost of
reproduction in the fathers. In addition, the amount of glutathione in the mothers was positively
related with chick tarsus length. It is also possible that the level of selected antioxidants in the
parents' body may have been dependent on food choices. There was also no association between
chick size measurements and their biochemical markers. Interestingly, a positive relationship was
found between uric acid levels and DNA oxidative damage, that may suggest uric acid being an
important defense mechanism in little auks. However, this relationship may have been caused by
a third factor - faster metabolism rate of birds. Overall, the results obtained in this study may give
an idea of the effect of antioxidants on the offspring of little auks, but as the dataset used in the
paper was rather small, means that this question should be investigated with a larger sample size

in the future.
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