UNIVERZA V NOVI GORICI
FAKULTETA ZA ZNANOSTI O OKOLJU

VPLIV BIOKEMICNE SESTAVE MEDUZ NA KROZENJE
ORGANSKE IN ANORGANSKE SNOVI V MORJU

DIPLOMSKO DELO

Helena JERMAN

Mentor: doc. dr. Valentina Turk

Nova Gorica, 2011






IZJAVA

Izjavljam, da je diplomsko delo rezultat lastnega raziskovalnega dela. Rezultati, ki so
nastali v okviru skupnega raziskovanja z drugimi raziskovalci, ali so jih prispevali drugi
raziskovalci (strokovnjaki), so eksplicitno prikazani oziroma navedeni (citirani) v

diplomskem delu.

Helena Jerman






ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujem mentorici doc. dr. Valentini Turk za vodenje in strokovne
nasvete, predvsem pa za optimizem in spodbudne besede pri izdelavi diplomskega
dela. Prav tako gre iskrena zahvala Tinkari Tinta in TjaSi Kogovsek za pomo¢ in
svetovanje, tako tekom eksperimentalnega dela, kot pri izdelavi pisnega izdelka.

Hvala g. Milijanu Siski za pomo¢ pri izdelavi statistiéne analize podatkov ter ostalim
zaposlenim na Morski bioloSki postaji, ki so mi kakorkoli pomagali pri opravljanju
praktiCnega dela diplomske naloge.

Posebna zahvala pa gre tudi mojim starSem, bratu in fantu, ki brez izjem vedno
verjamejo vame in me spodbujajo. Hvala tudi vsem prijateljem, ki so verjeli vame in mi
vlivali optimizem.






POVZETEK

Mnozi¢no pojavljanje klobuénjadkih meduz je vse bolj pogost pojav po svetu, kot tudi v
Jadranskem morju. Ko se pojavljajo v velikem Stevilu povzro€ajo gospodarsko Skodo v
turizmu in ribiStvu, vplivajo pa tudi na ekoloSko stanje morskega ekosistema, ker
povzrocajo spremembe v prehranski verigi ali zaradi izlo€anja organskih in anorganskih
snovi, kot produktov metabolizma ali razgradnje. Za pravilno oceno njihovega vpliva na
ekosistem je pomembna kemina sestava meduz. Meduze vsebujejo velike koliine
vode in soli v mezogleji, kar oteZuje analizne postopke. V literaturi se pojavlja mnogo
razlicnih nacinov analiz, zato sem v diplomski nalogi sistemati¢no testirala razlicne
postopke priprave vzorcev in dve metodi dolo€anja proteinov. Osnovne morfoloSke in
kemicne parametre sem dolocila na vzorcih meduz uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.),
mesecinke (Pelagia noctiluca) in morskega klobuka (Rhizostoma pulmo). Ugotovili
smo, da se vsebnost vode v meduzah giblje od 96,44 do 98,88 %. VVsebnost proteinov
se je v razli¢nih vrstah klobu€njadkih meduz iz TrZzaSkega zaliva razlikovala. Najvi$jo
vsebnost proteinov sem izmerila v vzorcih mesecinke (33,18 % suhe mase), visoka pa
je bila tudi v tkivih ustnih ramen morskih klobukov (31,55 % suhe mase), medtem ko je
bila vsebnost v tkivih klobuka nekoliko nizja (25,08 % suhe mase). Vsebnost proteinov
v vzorcih uhatega klobu¢njaka je bila v povpreCju za ve€ kot 2-krat niZja kot pri
mesecinki. Velik delez proteinov v tkivih meduz se odraza v razmeroma nizkem
razmerju C/N, kar smo potrdili z dolo€anjem elementne sestave. Na rezultate lahko
vplivajo razli¢ni postopki priprave vzorca, med katerimi imata suSenje meduz in dializa
najvecji vpliv.

Kljuéne besede: morski ekosistem, meduze, Aurelia spp., Pelagia noctiluca,
Rhizostoma pulmo, proteini, elementna sestava, Jadransko morje

SUMMARY

Massive jellyfish aggregations are occurring in many areas worldwide as well as in the
Adriatic Sea. When appearing in large numbers jellyfish can cause severe economic
damage to fisheries and tourism. Jellyfish have an impact on the marine ecosystem
through release of organic and inorganic nutrients either through their metabolism or as
they decompose. In order to properly assess their impact on the ecosystem it is
important to study their chemical composition. Large amounts of water and the mineral
content in jellyfish “mezoglea” make the analytical procedures difficult. The literature
describes many different methods used to analyze jellyfish biochemical composition,
therefore in my work | have systematically tested various procedures of sample
preparation and two methods of determining protein concentration. Basic
morphological and chemical parameters were determined on samples of moon jellyfish
(Aurelia spp.), mauve stinger (Pelagia noctiluca) and Rhizostoma pulmo. We found that
the water content in the different jellyfish ranges from 96.4 to 98.9 %. However, protein
content is different in three types of jellyfish in the Gulf of Trieste. The highest protein
content was measured in samples of mauve stinger (33.18 % of dry weight) as well as
in the tissues of the oral arms of Rhizostoma pulmo (31.55 % of dry weight), while the
content in the umbrellar tissues was slightly lower (25.08 % of dry weight). On the other
hand, protein content in samples of moon jellyfish was on average more than two times
lower than in the mauve stinger. The large percentage of proteins in the tissues of the
jellyfish is reflected in their relatively low C/N ratio, which was confirmed by analysis of
their elemental composition. The results may be affected by different procedures of
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sample preparation, among which drying jellyfish and dialysis seem to have the
greatest impact.

Key words: marine ecosystem, jellyfish, Aurelia spp., Pelagia noctiluca, Rhizostoma
pulmo, proteins, elemental composition, Adriatic Sea
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1 UVvOD

Mnozi¢no pojavljanje klobu€njadkih meduz in njihovo razSirjanje v vedno nove habitate
je vse bolj pogost pojav po svetu, kot tudi v slovenskem delu Jadranskega morja.
Meduze klobuénjakov se pojavljajo sezonsko. Ko se pojavljajo v velikem Stevilu,
povzro€ajo gmotno gospodarsko Skodo predvsem v turizmu in ribiStvu, nevSecnosti pa
povzro€ajo tudi na hladilnih sistemih jedrskih elektrarn in obratih za razsoljevanje
(Purcell in sod., 2007). Vplivajo pa tudi na ekoloSko stanje morskega ekosistema zaradi
sprememb v prehranski verigi ali zaradi izlo€anja organske in anorganske snovi, kot
produktov metabolizma. Dosedanje raziskave so pokazale, da so pomembne tudi
spremembe, ki nastajajo kot posledica razgradnje meduzne populacije. Kljub velikim
odstotkom vode v telesu klobu€njakov (~ 95 %), lahko v ¢asu mnoZi¢nega pojavljanja
odmrle populacije sluzijo kot pomemben vir ogljika v ekosistemu. Bakterijska zdruzba
hitro razgradi odmrli meduzni material, pri ¢emer pride do poveCanja bakterijske
abundance in s tem novonastale bakterijske biomase, ter sproS¢anja anorganskih
hranil (Titelman, 2006; Tinta in sod., 2010). Zaradi intenzivne razgradnje se slabSa
nasi¢enost vod s kisikom, kar lahko privede do lokalne hipoksije (West in sod., 2009;
Tinta in sod., 2010). V obalnih habitatih se, ob odsotnosti naravnega sovraznika, v
biomasi meduz =zaradi njihove StevilCnosti akumulirajo velike koliCine bioloSko
pomembnih elementov ogljika, dudika in fosforja. Prenos v vi§je trofiCne nivoje je torej
odsoten, kar negativno vpliva na krozenje elementov in prenos energije.

1.1 Opredelitev problema in namen dela

Najvecja pomanijkljivost dosedanjih raziskav na tem podro€ju so podatki same kemi¢ne
sestave posameznih vrst meduz, da bi lahko pravilno ocenili vpliv razgradnih produktov
na ekosistem. V literaturi se pojavlja mnogo razlicnih na€inov analize, zato obstaja
potreba po sistemati¢ni optimizaciji metode. Meduze so za analize kemiCne sestave
teZzavni organizmi, zaradi velike koli€ine soli v njihovi mezogleji.

Namen naSe raziskave je bil prou€iti kemicno sestavo uhatega klobucnjaka (Aurelia
spp.), mesecinke (Pelagia noctiluca) in morskega klobuka (Rhizostoma pulmo), ki se v
zadnijih letih vse bolj pogosto in Steviléno pojavljajo v TrzaSkem zalivu. V diplomskem
delu smo se osredotoCili na naslednje cilje:

= Doloc€itev in primerjava osnovnih biometri¢nih parametrov razli¢nih vrst meduz.

=  Dologitev vsebnosti vode in suhe mase v meduzah.

= Testiranje metodoloskega postopka priprave vzorcev za dolo€itev koncentracije
proteinov v tkivih meduz:

- primerjava obcutljivosti in ponovljivosti metode BCA in Bradfordove
metode,

- vpliv soli (nedializirani, dializirani vzorci) na dolo€anje koncentracije
proteinov,

- vpliv ekstrakcijskega pufra na sprostitev netopnih proteinov v tkivih
meduz.



= Dolocitev in primerjava vsebnosti proteinov v tkivu razli¢nih meduz.
= Doloc€itev in primerjava elementne sestave (C, N) razli¢nih meduz.

»= Primerjava kemiCne sestave uhatega klobu¢njaka (Aurelia spp.) vzoréenega v
TrzaSkem zalivu in na Mijetu.

1.2 Delovne hipoteze

V diplomskem delu sem si postavila naslednje hipoteze:

= razli¢en nacin suSenja meduz (liofilizator, susilnik na 60 °C) in dializa vzorcev
vpliva na delez suhe mase v meduzi in rezultate kemi¢ne analize;

= vsebnost proteinov in elementna sestava je v razli¢nih vrstah klobuénjakih
meduz razlicna;

= vsebnost proteinov se z velikostjo in spolno zrelostjo meduze veca;

= organski delez meduz je ve€insko zgrajen iz proteinov, kar se kaze v
razmeroma nizkem razmerju C/N.



2 TEORETICNE OSNOVE

2.1 MnoZzi¢no pojavljanje klobu¢njakov

Zelatinozni zooplankton, kamor spadajo klobu&njaske meduze, meduze drugih
ozigalkarjev ter drugih skupin kot so plascarji in rebraCe, se v zadnjih desetih letih vse
pogosteje in v veCjem Stevilu pojavlja Siroko po svetu (Mills, 2001). V naSem
opisovanju se bomo omejili na meduze klobucnjakov, ki jih bomo imenovali krajSe
meduze.

Gosta populacija meduz predstavlja naravni element morskega ekosistema, vendar se
zaradi vse vecje StevilCnosti in njihovega razSirjanja v nove habitate spreminja
vzpostavljeno ravnovesje v morskem ekosistemu (Richardson in sod., 2009). Nival in
Gorsky (2001) sta masovno pojavljanje Zelatinoznih organizmov pripisala zmoznosti
ucinkovitejSe izrabe dostopnih hranilnih snovi v primerjavi z drugimi vrstami, zmoznosti
izogibanja plenilcem in hitre reprodukcije. Purcell in sod. (2007) navajajo, da se
meduze pojavljajo v tako velikem Stevilu zaradi menjavanje spolnega in nespolnega
razmnozevanja. Masovni pojavi meduz so kratkotrajni, trajajoCi nekaj tednov ali
mesecev, nato pa Stevilo osebkov populacije hitro upade, potone in se razgradi (West
in sod., 2009). Pojavljajo se predvsem v estuarjih in delno zaprtih morskih ekosistemih
po svetu (Purcell, 1999), vendar jih lahko opazimo tudi v odprtih oceanskih vodah.
Vedji problem predstavljajo mnozi¢na pojavljanja v delno zaprtih in obalnih habitatih,
kier navadno meduze nimajo naravnega sovraznika. Elementi, ki jih meduze
asimilirajo, se kopicijo v njihovi biomasi in se ne prenesejo v visje troficne nivoje, kar
lahko negativno vpliva na krozenje elementov in prenos energije.

V zadnjih letih so po svetu opazene masovne populacije dvajsetih vrst klobucnjaskih
meduz (Richardson in sod., 2009), ki v ve€ini primerov pripadajo redom
Semaeostomeae in Rhizostomeae (Hammer in Dawson, 2009). Podatki masovnih
pojavov klobuénjaskih meduz po svetu so zbrani v spodnji preglednici in sicer za vrste:
Aurelia spp., Chrysaora hysoscella, Cotylorhiza tuberculata, Cyanea capillata,
Nemopilema nomurai, Pelagia noctiluca, Periphylla periphylla, Rhizostoma pulmo,
Sanderia malayensis. Najpogosteje se kot mozne povzro€itelje za mnozi¢na pojavljanja
meduz po svetu omenja antropogene vplive, kamor spadajo prekomerni ribolov (8
vrst meduz), evtrofikacija (5 vrst meduz), grajene strukture (4 vrst meduz), invazija
tujerodnih vrst Zelatinoznega planktona (3 vrst meduz) in akvakultura (2 vrsti meduz).
Poleg antropogenih dejavnikov, pa lahko na Stevilénost populacije vplivajo tudi
dejavniki okolja, kot so klimatske spremembe (6 vrst meduz) (Purcell in sod., 2007).
Povzetek literaturnih podakov lokacij, vrste meduz po svetu z navedenimi moznimi
vzroki mnozi¢nega pojavljanja meduz je podan v preglednici 1.



Preglednica 1. Povzetek literaturnin podatkov lokacij in vrste meduz po svetu z
navedenimi moznimi vzroki mnozi¢nega pojavijanja (povzeto po Purcell in sod., 2007)
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Mnozi¢na pojavljanja klobuénjakov v Sredozemlju in severnem Jadranskem morju

V zadnjih 200 letih so bila masovna pojavljanja skifomeduze mesecinke zabeleZzena v
povpre€ju na vsakih 12 let, v zahodnem delu Sredozemskega morja (Goy in sod.,
1989). MnoZi¢na pojavljanja mesecink v Sredozemskem morju so v zadnjih desetletjih
povzrocCila sploSen preplah med ljudmi, predvsem zaradi nevarnosti ozigov, kar ogroza
turizem, ki predstavlja enega izmed glavnih virov dohodka za sredozemske drzave.
Poleg turizma pa ogrozajo tudi ribiStvo, saj se goste populacije meduz ujamejo v ribiske
mreze in tako zmanjsajo koli¢ino ulova (Purcell in sod., 1999). Odsotnost bentoSkega
stadija v Zivljenjskem krogu omogota mesecinki vecjo razprdenost kot pri drugih
vrstah, zato lahko v€asih populacije mese€ink opazimo tudi izven obi¢ajnega obmocja
razSirjenosti (Malej in Malej, 2004). Med leti 1977-1986 in 2004-2007, kot tudi v
preteklosti, so bila zabelezena mnozi€na pojavljanja mesecink tudi v severnem
Jadranskem morju (Kogovsek in sod., 2009).

Uhati klobu€njak se mnozi¢no pojavlja ob obalah v Sredozemlju, predvsem v zaprtih in
delno zaprtih morskih ekosistemih. Pogosta mnoZi¢na pojavljanja uhatega klobucnjaka
so bila zabelezena v severnem Jadranskem morju v delno zaprtih zalivih in lagunah, pa
tudi v jezerih kot je Mljetsko jezero (Benovi¢ in Luci¢, 2001; Malej in sod., 2007).

Lotan in sod. (1994) v preglednem C¢lanku navajajo pozitivno korelacijo med
onesnazenostjo morja in gostimi populacijami meduz klobu¢njaka Rhopilema v obalnih
vodah Mersinovega zaliva v Tur€iji in uhatega klobu¢njaka v Egejskem morju. Pri
prekomernem onesnazenju morja pride do pove€anega vnosa anorganskih in
organskih hranilnih snovi, kar vodi v evtrofikacijo. Posledica evtrofikacije je pove€ana
produkcija in kopi¢enje biomase organizmov v razli€nih trofiCnih nivojih, motnost
vodnega stolpca in hipoksija (Arai, 2001; Benovi¢ in sod., 2000; Purcell in sod., 2001).
Nastale razmere favorizirajo razsirjanje meduz, saj so na nizje koncentracije kisika in
motnost vodnega stolpca bolj odporne, medtem ko se ribe takim razmeram izogibajo
(Arai, 2001). Z opazovanjem pojavljanja Rhopileme nomadice skozi vse leto, so Lotan
in sod. (1994) prekomerno pojavljanje meduz pripisali presezku hranil v vodi in
narascajoCi temperaturi.

V letu 2003 in 2004 so bila zabeleZzena masovna pojavljanja morskega klobuka v
severnem Jadranskem morju (KogovS$ek in sod., 2009). Najbolj pogosta pojavijanja
morskega klobuka so ob vzhodnih sredozemskih obalah v poletnih mesecih. Ceprav za
morski klobuk niso tako znacilna mnozi¢na pojavljanja ob obalah, pa so bila leta 1972,
1979 in 1986 ob obalah Libanona zabeleZzena obdobja s prekomerno Stevilénostjo
populacije (Lakkis, 1987). V letu 1986 je bila populacija Steviléno izrazitejSa v obdobju
od konca maja do sredine avgusta, z najvi§jo gostoto v juliju. Avtor je vzrok za izbruh
populacije pripisal nenadnemu poviSanju temperature povrSinske vode v maju ter
spremembi slanosti. Posledi€éno temperatura v okolju vpliva na primarno in sekundarno
produkcijo v morju ter s tem na koli¢ino hrane za meduzo. Poleg omenjenega podrocja
se je istoCasno v letu 1986 morski klobuk v prekomernem Stevilu pojavil ob obalah
Sirije. Goste populacije pa so bile opazene tudi ob obalah Toskane v Italiji (10 julij,
2003) in zahodni Franciji blizu La Rochelle (15 avgust, 2003), (Lilley in sod., 2009).

S preveliko abundanco klobuénjakov se od leta 1995 sooc¢ajo tudi v laguni Mar Menor v
Spaniji. MnozZiéna pojavljanja so se pojavila po odprtju kanala, s &imer se je v laguni
zmanjsala slanost od 52 na 45 PSU (angl. practical salinity unit — prakticna enota
slanosti). Poleg tega je obmoéje podvrZzeno velikemu onesnazevanju iz kmetijskih
povrSin in urbanih naselij. Najve€ nevSecCnosti jim v poletnih mesecih povzroCata
meduzi morskega klobuka in morske cvetaCe (Cotylorhiza tuberculata). NajviSja



gostota omenjenih klobu€njakov je bila zabelezena poleti 1997 (Perez in sod., 2002).
Nekateri avtorji, kot mozni vzrok za vse ve€jo abundanco novo naseljenih populacij
klobu&njaskih meduz, pripisujejo visoki koncentraciji duSika (N) v vodi (Purcell, 2007).

2.2 Vpliv mnozi¢nega pojavljanja klobu¢njakov na morski ekosistem

Veliko ¢asa je med znanstveniki veljala paradigma o meduzah kot slepem koncu
prehranjevalne verige, ki pa danes ne velja ve¢. Meduze predstavljajo pomembni &len
v morskih zdruzbah, tako v vlogi plenilcev kot tudi redkeje plena, s ¢imer vplivajo na
kroZzenje organske snovi in prenos energije prek prehranjevalne verige. Predvsem v
odprtih oceanskih vodah predstavljajo meduze hrano nekaterim vrstam ekonomsko
pomembnih rib (Purcell in Arai, 2001), morskim Zelvam (Witt in sod., 2007) in celo
nekaterim meduzam (Arai, 2005). V primerjavi z drugimi morskimi organizmi, imajo
meduze zelo nizko energijsko gostoto na mokro maso, pa vendar so se nekatere vecje
morske Zelve, kot je orjaSka usnjata (Dermochelys coriacea) in riba morski mesec
(Mola Mola) sposobne dlje ¢asa prehranjevati z njimi (Doyle in sod., 2007). V obdobju,
ko se meduze pojavljajo v visokem Stevilu, izvajajo moc€an plenilski pritisk na
mikrozooplankton in mezozooplankton (Larson, 1986), s &imer v svojo biomaso
akumulirajo velike koli€ine biolosko pomembnih elementov in energije, ki pa se, ob
odsotnosti njihovih plenilcev, predvsem v delno zaprtih in obalnih habitatih, ne
prenesejo na visje trofi€ne nivoje. Meduze lahko tako vplivajo na kroZenje elementov in
prenos energije.

Z neposrednim plenilskim vplivom na mezozooplankton in mikrozooplankton, pa
meduze posredno vplivajo na kopienje biomase fitoplanktona. Na povezavo med
meduzami in kopi¢enjem fitoplanktona so Ze opozarjali (Vasas in sod., 2007), medtem
ko so Pitt in sodelavci (2007) empiricno dokazali, da sinergizem visoke abundance
meduz in evtrofikacije pozitivno vpliva na pojav rdecih plim. Dodatno klobucnjaske
meduze s svojim metabolizmom v okolje izloajo hranila, predvsem amonij (NH;") in
fosfat (PO,%), s &imer v obdobju visoke Stevilénosti prispevajo velike koligine dusika in
fosforja za spodbuditev primarne produkcije fitoplanktona (Schneider, 1989; Pitt in
sod., 2005; Shimauchi in Uye, 2007; Tinta in sod., 2010). Nadalje lahko Stevilcnost
fitoplanktona povzro€i motnost v vodnem stolpcu, kar ponovno privede do razgradnje
organske snovi in zmanjSevanja koncentracij kisika. V takem okolju imajo klobuénjaki
selektivno prednost pred drugimi organizmi, ker tolerirajo obmocja niZjih koncentracij
kisika (Purcell in Arai, 2001).

PoveCana abundantnost klobu€njaskih meduz v morskem okolju lahko privede tudi do
zmanj$anja populacij rib, bodisi zaradi tekmovanja med meduzami in planktivornimi
ribami za hrano, ali zaradi prehranjevanja skifomeduz z jaj¢eci in li¢inkami rib (Purcell
in Arai, 2001). Vedno veC je podatkov, da so zaradi prelova rib, meduze, ki so niZje na
prehranjevalni verigi zasedle prehrambeno niSo, ki so jo zasedale ribe (Jackson in
sod., 2001; Daskalov in sod., 2007).

Plenilski pritisk klobuénjakov na zooplankton omogoca tudi porast bakterijske biomase.
Meduze vplivajo na bakterijsko populacijo posredno (Turk in sod. 2008), z izvajanjem
mocnega plenilskega pritiska na bakteriovore, kot tudi neposredno, z izlo€anjem hranil
in raztopljene organske snovi v vodni stolpec (Titelman in sod., 2006; Tinta in sod.,
2010). Turk in sod. (2008) so v morskih jezerih na juznojadranskem otoku Miljet z in situ
poskusi pokazali, da se je v prisotnosti meduz povecala bakterijska abundanca in
produkcija kot posledica plenjenja bakteriovorov in verjetno tudi dodatnega spro$¢anja



raztopljene organske snovi. Koli¢ina raztopljene organske snovi, ki jo v okolje izloajo
klobu¢njaSke meduze, je v primerjavi s koli€¢ino raztopljenega organskega ogljika,
nastalega s primarno produkcijo nizka, pa vendar lahko v oligotrofnih obmocjih igra
pomembno viogo (Hannson in Norman, 1995).

V Casu masovnega pojavljanja klobu€njaskin meduz, lahko odmrle populacije
predstavlijajo pomemben vir ogljika (C) ne le v vodnem stolpcu temve¢ tudi na
morskem dnu. Billett in sod. (2006) so v letih z ve€jo abundanco meduz v Arabskem
morju ocenili, da se v obliki meduzne biomase nakopi¢i kar 78 g ogljika/m?. Odmrla
meduzna populacija je tako lahko pomemben vir energije in ogliika za bentoSke
organizme in predvem bakterije. Prvi€¢ so razgradnjo meduznega materiala z naravno
morsko bakterijsko zdruzbo potrdili Titelman in sodelavci (2006) in kasneje Se West in
sod. (2009). Veliko recikliranje elementov in pove€ana poraba kisika ob razgradnji
odmrle biomase, lahko pripelje do hipoksije, predvsem v polzaprtih in zaprtih morjih po
svetu (Pitt in sod., 2009).

2.3 Opis klobu¢njaskih meduz

2.3.1 Uhati klobué¢njak (Aurelia spp.) in zivljenjski krog

Rod Aurelia naseljuje vsa morja sveta. RazSirjena je vse od 40 stopinj juzno do 70
stopinj severno od ekvatorja. Poleg Trzaskega zaliva v severnem Jadranskem morju,
naseljuje tudi ostale predele Jadranskega in Mediteranskega morja, Crno morje, morja
v severno-zahodni Evropi, na Japonskem in nekatera morja Severne Amerike. Stevilne
so tudi v nekaterih zaprtih morskih sistemih, npr. Mljetsko jezero (Lucas, 2001; Turk in
sod., 2007). Ceprav je kozmopolitka vrsta, ji bolj kot odprte vode, odgovarjajo plitkej$a
obalna podrocja, fjordi in estuarji. Prilagodljivost uhatega klobu¢njaka se kaze v
razSirjenosti vrste v razlicnih morskih okoljih, ki se med seboj mo¢no razlikujejo v
temperaturi, slanosti in troficnem stanju (Lucas, 2001).

Meduza uhatega klobucnjaka ima znacilno obliko deznika. Telo je sestavljeno iz dveh
vrst celic, epiderma in gastroderma. Epiderm so celice, ki tvorijo povrhnjico, medtem ko
je gastroderm plast celic, ki obdajajo gastrovaskularno votlino. Med obema plastema
celic je zdrizasta snov imenovana mezogleja, ki je veCinoma brez celic. Odrasla
meduza ima prosojni klobuk, s premerom od 20 do 30 cm in 16 glavnih lovk z dolZino
do 25 cm. Rob klobuka je razdeljen na osem reznjev in je posut s Stevilnimi kratkimi
lovkami. Zunanja povrhnjica lovk vsebuje celice knidocite, ki vsebujejo ozigalke. Med
reznji so Cutilni organi ropaliji, ki meduzi sluzijo kot vid in kot &utilo za ravnotezje.
Gastrovaskularna votlina lezi na spodnji strani klobuka in ima funkcijo prebavil in
krvozilia. V votlino vodi ustna odprtina, ki je posuta z ozZigalkami. Okrog ust so
namesCene §tiri obustne krpe 2z nagubanimi robovi (Turk, 2007). Na dnu
gastrovaskularne votline ima spolno zrela meduza razvite Stiri spolne Zleze (gonade), ki
so vijoli€no obarvane in imajo obliko podkve.

Uhati klobuénjak se prehranjuje s planktonom, v katerem so razli¢ni planktonski raki in
licCinke Skoljk, deseteronozcev in drugih morskih zivali, prehranjuje pa se tudi z ribjimi
ikrami ter drugim zooplanktonom. Sam pa je plen klobu¢njakom Cyanea capillata in
Aequorea victoria in vrsti morskega polZza Coryphella verrucosa ter nekaterih rib in Zelv
(Bishop in sod., 2006).



Zivljenjski krog uhatega klobuénjaka obsega menjavanje spolne in nespolne generacije
(metageneza). Generacijo, ki se spolno razmnoZuje predstavlja prosto plavajoCa
meduza, medtem ko nespolno generacijo predstavlja bentoski polip. Odrasla meduza
je lo€enih spolov. Meduza je spolno zrela, ko doseze maksimalno velikost (Arai, 1997).
Samica jajCeca zadrZi v gastrovaskularni votlini, kjer pride do notranje oploditve.
Zarodek se razvije v prosto plavajoco licinko planulo, ki se kmalu potopi in pritrdi na
ustrezen substrat na morskem dnu. Po pritrditvi se razvije v polip. Zrel polip se
razmnozuje nespolno z vegetativnim brstenjem in strobilacijo, pri ¢emer se tvorijo efire.
Brstenje polipa poteka z vzdolzno delitvijo starSevskega polipa, ki se razdeli na dva
enakopravna dela ali s tvorbo stranskih brstov. Strobilacija je najpogostejSi nacin
nespolnega razmnozZevanja pri uhatem klobuénjaku. Polip se podaljSa in pod lovkami
se tvorijo precni zavihki. V tej fazi nastanejo zametki efire, ki se kmalu odcepi. Efira se
razvije v odraslo meduzo.

Slika 1: Uhati klobuénjak (Aurelia spp.) (foto: Tihomir Makovec)

2.3.2 Mesecinka (Pelagia noctiluca) in zivljenjski krog

Mesecinka Zivi v toplejSih in zmernejSih pasovih. Pogosto se pojavlja v Atlantiku in
Sredozemskem morju. MnoZi¢na pojavljanja teh Zivali so opaZena tudi v srednjem in
juznem Jadranu. MesecCinka spada med manjSe klobuénjaSke meduze, s premerom
klobuka do 10 cm (Mayer,1910). Polkrozni klobuk je lahko razli¢nih barv, od svetlo
rdeCe do slezenasto rjave ali Skrlatne. Na robu klobuka ima 16 robnih krp, izpod
katerega visi 8 lovk in 8 Cutnih betiCev (Turk, 2007). DolZzina posamezne lovke je
priblizno dvakrat vecja od premera klobuka in se lahko raztegne do 3 m. Lovke so zelo
elasti€ne in pokrite z ozigalnimi celicami (nematocistami). Njena posebnost je v tem, da
je sposobna ustvarjati svetlobo (bioluminiscenco).

Vecinoma se prehranjuje z morskimi plas¢arji, manjS§imi meduzami, ceponoZci ter
ribjimi jaj€éecami in mladicami (Malej, 1989; Zavodnik, 1991; Hayward in sod., 1996).
Plen ujame s pomocjo ozigalnih celic, ki so napolnjene s strupeno tekocino. Ko se Zival
ali ¢lovek dotakne oZigalke, se sproZi in izbrizga strup. S tem plen omrtvi€i in ga z
lovkami ter ustnimi rameni spravi skozi usta v telesno votlino na spodniji strani klobuka.
Neprebavljene ostanke skozi isto votlino izlo€i. OZigalke ne sluZijo samo za omrtvi€enje
plena, temve€ tudi za obrambo. MeseCinka ima kar nekaj plenilcev, najbolj ranljiva
zanje je v stopnji efire.


http://www.google.com/imgres?imgurl=http://www.mbss.org/portal/images/stories/food/aurelia-aurita_v.jpg&imgrefurl=http://www.mbss.org/portal/index.php?option=com_content&task=view&id=82&Itemid=9&usg=__C1NCeyEmo_eTSCJJtQW3N9IAQrg=&h=225&w=300&sz=14&hl=sl&start=29&sig2=gW-tTVDi_KIsqMJQrdKxhQ&zoom=1&tbnid=YkdFNBYz5hLWUM:&tbnh=162&tbnw=238&ei=wFhJTdDzBIKC8ga996ykDg&prev=/images?q=pelagia+noctiluca+mese%C4%8Dinka&hl=sl&sa=X&rlz=1R2RNRM_enSI414&biw=1419&bih=687&tbs=isch:1&itbs=1&iact=hc&vpx=876&vpy=428&dur=2797&hovh=180&hovw=240&tx=144&ty=85&oei=lVhJTb2vI4Tm4AaHt-HUCw&esq=2&page=2&ndsp=16&ved=1t:429,r:14,s:29

MesecCinka se od vecine drugih klobu€njakov razlikuje v tem, da v svojem zivljenjskem
krogu nima pritrjenega polipa. Mlada meduza se razvije neposredno iz planule. Odrasle
meduze so loCenih spolov in se razmnozujejo spolno. Spolne celice, ki nastanejo v
meduzi so sproS¢ene v okolje, kjer pride do zunanje oploditve. Po zdruzitvi semencice
z jajCecem se razvije omigetalCena liinka (planula). Ker je mesecinka v svojem razvoju
izgubila polipni stadij se iz planule razvije mlada meduza (efira). Efira se nato hitro
razvije v odraslo meduzo, s ¢imer zaklju€i zivljenjski krog (Banister in Campbell, 1985;
Calder, 2000).

i ’l.

Slika 2: Mesecinka (Pelagia noctiluca) (foto: Wikipedia.org)
2.3.3 Morski klobuk (Rhizostoma pulmo) in zivljenjski krog

Meduza morskega klobuka se v Mediteranu pogosto pojavlja, pogosto pa je opazena
tudi v Severnem in Juznem Atlantskem oceanu ter Rde¢em in Crnem morju. Prisotna
je skozi celo leto, vendar je najbolj mnozi¢no zastopana v poletnih mesecih od junija do
avgusta, ko poteka strobilacija in tvorjenje efir. Zrelostno obdobje nastopi v avgustu in
septembru. Takrat pogosto opazimo odrasle meduze, ki se mnozi¢no pojavljajo blizu
obal. Odrasle posamezne meduze se obfasno pojavljajo sredi zime (Mayer, 1910).

Meduza morskega klobuka je zvonaste oblike in &vrsta, brez lovk na robu klobuka.
Zgrajena je iz dveh zarodnih plasti ektoderma in endoderma med katerima je
mezogleja. PovrSina klobuka je drobno granulirana z posameznimi nematocistami.
Premer klobuka meri od 15 do 60 cm, izjemoma pa doseze velikost tudi do 90 cm. Rob
klobuka je sestavljen iz 80 majhnih krpic polkroZne oblike, med katerimi je namescenih
8 parov Cutilnih organov (ropaliji). Barva klobuka je lahko razli€na, od mle€no rumene
do rdeCkaste, medtem ko so robne krpe modrikaste do vijoli€éne barve (Turk, 2007).
Dno gastralne votline je razdeljeno na &tiri interradialne trikotne povrsine, med katerimi
se nahaja rezasta ugreznina, ki vodi do bazalnega dela ustnega stoZzca. Mezoglejske
odebelitve v gastralni votlini so na vrhu te votline popolnoma zrasle in pri tem je izvorna
gastralna votlina popolnoma zaprta. Sestnajst radialnih kanalov vodi od gastralne
votline do roba klobuka, kjer se zdruZijo v primarni krozni kanal, ki pa je prisoten samo
v stadiju efire. V odrasli meduzi ti kanali tvorijo sekundarni krozni kanal, ki ima viogo
glavnega kroZnega kanala. Na spodniji strani klobuka je ustni stoZec, na katerem je 16
epolet sestavljenih iz nagubanih trakastih struktur. Epolete s sekundarnimi ustnimi
odprtinami so lahko obarvane oranzno rumeno do rjavkasto rdeCe ali rjavo. Pod
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epoletami je osem ustnih ramen urejenih v Stiri pare. Na vsakem ustnem ramenu se
nahaja naguban trikrilni del z ustnimi odprtinami, ki jim sledi gladek podaljSan kon¢&ni
privesek brez ustnih odprtin (Mayer, 1910). Morski klobuki se hranijo s planktonom. V
Casu stradanja se lahko meduzam zmanj$a teza na 12 do 7 % izhodiS¢ne teze
(Russell, 1970).

V Zivljenjskem krogu morskega klobuka se izmenjujeta pritrjen polip in prostoziveca
meduza. Meduze so lo€enega spola in sprostijo spolne celice v vodo. Iz oplojenega
jajCeca se razvije prosto plavajo¢a omigetal¢ena liCinka planula, ki se pritrdi na podlago
ter razvije v polip. Novi polipi lahko nastajajo s tvorbo stranskih brstov na polipu ali pa z
odcepitvijo bazalnega dela polipa, ki se oblikuje v mirujoo tvorbo, obdano s hitinom
(podocista), in je namenjena prezivetju neugodnih razmer. V ugodnih razmerah se
polip nespolno razmnoZzuje s strobilacijo. Telo polipa se podaljSa in pod lovkami se
tvorijo pre€ni zavihki. Vrhnji zavihek je tudi najbolj zrel in se po doloEenem ¢asu odcepi
in splava kot zelo mlada meduza, imenovana efira. Efira se v treh do §tirih tednih
razvije v odraslo in spolno zrelo meduzo.

< E A
,rl‘m:?-kﬂ

Slika 3: Morski klobuk (Rhizostoma pulmo) (foto: Tihomir Makovec)
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2.4 Raziskave o biokemicni in elementni sestavi klobu¢njaskih meduz

Znanje o biokemiéni in elementni sestavi meduz predstavlja osnovo za razumevanje in
dolo¢anje biomase populacije, prenosa energije prek prehranjevalne verige ter za
oceno doprinosa organske snovi na morskem dnu prek razgradnje odmrlih meduz
(Percy in Fife, 1981). Billett in sod. (2006) so v letih z ve€jo abundanco meduz v
Arabskem morju ocenili, da se v obliki meduzne biomase na dno poseda tudi do 78 g
C/m?, kar lahko predstavlja pomemben vir ogljika za bentoske organizme in bakterije.
Heterotrofne morske bakterije odmrlo meduzno tkivo razgradijo z zunajceliCnimi
hidroliti€nimi encimi. Produkti razgradnje beljakovin (amini, proste aminokisline)
prispevajo k celotni koncentraciji raztopljenega organskega in anorganskega dusika v
okoljski morski vodi, razgradni produkti lipidov (fosfolipidi v celicnih membranah) in
nukleinskih kislin pa prispevajo k celotni koncentraciji raztopljenega organskega
fosforja (Arai, 1997). Poleg velikega recikliranja elementov, pa lahko ob razgradnji
odmrle biomase pride do pove€ane porabe kisika, kar lahko privede do lokalne
hipoksije in posledi¢no do sprememb v delovanju ekosistema (West in sod., 2009;
Tinta in sod. 2010).

Zanimanje za Studije elementne in biokemi¢ne sestave Zelatinoznega planktona so se
zacCele Sele v zadnjih letih, z vse vecjim zavedanjem pomembnosti teh predatorjev v
vodah priobalnih morij (Clarke in sod.,1992). Prve empiri¢ne raziskave o biokemi¢ni
sestavi meduz so predstavili Percy in Fife (1981), Schneider (1988a), Arai in sod.
(1989) in Clarke in sod. (1992). Izsledki raziskav kazejo, da najvelji delez v telesu
meduz predstavljata voda (~ 95 % mokre mase) in sol (~ 70 % suhe mase). Organski
delez znaSa manj kot 3 % mokre mase, od tega predstavljajo proteini vec€inski delez (~
5-30 % suhe mase), nato lipidi (~ 2-10 % suhe mase) in ogljikovi hidrati (~ 0,5-1,7 %
suhe mase) (Lucas, 2008). V meduzah imajo proteini razlicne funkcije, od strukturnih
proteinov, ki se nahajajo v nematocistah in kolagenskih vlaknih mezogleje, kot tudi
encimov, toksinov in pigmentov (Pitt in sod., 2009). Meduze si elemente pridobijo z
asimiliranjem organske snovi iz zauZitega plena, privzemanja majhnih koli€in
raztopljenega ogljika, nekatere vrste pa tudi aktivno privzemajo snovi v raztopljeni
anorganski obliki (Pitt in sod., 2009).

BiokemiCna sestava je razlicha v posameznih delih telesa meduze in je pogojena z
velikostjo meduze oz. njeno starostjo in spolno zrelostjo. To je bil predmet raziskave
Lucas (1994), ki je preuCevala biokemi&no sestavo uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.)
v Southampton Water. Rezultati raziskav so potrdili, da je sestava uhatega klobu¢njaka
tipina za Zelatinozne organizme, z zelo nizko vsebnostjo ogljikovih hidratov (0,10-1,12
% suhe mase), srednje vrednosti lipidov (3,50-11,50 % suhe mase) in najvi§jo
vrednostjo proteinov (2,07-28,56 % suhe mase). Testirala je tudi, kakSna je sestava
meduze v posameznih delih telesa. Biokemina sestava posameznih delov
klobu&njakov vecjih od 50 mm je pokazala, da so vrednosti organskega dela v gonadah
(proteinov 4,38-22,98 %, lipidov 2,59-6,08 % in ogljikovih hidratov 1,08—-2,10 % suhe
mase) v primerjavi z vrednostmi v tkivih klobuka (proteinov 2,43-8,31 %, lipidov 0,87—
2,91 % in ogljikovih hidratov 0,33-0,85 % suhe mase) vecje. V izoliranih ustnih ramen
je biokemicna sestava podobna sestavi gonad. Ugotovila je tudi, da je v velikostnem
razredu meduz od 60 do 110 mm najviSja vsebnost proteinov, medtem ko se z rastjo
meduz vsebnost proteinov ob&utno manjsa. PriSla je do zakljuCkov, da hitra rast in
zrelost meduz v velikostnem razredu od 60 do 110 mm sovpada s spomladanskim
vrhom mezozooplanktona v Southampton Water, medtem ko je upadanje proteinov v
vecjih velikostnih razredih pripisala odmiranju meduz.
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V kasnejSih literaturnih podatkih (Arai, 1997) je bila prav tako ugotovljena razlicna
razporeditev beljakovin, lipidov in ogljikovih hidratov po posameznih telesnih delih
raziskave pokazale razlicno biokemitno sestavo med razlicnimi vrstami meduz.
Proteinska sestava ustnih ramen uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.) je v povprecju 7,3
%, medtem ko v morskem klobuku predstavlja v povprecju 27 % tkiva. Ustna ramena
morskega klobuka so v primerjavi z uhatim klobu¢njakom vecja, kar se posledi¢no
odraza v viSji vsebnosti proteinov.

Elementno sestavo (C, N) razli¢nih vrst meduz so prvi€ analizirani Schneider in Weisse
(1985), Larson (1986b) in Schneider (1988b). lIzsledki raziskav elementne sestave
skifomeduz kaZejo, da se vrednosti za ogljik gibljejo med 4-15 % suhe mase, vrednosti
za dusik pa med 1-4 % suhe mase. Velika koliCina proteinov v tkivih se odraza v
razmeroma nizkem razmerju C/N od 3,4 do 4,3 (Larson, 1986b). Tako kot biokemitna
sestava je tudi elementna sestava razli€na v posameznih delih telesa meduze in je
pogojena z velikostjo in spolno zrelostjo meduze. Analize uhatega klobu€njaka so
pokazale, da so najviSje vsebnosti ogljika in dudika v tkivih gonad (12-17 % C in 3-5 %
N) (Schneider, 1988b). Poleg razlik v biokemicni in elementni sestavi v razli¢nih delih
telesa meduze, pa so razlike prisotne tudi med razli¢nimi vrstami meduz. Pri analizah
uhatega klobuénjaka so vsebnosti za ogljik v povprecju 4,3 % suhe mase in 1,3 % za
dusik, medtem ko so v mesecinki vsebnosti ogljika nekoliko visje (9 % suhe mase in 1
% dus$ika) (Larson, 1986b).

V spodnji preglednici (preglednica 2) so povzeti literaturni podatki biokemic¢ne in
elementne sestave glavnih vrst zooplanktona. Podatki kaZejo, da ima Zelatinozni
zooplankton v telesu vi§jo vsebnost vode, v primerjavi z drugim nezelatinoznim
zooplanktonom, medtem ko so vsebnosti C, N ter organskega dela (proteini, lipidi in
ogljikovi hidrati) v Zelatinoznem zooplanktonu niZje. Razlike v sestavi so vidne tudi
znotraj Zelatinoznih vrst organizmov. V sploSnem imajo meduze visje vsebnosti ogljika,
dusika, proteinov in lipidov, kot ctenofore.
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Preglednica 2: Literaturni podatki elementne (ogljik in dusik) in biokemi¢ne sestave (proteini, lipidi in ogljikovi hidrati) Zelatinoznega in
neZelatinoznega zooplanktona. Vsebnost vode je izraZzena kot % mokre mase, medtem ko so ostale vrednosti izraZzene kot % suhe mase
(povzeto po Bailey in sod., 1995).

Vrste Voda | Ogliik | Dusik Proteini Lipidi Calikovi viri
Zelatinozne vrste
Ctenofore
B. fosteri 96,19 0,82 0,2 0,6 0,38 0,24 Bailey in sod. (1994); (1995)
P. pileus 96,05 3,68 0,74 3,7 1,24 0,97 Hoeger (1983); Schneider (1982)
Meduze
Aeginura grimaldii 95,61 6,73 1,67 7,8 1,82 0,53 Bailey in sod. (1995)
Aurelia spp. 98,00 5,20 1,40 59 1,9 2,8 Schneider (1988a)
Nezelatinozne vrste

Raki
S. phorcus 77,5 42,76 10,36 54,13 20,53 0,62 Childress in Nygaard (1974)
S. henseni 75,5 36,86 10,57 44,45 5,59 0,41 Donnelly in sod. (1993)
Ribe
Avocettina sp. 80,7 41,35 9,95 37,77 14,66 0,57 Childress in Nygaard (1973)
Stomjas atriventer 80,9 46,86 7,07 30,89 37,17 0,42 Childress in Nygaard (1973)
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Materiali in oprema

3.1.1 Materiali

V diplomski nalogi sem uporabila vzorce sledecih klobu¢njaskih meduz:
e uhatega klobucnjaka (Aurelia spp.),
e mesecCinke (Pelagia noctiluca)
¢ in morskega klobuka (Rhizostoma pulmo).

3.1.2 Laboratorijska oprema

Pri laboratorijskemu delu sem uporabljala naprave in pripomocke opisane v Preglednici

3.

Preglednica 3: Laboratorijska oprema, ki sem jo uporabila pri laboratorijskem delu

Oprema Model, tip Proizvajalec

avtomatska pipeta 0,5-10uL Transferpette®S Brand (Nemcija)

avtomatska pipeta 100-1000 uL

avtomatska pipeta 10-100 uL Research Eppendorf (Nemdcija)

avtomatska pipeta 500-2500 pL Reference

avtomatska pipeta 500-5000 pL Research

CHN analizator EAl1l Carlo Erba Instruments

(Italija)

centrifuga 5417R Eppendorf (Nemcija)
5804R

eksikator

epruvete sterilne,razli¢ni Sardsted (Nemcija)
volumni

elektricno magnetno mesalo Type RTCB Ika® lka-Werke (Nemcija)

homogenizator Ultra-Turnax, Ika® |ka-W erke (Nemcija)
Typel8710

laboratorijska tehtnica 0-210g BP 211D Sartorius (Nemdija)

laboratorijska tehtnica 0-1500g TE 1502S

liofilizator Alfa 1-4 Christ (Nemcija)

refraktometer S/Milli-E Atago

spektrofotometer Lamda 14 UV/VIS | Perkin Elmer inc. (ZDA)

suSilnik Tip I-50 Kambi€ (Slovenija)

vodna kopel WB-45ST Kambic¢ (Slovenija)

vortex TypeT Ika® |ka-W erke (Nemcija)
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3.1.3 Kemikalije in puferske raztopine

Pri delu sem uporabljala analitsko Ciste reagente in kemikalije sledecih proizvajalcev:
Sigma, Merck in Aldrich. Za pripravo vseh raztopin sem uporabljala deionizirano (miliQ)
vodo (Millipore). Kemikalije, ki sem jih uporabljala pri posameznih eksperimentih, so
natanéno navedene v opisu razlicnih eksperimentalnih metod. Uporabljala sem

predvsem:

Kot ekstrakcijsko sredstvo za spro$€anje proteinov iz tkivih meduz sem uporabljala

komplet za dolo¢anje koli¢ine proteinov (Bio Rad Protein Assay Kit; Bio Rad

Laboratories GmbH, Nemcija)

komplet za doloCanje koliine proteinov v vzorcih, ki za proteinski standard
uporablja goveji serumski albumin (BSA) (Quanti Pro BCA Assay Kit; Sigma-

Aldrich, Inc.)

celulozne dializne membrane MW CO:1000 Da (Spectra/Por)

sledece pufre:

» 10x PBS (pH =7,3):

1,4 M NaCl

27 mM KCI

101 mM Na,HPO,
18 mM KH,PO,

Pufer za lizol (P1):

1x PBS

5mMDTT
5mMEDTA

0,1 % Triton X-100

10 % glicerol
deionizirana miliQ voda

Pufer za lizo 2 (P2):

1x PBS

0,5 mM EDTA

0,1 % Triton X-100

1 % glicerol
deionizirana miliQ voda

Pufer za lizo 3 (P3):

1x PBS

0,5 mM EDTA

5 % Triton X-100

1 % glicerol
deionizirana miliQ voda
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3.2 Metode

3.2.1 Vzorcenje na terenu

Meduze smo vzorCevali v TrzaSkem zalivu, kjer se meduze pojavljajo v vecjem Stevilu
ob&asno in juznem Jadranu, kjer so vse leto prisotne v velikem Stevilu.

Vzor€enja uhatega klobu¢njaka (Aurelia spp.) so bila opravljena v razlicnem ¢asovnem
obdobju v TrZzaskem zalivu in v sredozemskem slanem jezeru na otoku Mljet (Veliko
jezero, juzni Jadran). Vzoréenja mesecCinke (Pelagia noctiluca) in morskega klobuka
(Rhizostoma pulmo) pa so bila opravljena samo v TrZzaskem zalivu.

Vzorci klobu€njaskih meduz so bili odvzeti:

- marca in oktobra 2006 (Mljet)
- 18. oktobra 2006 (Trzaski zaliv)
- 11.januarja, 1. februarja, 6. marca, 20. aprila in 6. avgusta 2007 (Trzaski zaliv)

Meduze so bile vzor€ene s potapljaCi ali rono s plovila Sagita, ki je last Morske
bioloSke postaje, Nacionalnega instituta za biologijo. Pri vzoréenju s plovila so si
pomagali z mrezo za lovljenje meduz na daljSi palici. Na plovilu so bile takoj po
vzorcenju doloCene osnovne biometricne znacilnosti za vsako meduzo. Dolo¢en je bil
premer klobuka (2r) meduz in njena mokra teza (wet weight - WW) .

Vzorce so oznadili tako, da je iz oznake razvidno leto in mesec vzoréenja, vrsta
klobu¢njaka (RH - Rhizostoma pulmo, AA — Aurelia spp., PN — Pelagia noctiluca) ter
zaporedna Stevilka osebka. Vzorce klobu€njakov smo do analiz skladiscili na —30 °C.

Primer: 06/10/AA70

06 - leto vzor€enja

10 - mesec vzor€enja

AA - Aurelia spp.

70 - zaporedna Stevilka osebka

V diplomskem delu sem za dolo€itev biokemic¢ne sestave klobuénjakov uporabila 28
vzorcev meduz, nabranih v Trzaskem zalivu (Koprski in Piranski zaliv) in 9 vzorcev iz
Velikega jezera na otoku Mijet. Podrobnejsi podatki o vzorcih, katerim smo dolocali
proteinsko in elementno sestavo so opisani v preglednici 4.
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih vzorcev klobucnjaskih meduz za kemijsko

analizo
DATUM VZORCENJA MESTO VZORCENJA OZNAKA VZORCA
Oktober, 2006 Mljet 06/10/AA70
Oktober, 2006 Mljet 06/10/AA69
Oktober, 2006 Mljet 06/10/AA56
Oktober, 2006 Mljet 06/10/AA67
Oktober, 2006 Mljet 06/10/AA73
Marec, 2006 Mljet 06/03/AA43
Marec, 2006 Mljet 06/03/AA48
Marec, 2006 Mljet 06/03/AA38
Marec, 2006 Mljet 06/03/AA16
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA52
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA55
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA47
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA38
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA54
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA41
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA35
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA49
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA46
20.4.2007 Trzaski zaliv 07/04/AA45
06.3.2007 Trzaski zaliv 07/03/AA28
06.3.2007 Trzaski zaliv 07/03/AA48
06.3.2007 Trzaski zaliv 07/03/AA23
06.3.2007 Trzaski zaliv 07/03/AA49
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN0O4
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN37
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN68
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN14
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN23
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN10
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN0O9
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN61
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN44
18.10.2006 Trzaski zaliv 06/10/PN63
11.01.2007 Trzaski zaliv 07/01/RH2K
11.01.2007 Trzaski zaliv 07/01/RH2R
01.02.2007 Trzaski zaliv 07/02/RH2R
01.02.2007 Trzaski zaliv 07/02/RH2R
01.02.2007 Trzaski zaliv 07/02/RH11R
01.02.2007 Trzaski zaliv 07/02/RH11K
01.02.2007 Trzaski zaliv 07/02/RH10R
01.02.2007 Trzaski zaliv 07/02/RH10K
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3.2.2 Postopki priprave vzorcev

3.2.2.1 SuSenje meduz

Pred kemicno analizo sem meduze najprej posusila in sicer s postopkom suSenja v
liofilizatorju in suSenjem v susilniku pri 60 °C.

3.2.2.1.1 SuSenje v liofilizatorju

Posamezne zamrznjene meduze sem postavila na stojalo liofilizatorja in jih liofilizirala
3-5 dni. Trajanje suSenja je bilo odvisno od velikosti meduze. Pri relativno nizki
temperaturi (ca. — 50 °C) in tlaku (skoraj vakuumu) voda, ujeta v zamrznjenem vzorcu,
sublimira in se ujame na ohlajenem kovinskem obroCu. Ker delez vode v meduzah
predstavlja preko 95 odstotkov celotne teZze osebka, je suSenje nekoliko dolgotrajnejse.
V liofilizatorju sem suSila predvsem meduze manjSih velikostnih razredov. V primeru,
da je bil vzorec prevelik sem suSila le podvzorec, ki sem ga pripravila tako, da sem
predhodno homogenizirala celotno tkivo meduze s pomocjo rezalnika (homogenizator
Ika® Werke Ultra-Turrax tip 18710, ZDA).

3.2.2.1.2 Susenje v susilniku pri 60 °C

Cele zamrznjene meduze sem v aluminijastih posodah susila v suSilniku pri temperaturi
60 °C. Vsak dan sem s tehtanjem belezila spremembo mase. Pred tehtanjem sem
vzorec najprej postavila v eksikator, da se ohladi na sobno temperaturo in ga Sele nato
stehtala. To sem ponavljala vse do konstantne mase posameznega vzorca.

V primeru, da je bil vzorec prevelik, sem suSila le homogeniziran podvzorec. Meduzo
sem homogenizirala s pomocjo rezalnika (homogenizator Ika® Werke Ultra-Turrax tip
18710, ZDA). Pred podvzor€enjem sem homogenat dobro premeSala in ga susila na
nacin, kot je opisan zgoraj.

3.2.2.2 Homogenizacija posusenih meduz
Ko sem meduze posus$ila, sem si zabeleZila teZo posameznega vzorca in ga nato v
ahatni terilnici zdrobila v prah. Na ta nain homogeniziran vzorec sem uporabljala pri

nadaljnjih kemicnih analizah. V primeru, da analiz nisem opravila takoj, sem
homogenat meduz spravila na —30 °C.
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3.2.2.3 Dializa posuSenih meduz

Dializa je metoda, s katero lahko vzorec razsolimo ali zamenjamo pufrski sistem. Pri
dializi uporabljamo tanko semipermeabilno membrano z razli¢no velikimi porami (1- 50
kDa), dimenzijami in iz razlicnih materialov (npr. celofan — celulozni acetat,
nitroceluloza, koloidon). Metoda temelji na principu pasivne difuzije. Semipermeabilno
membrano prehajajo (prehajanje je lahko v obe smeri) le molekule, ki so manjSe od
velikosti por membrane.

Postopek dialize vzorcev:

Pri naSih eksperimentih smo uporabljali celulozne dializne vrecke s propustnostjo MW
1000 Da (Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO:1000). Dializne vreCke, ki so
originalno shranjene v pufrski raztopini natrijevega azida, sem pred uporabo dobro
sprala in jih zrezala na kose z dolzino priblizno 8 cm, velikost, ki je bila prilagojena
koli¢ini posameznega vzorca. Posamezne kose dializne vreCke sem nato pustila
namakati v deionizirani MilliQ vodi najmanj 30 minut pri sobni temperaturi. PosuSen
homogeniziran vzorec sem stresla v dializno vrecko in jo na zgornji in spodnji strani
zaprla s sponkama. Tako pripravljen vzorec sem potopila v ¢aso z deionizirano vodo in
pustila v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Naslednji dan sem z refraktometrom odcitala
slanost in nato zamenjala vodo v ¢a$i z dializno vre¢ko. To sem pocela toliko Casa,
dokler slanost ni padla na 0 PSU. Dializa je v ve€ini primerov trajala 2—3 dni. Na koncu
dialize sem sponke odprla in izlila vzorec v posodico, ga zamrznila in nato ponovno
liofilizirala. Suh material sem nato homogenizirala v ahatni terilnici in ga do analiz
skladis€ila v hladilni skrinji na temperaturi —30 °C.

3.2.3 Kemijske analize meduz

3.2.3.1 Dolocanje koncentracije proteinov

V diplomskem delu sem za doloanje koncentracije proteinov v vzorcih meduz
uporabila metodo po Bradfordu in metodo BCA.

3.2.3.1.1 Dolocanje koncentracije proteinov po Bradfordovi metodi

Metoda po Bradfordu (Bradford, 1976) je kolorimetri€na metoda pri kateri uporabljamo
reagent, ki vsebuje barvilo Commassie Briliant Blue G250.

Metoda temelji na vezavi kislega reagenta na proteinske komponente v vzorcu.
Reagent se s kislimi sulfonskimi kislinami veZze na zunanje baziCne in aromatske
skupine aminokislin v proteinih. Ob vezavi nastane kompleks, ki povzroCi premik
absorpcijskega maksimuma barvila iz 465 nm na 595 nm. Barvilo obstaja v dveh
barvah. Rjavo-rdeci, kadar v vzorcu ni prisotnih proteinov, ter modri barvi, ki postaja
intenzivnejSa z nara$¢ajo¢o koncentracijo proteinov v vzorcu. Pri izvedbi metode smo
uporabili komplet za dolo€anje koli€ine proteinov v vzorcih (Bio Rad Protein Assay Kit;
Bio Rad Laboratories GmbH, Nemcija), ki vsebuje barvni reagent (Bio Rad dye reagent
concentrate) in proteinski standard (Bio Rad Protein Standard).
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Priprava umeritvene krivulje

Umeritveno krivuljo sem izdelala po navodilih proizvajalca (Bio Rad Protein Assay Kit;
Bio Rad Laboratories GmbH, Nemcija). Za proteinski standard sem uporabila
standardno raztopino proteina BSA (goveji serumski albumin) s koncentracijo 2 mg/ml.
1z izhodne raztopine standarda sem pripravila 6 standardnih raztopin s koncentracijami
25 ug/ml, 20 pg/ml, 15 pg/ml, 10 pyg/ml, 5 pg/ml in 2,5 yg/ml. Poleg standardov sem
pripravila Se slepi vzorec s koncentracijo 0 pg/ml, ki je vseboval samo deionizirano
miliQ vodo oz. pufer v katerem smo ekstrahirali proteine meduz. Vzela sem 0,8 ml
vsake razredCine in dodala 0,2 ml koncentriranega barvnega reagenta ter dobro
premeSala (vorteks lka ® Werke GmbH & Co. KG tip T, Nemcija). Po 10 min sem s
spektrofotometrom izmerila absorbanco (A) pri valovni dolZini 595 nm (Philips
International PU 8620 UV/VIS/NIR, Nizozemska). Na osnovi izmerjenih koncentracij
sem pripravila umeritveno krivuljo, ki prikazuje absorbanco v odvisnosti od
koncentracije proteinov.

Analiza vzorcev

Na osnovi predposkusov sem ocenila, kolik§na je koncentracija proteinov v suhi masi
vzorcev in koliko podvzorca je potrebno zatehtati, da pridem v obmocje sredine
umeritvene krivulje. V kolikor sem uporabljala vecje zatehte (10 mg), da bi se izognila
napakam pri tehtanju, je bilo potrebno vzorec razredditi.

V 15 ml epruveto sem zatehtala ustrezno koli€¢ino posuSenega in homogeniziranega
podvzorca, ter mu dolila pufer za lizo do konénega volumna 10 ml. Ekstrakcijo
proteinov sem preizkusila v pufru za lizo P1 in P2. Vsebino sem dobro premesala in
pustila stati 10 min pri sobni temperaturi. Sledila je 5-minutna inkubacija v vodni kopeli
pri 95 °C. Po koné&ani inkubaciji sem pocakala, da se vzorec ohladi ter centrifugirala.
Preizkusila sem 5, 10 in 15-minutno centrifugiranje pri 10000 rpm. Previdno sem
odpipetirala supenatant, pelet pa zavrgla. Iz supernatanta sem nato pripravila po tri
podvzorce (triplikat meritve).

Vsem podvzorcem supernatanta in slepim vzorcem (0,8 ml) sem po navodilu
proizvajalca (Bio Rad Protein Assay; 2005) dodala 0,2 ml koncentriranega reagenta
(Dye Reagent Concentrate, Bio Rad Laboratories GmbH, Nemcija) in inkubirala pri
sobni temperaturi 10 min. Absorbanco (A) vzorca smo izmerili pri valovni dolZini 595
nm (spektrofotometer Philips International PU 8620 UV/VIS/NIR, Nizozemska).

Kontrola z BSA standardom

Za preverjanje in kontrolo metode sem uporabila BSA standard z znano koncentracijo
2 mg/ml. 60 pl standarda sem razredCili v 6 ml predhodno izbranega pufra, zato da
sem dobila koncentracijo 20 pug/ml (znotraj umeritvene krivulje). Vzorce standarda sem
obravnavala kot vzorce z neznanimi koncentracijami.

20



3.2.3.1.2 Dolocanje koncentracije proteinov po metodi BCA

BCA metoda (Smith in sod., 1985) je kolorimetricna metoda, ki temelji na biuretski
reakciji proteinov z bakrom v alkalnih pogojih. Princip delovanja bikinkoninske kisline
(BCA) temelji na redukciji Cu®* v Cu'* ob prisotnosti proteinov. Ob vezavi BCA
reagentov (zmes natrijeve raztopine, bikinkoninske kisline in raztopine bakrovega
sulfata) z Cu'" nastane vijolien kompleks, ki postaja intenzivnejdi z naras$éajoco
koncentracijo proteinov v vzorcu. Absorbcijski maksimum kompleksa je pri 562 nm. Pri
izvedbi metode sem uporabila komplet za dolo€anje koliine proteinov v vzorcih, ki za
proteinski standard uporablja goveji serumski albumin (BSA) (Quanti Pro BCA Assay
Kit; Sigma-Aldrich, Inc.).

Izdelava umeritvene krivulje:

Umeritveno krivuljo sem izdelala po navodilih proizvajalca (Quanti Pro BCA Assay Kit;
Sigma-Aldrich, Inc.). Najprej sem pripravila zahtevan delez meS$anice reagentov
potrebnih za izdelavo umeritvene krivulje. Za proteinski standard sem uporabila
standardno raztopino proteina BSA s koncentracijo 1 mg/ml. 1z izhodne raztopine
standarda sem pripravila 5 standardnih raztopin s koncentracijami 30 pyg/ml, 20 pg/ml,
10 pg/ml, 5 pg/ml in 0,5 pg/ml s konénim volumnom 1 ml. Poleg standardnih raztopin
sem pripravila tudi 1 ml slepega vzorca, ki je vseboval samo deionizirano vodo oz.
pufer v katerem smo ekstrahirali proteine meduz.

V naslednjem koraku sem vsaki standardni razredcini in slepemu vzorcu dodala 1 ml
predhodno pripravljene meSanice reagentov, dobro premesala in inkubirala 1 h pri 60
°C. Po koncani inkubaciji sem pocakala, da se raztopine ohladijo na sobno temperaturo
in izmerila absorbanco (A) pri valovni dolZini 562 nm. Rezultate meritev sem uporabila
za izdelavo umeritvene krivulje, ki prikazuje absorbanco pri 562 nm v odvisnosti od
koncentracije proteinov.

Analiza vzorcev

V 15 ml epruveto sem zatehtala ustrezno koli¢ino posuSenega in homogeniziranega
podvzorca, ter mu dolila pufer za lizo do konénega volumna 10 ml. Ekstrakcijo
proteinov sem preizkusila v P2 in P3. Vsebino sem dobro premeSala in pustila stati 10
min pri sobni temperaturi. Sledila je 5-minutna inkubacija v vodni kopeli pri 95 °C. Po
kon&ani inkubaciji sem pocakala, da se vzorec ohladi ter centrifugirala. Preizkusila sem
5, 10 in 15-minutno centrifugiranje pri 10000 rpm. Previdno sem odpipetirala
supernatant, pelet pa zavrgla. 1z supernatanta sem nato pripravila triplikat meritve.

Vzorcem supernatanta in slepim vzorcem (po 1 ml) sem nato po navodilu proizvajalca
(Quanti Pro BCA Assay Kit; Sigma-Aldrich, Inc.) dodali 1 ml predhodno pripravljene
mesanice reagentov, dobro premesSala in inkubirala 1 h pri 60 °C. Po kon€ani inkubaciji
sem pocakala, da se raztopine ohladijo na sobno temperaturo in izmerila absorbanco
(A) pri valovni dolzini 562 nm (spektrofotometer Philips International PU 8620
UV/VIS/NIR, Nizozemska).
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3.2.3.1.3 Obdelava in prikaz rezultatov

Koncentracijo proteinov v vzorcih (ug/ml) sem preracunala iz izmerjene absorbance po
linearni enacbi (1), ki je popisala umeritveno krivuljo. Izmerjena absorbanca pri valovni
dolzini 562 nm (metoda BCA) in 595 nm (Bradford) je premosorazmerna koncentraciji
proteinov v vzorcih.

y=kXx+n 1)
y = absorbanca (A)
x = koncentracija proteinov (c) v yg/ml
n=0
Prikaz rezultatov:
Vse rezultate sem podala kot aritmeti¢no sredino dveh ali ve€ meritev posameznega

testa. Poleg rezultata sem naredila tudi oceno variabilnosti (standardni odklon od
povpre¢ne vrednosti).

Shema celotnega postopka predpriprave vzorca in dolo€anja koli€ine proteinov z
uporabo metode BCA in metode po Bradfordu je prikazana na sliki 4.
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predpriprava vzorca Susenje vzorca
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Slika 4: Shema postopka predpriprave vzorca in dolo¢anja koli¢ine proteinov z
uporabo metode BCA in metode po Bradfordu



3.2.3.2 Dolocanje elementne sestave

Elementno sestavo (C, N) smo doloc¢ali predhodno posu$enim in dializiranim vzorcem
uhatega klobu€njaka iz Mljeta in TrZzaSkega zaliva, mesecCinke in morskega klobuka iz
Trzaskega zaliva.

Ustrezne zatehte liofiliziranih podvzorcev (~ 5 mg) smo po navodilih shranili v posebno
oblikovane srebrove kapsule, s ¢imer so bili pripravijeni za CHN analizo. Elementno
sestavo smo dolo¢ali s pomocjo elementnega analizatorja (Carlo Erba Instruments EA
1180, Italija), z natancnostjo + 5 % (Pella in Colombo, 1973; Pella in Colombo, 1978) v
laboratoriju na Morski bioloSki postaji v Piranu.

Gre za avtomatizirano analiticno metodo, ki v isti napravi omogoc€a sezig (oksidacija)
partikulatne organske snovi pri visoki temperaturi ter nato z aplikacijo plinske
kromatografije loCevanje, analizo in kvantifikacijo plinskih produktov, nastalih pri
sezigu. Sezig je potekal pri temperaturi 1020 °C. Plinski produkti, ki nastanejo pri
sezigu organske snovi se nato logijo na kromatografski koloni, katere nosilni plin je

helij. Plini se loCujejo glede na Cas, ki ga prebijejo v mobilni fazi. Spremembe v sestavi
plina nato zazna detektor, ki meri toplotno prevodnost plina (TCD detektor).

3.2.4 Vrednotenje in statistina analiza

S pomocjo analize variance (ANOVA) v programu Microsoft Office Excel smo opravili
sledecCe statistiCne primerjave:

- delez suhe mase v uhatih klobuénjakih glede na nacin susenja,

- delez proteinov glede na uporabljeno metodo (BCA, Bradford) za doloanje
koncentracije proteinov v suhi masi meduz,

- delez proteinov v uhatih klobuénjakih glede na nacin susenja,
- delez proteinov v uhatih klobuénjakih glede na lokacijo.

Kot statisticno znacilne razlike smo privzeli rezultate, e je bila velikost statistiCnega
tveganja p < 0,05.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

V dosedanjih Studijah (Kos, 2009; Lavtizar, 2010; Tinta in sod., 2010) je bilo prikazano,
da odmrle meduze predstavljajo organsko bogat substrat in ga bakterije zelo hitro
razgradijo, pri tem pa prihaja do sprosS¢anja velikih koli¢in amonija in pomanjkanja
kisika, kar negativno vpliva na okolje (Billett in sod., 2006;.Titelman in sod.,2006). Za
pravilno oceno vpliva razgradnje organske snovi je pomembna kemijska sestava
meduz. Tovrstnih podatkov je malo v literaturnih virih, kot tudi za jadranske vrste
meduz. Pomanjkljivi so tudi postopki priprave vzorcev in nekaj primerjalnih analiz
vklju€uje moja diplomska naloga.

Meduze smo vzorCili v TrzaSkem zalivu, kjer se meduze pojavljajo v vecjem Stevilu
obcasno, in juznem Jadranu na otoku Mijet, kjer je predvsem uhati klobu€njak prisoten
v velikem Stevilu vse leto.

Poleg osnovnih morfoloskih znacilnosti (velikost in teZza) sem dolocila kemi¢no sestavo
pri treh vrstah meduz: uhatem klobu€njaku (Aurelia spp.), mesecinki (Pelagia noctiluca)
in morskem klobuku (Rhizostoma pulmo). Dolocila sem vsebnost vode, vsebnost
proteinov, ogljika in duSika. Testirala sem razlike v rezultatih glede na razlicne
postopke predpriprave vzorcev, predvsem glede postopka suSenja (liofilizator, suSilnik)
in ekstrakcije proteinov. Poleg tega sem testirala kako vpliva na rezultate meritev
razlicna vsebnost soli v vzorcih meduz (dializirani in nedializiani vzorci). Vsebnost
proteinov v tkivu meduz sem dolo¢ala po metodi BCA in metodi po Bradfordu. Shema
celotnega postopka predpriprave vzorca in dolo€anja koli€ine proteinov je prikazana na
sliki 4.

4.1 Biometri¢ne meritve klobu¢njaskih meduz

V diplomskem delu sem uporabila 28 vzorcev meduz nabranih v TrZzaskem zalivu
(Koprski in Piranski zaliv) in 9 vzorcev iz Velikega jezera na otoku Mljet.

Vzor€enja uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.) so bila opravljena v razlicnem ¢asovnem
obdobju v TrZzad8kem zalivu in v sredozemskem slanem jezeru na otoku Mljet (Veliko
jezero, juzni Jadran). Vzoréenja mesecCinke (Pelagia noctiluca) in morskega klobuka
(Rhizostoma pulmo) pa so bila opravljena samo v Trzaskem zalivu.

V preglednicah 5-9 so prikazane povpre¢ne, minimalne in maksimalne vrednosti za
premer klobuka in mokro maso mesecinke (Pelagia noctiluca) ulovljene v TrzaSkem
zalivu ter uhatega klobu¢njaka (Aurelia spp.), ulovljenega na Mljetu (marec, oktober) in
Trzaskem zalivu (marec, april). Med vsemi vzor€enimi klobuCnjaki je meseclinka
najmanja (5,5 £ 0,8 cm) in najlazja (29,45 + 9,4 g). Uhati klobu&njaki, ulovljeni marca
2007 v Trzaskem zalivu so bil manjsi (10,2 + 2,9 cm) in lazji (48,5 + 30,1 g) od osebkov
ulovljenih v aprilu (19,3 + 2,8 cm in 420,9 + 169,3 g). Biometricni podatki uhatega
klobuénjaka, ulovljenega marca 2006 na Mljetu so bili primerljivi s tistimi iz Trzaskega
zaliva v istem mesecu, medtem ko so bili uhati klobu&njaki, ulovljeni v oktobru 2006 v
povprec€ju nekoliko vecji (13,9 £ 3,7 cm) in tezji (261,7 £ 156,9 g) od osebkov ulovljenih
v marcu. Med vsemi klobucnjaki v Jadranskem morju so najvecji in najtezji morski
klobuki (Rhizostoma pulmo). Moji rezultati velikosti in tez ne odstopajo od meritev
veliko vecjega Stevila izmerjenih meduz v Jadranu (T. Kogovsek, doktorska disertacija,
Vv pripravi).
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4.2 Kemijske analize klobu¢njaskih meduz

4.2.1 Vsebnost vode v klobu¢njaskih meduzah

Vsebnost vode v meduzah smo izraCunali po tem, ko smo meduze posusili. SuSenje
meduz je potekalo v vecji meri v liofilizatorju, nekatere veCje meduze uhatega
klobu€njaka iz TrzaSkega zaliva pa smo susili v suSilniku na 60 °C, do dolo¢ene
konstantne mase. S preizkuSanjem razlicnih na€inov suSenja smo Zeleli ugotoviti, ali
suSenje meduz vpliva na delez suhe mase v meduzi in na koncentracijo proteinov v
tkivih meduz.

Delez vode v meduzah smo preracunali glede na delez suhe mase:

suha masa X100
% suhe mase = ——— 2

mokra masa

% vode = 100 — % suhe mase (3)

V preglednici 5 so podani delezi vode posameznih mesecink, glede na njihovo velikost,
mokro in suho maso, vzorCenih v Trzaskem zalivu oktobra 2006. Velikosti premera
klobuka desetih analiziranih klobu€njakov so se gibale od 4,7 do 6,8 cm, z mokro maso
od 20,16 do 36,99 g. Povprecni delez vode v meduzah je bil 96,17 + 0,56 %.

Preglednica 5: Premeri, mokre in suhe mase ter vsebnosti vode liofiliziranih vzorcev
(L) mesecink (Pelagia noctiluca), vzoréenih v Trzaskem zalivu oktobra 2006

Metoda Premer Mokra Suha Vsebnost
Vzorec suSenja klobuka masa masa vode
(cm) 9) 9) (%)

PN68 L 4,7 20,36 0,58 97,15
PN14 L 6,8 50,84 2,21 95,65
PN9 L 6,0 32,04 1,45 95,47
PN37 L 6,0 33,85 1,43 95,77
PN4 L 5,0 26,60 1,18 95,56
PN23 L 5,0 25,30 0,87 96,55
PN10 L 5,0 20,16 0,67 96,68
PN61 L 4.8 22,22 0,84 96,24
PN63 L 5,2 26,13 1,02 96,09
PN44 L 6,5 36,99 1,27 96,57
Povprecje

(£ SD) 55%0,8 29,4+9,4 | 1,15%0,5| 96,17 £0,56
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V preglednici 6 in 7 so podani delezi vode posameznih uhatih klobu€njakov, vzorcenih
na Mljetu marca in oktobra 2006. Velikosti premera klobuka sedmih analiziranih
klobu¢njakov meseca marca so se gibale od 7,5 do 11,7 cm, z mokro maso od 15 do
65 g. Povprec¢ni delez vode v meduzah je bil 95,45 £ 0,54 %.

V primerjavi z vzorCenji iz marca, so bile v oktobru meduze vecCjega velikostnega
razreda, s premeri klobuka od 10 do 18,5 cm in maso od 110 do 500 g. Povprecni
delez vode v meduzah je bil 98,88 + 0,27 %.

Preglednica 6: Premeri, mokre in suhe mase ter vsebnosti vode v liofiliziranih vzorcih
(L) uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.), vzoréenih na Mljetu marca 2006

Metoda Premer Mokra Suha Vsebnost
Vzorec susenja klobuka masa masa vode
(cm) 9) 9) (%)

AA21 L 10,0 45 1,77 96,07
AA6 L 7,5 15 0,51 96,57
AA38 L 8,7 35 1,39 96,03
AA16 L 11,7 60 2,30 96,17
AAA48 L 10,8 65 1,69 97,40
AA25 L 8,5 25 1,01 95,97
AA43 L 10,1 55 1,72 96,88
Povprecje

(£ SD) 9,6 1,5 429+18,7 | 1,5+0,6 | 96,44 0,54

Preglednica 7: Premeri, mokre in suhe mase ter vsebnosti vode v liofiliziranih vzorcih
(L) uhatega klobucnjaka (Aurelia spp.), vzoréenih na Mljetu oktobra 2006

Metoda Premer Mokra Suha Vsebnost
Vzorec susenja klobuka masa masa vode
(cm) 9) 9) (%)

AA70 L 14,2 290 3,93 98,64
AA56 L 18,5 380 4,03 98,94
AAB9 L 18,1 500 3,24 99,35
AA73 L 10,0 120 1,24 98,97
AAG7 L 12,0 170 2,30 98,65
AAG4 L 10,8 110 1,41 98,72
Povpredéje

(% SD) 13,9+3,7 261,7+156 | 2,7+1,2 | 98,88+0,27

Vsebnost vode v uhatih klobu&njakih iz Mljeta, vzorenih v oktobru 2006 (98,88 %), je
bila v primerjavi z vsebnostjo vode v uhatih klobu&njakih, vzoréenih marca 2006 (96,44
%), nekoliko viSja. Glede na to, da so bili vzorci enako susSeni, predvidevamo, da so
razlike v vsebnosti vode med posameznimi vzorcCeniji, posledica razlik v velikosti in pa
predvsem v masi vzor€enih meduz. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da je
vsebnost vode v vecjih in predvsem tezjih meduzah vecja.

Dobljeni rezultati o povpre¢nem deleZu vode v uhatih klobuénjakih iz Mljeta, vzoréenih

v oktobru 2006 (98,88 %), so primerljivi z rezultati Schneider (1988), ki je v uhatem
klobu&njaku doloc€il povprecni delez vode 98,24 %.

27



V preglednici 8 so podani delezi vode posameznih uhatih klobuénjakov, vzoréenih v
TrzaSkem zalivu marca 2007. Velikosti premera klobuka sedmih analiziranih
klobu&njakov so se gibale od 7 do 15,5 cm, z mokro maso od 13,8 do 102 g. Povprecni
delez vode v meduzah je bil 96,65 £ 0,36 %.

Preglednica 8: Premeri, mokre in suhe mase ter vsebnosti vode v liofiliziranih vzorcih
(L) uhatega klobucnjaka (Aurelia spp.), vzoréenih v Trzaskem zalivu marca 2007

Metoda Premer Mokra Suha Vsebnost
Vzorec susenja klobuka masa masa vode
(cm) 9) 9) (%)

AA54 L 8,0 32,6 0,92 97,17
AA28 L 15,5 102,0 3,82 96,25
AA48 L 12,5 74,4 2,83 96,19
AA49 L 8,5 30,2 1,00 96,68
AA35 L 9,5 37,4 1,12 96,99
AA23 L 10,5 49,0 1,60 96,74
AA22 L 7,0 13,8 0,48 96,54
Povprecje
(% SD) 102+29 | 485+30,1 | 1,7+1,2 | 96,65%*0,36

Dobljeni rezultati povpreCnega deleza vode v uhatih klobuénjakih, vzor€enih v
Trzaskem zalivu marca 2007 (96,65 £ 0,36 %), so primerljivi s povpreénim deleZzem
vode v uhatih klobu€njakih, vzorCenih istega meseca na Mijetu (96,44 * 0,54 %)
(preglednica 6). Rezultati so bili priCakovani, saj so imeli analizirani vzorci podobne
biometri¢ne znacilnosti.
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V preglednici 9 so podani delezi vode posameznih uhatih klobu€njakov, vzoréenih v
Trzaskem zalivu aprila 2007, vendar so bili za razliko od ostalih klobu€njakov, ti suseni
v susSilniku pri 60 ‘C. Rezultate pa smo primerjali z rezultati meduz, ki so bile suSene v
liofilizatorju. Velikosti premera klobuka desetih analiziranih klobu€njakov so se gibale
od 7 do 15,5 cm, z mokro maso od 13,8 do 102 g. Povprec¢ni delez vode v meduzah je
bil 96,65 + 0,36 %.

Preglednica 9: Premeri, mokre in suhe mase ter vsebnosti vode v susenih vzorcih (S
= susilnik, 60 °C) uhatega klobucnjaka (Aurelia spp.), vzoréenih v TrZzaskem zalivu
aprila 2007

Metoda Premer Mokra Suhamasa Vsebnost
Vzorec susenia klobuka masa @) vode
) (cm) @) 9 (%)
AA49 S 15,0 205 6,30 96,93
AA35 S 23,0 627 24,71 96,06
AA46 S 17,0 263 7,55 97,13
AA54 S 16,0 219 9,21 95,79
AA55 S 18,0 357 12,57 96,48
AA52 S 20,5 667 21,15 96,83
AA41 S 21,0 476 20,46 95,70
AA47 S 23,0 527 14,42 97,26
AA38 S 21,0 543 22,60 95,84
AA45 S 18,5 325 8,55 97,37
(P+°;g’)ecle 19,3+2,8 | 4209169 | 14,75%6,9 | 96,54 0,65

Da bi preverili vpliv razlicnega suSenja na delez suhe mase v meduzi, smo med sabo
primerjali meduze uhatega klobu€njaka vecjega velikostnega razreda. Primerjava je
pokazala, da so deleZi suhe mase v uhatih klobu¢njakih suSenih v susilniku pri 60 °C
(preglednica 9), precej ve€ji v primerjavi z deleZzi suhe mase v uhatih klobuc€njakih
suSenih v liofilizatorju (preglednica 7). |z tega lahko sklepamo, da pri suSenju meduz v
suSilniku ne pride do popolne izloCitve vode in je v suhi masi meduze ostalo vezane Se
nekaj vode.

Z ANOVA testom smo potrdili statisticno znadilno razliko med povprecnimi delezi suhe
mase meduze posusSene v liofilizatorju in povpreCnimi delezi suhe mase meduze
posusene v susilniku pri 60 °C (preglednica 10). Primerjava povpre¢nih delezev suhe
mase pridobljene na dva razliCha postopka suSenja meduz je prikazana na sliki 5.
Delezi suhe mase v meduzah posuSenih v suSilniku pri 60 °C so precenjeni in ne
predstavijajo pravih vrednosti. Rezultati se ujemajo z dognanji nekaterih avtorjev, ki
navajajo, da pri suSenju v susilniku pri 60 °C, ostane v suhi masi vzorca vezane od 10
do 15 % vode (Ceccaldi in sod., 1976; Madin in sod.,1981).
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Preglednica 10: Test enofaktorske analize variance med povprec¢nimi delezi suhe
mase meduz, suSenih na razliCen nacin (df = S$tevilo prostostnih stopenj, F = F-
razmerje, p = verjetnost)

df F p
Med skupinami 1 69,18 0,0000009
Znotraj skupin 14 - -

Statisti€na znacilnost: p < 0,01

Primerjava razli€nih nacinov susenja
0,045 -

0,04 -
0,035 ~
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -

0,01 - }

0,005 -

DeleZ suhe mase v meduzi

0 T 1
Liofilizator Susilnik, 60°C

Slika 5: Povprecéne vrednosti in standardni odklon delezev suhe mase v meduzah,
posusenih v liofilizatorju in suSilniku pri 60 °C (n = 16)

V primerjavi z nezelatinoznimi organizmi ima lahko velik delez vode v tkivu Zelatinoznih
organizmov kar nekaj prednosti. Glavna prednost je v tem, da lahko dosezZejo vecje
velikosti z relativno malo vnosa ogljika. Njihov metabolizem je relativno poCasen v
povezavi z velikostjo in rast je lahko zelo hitra, ¢e je hrana bogata z ogljikom (Gerritsen
in Strickler, 1977). Zaradi nizke energijske gostote na mokro maso pa so meduze in
drugi zelatinozni organizmi precej neprivliacni za predatorje in parazite, Ceprav je v
zadnjem Casu vse vec literaturnih podatkov o organizmih, ki so se sposobni dlje ¢asa
prehranjevati z njimi (Doyle in sod., 2007). Poleg tega jim veCja velikost omogoca
prehranjevanje z vecjimi velikostnimi razredi plena, kot tudi mo¢no pove€¢a moznosti,
da pride v stik s plenom (Gerritsen in Strickler, 1977). Larson (1986) predvideva, da so
se meduze in drugi zelatinozni organizmi s spremenjeno kemijsko sestavo, bolj
prilagodili morskemu ekosistemu od ostalih vrst zooplanktona.
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4.2.2 Testiranje metodoloskega postopka za dolocitev koncentracije proteinov v
tkivu meduze

Koncentracije proteinov v tkivih meduz smo dolocali pri treh razlicnih klobu€njaskih
meduzah. Pri tem smo testirali dve kolorimetri¢ni metodi (BCA in Bradford) in razli¢ne
postopke predpriprave vzorca. S testiranji smo skuSali doseCi optimalne pogoje
priprave vzorca, izboljSati ponovljivost in obcutljivost metod pred dolocitvijo
koncentracije proteinov v tkivih meduz. Zanimalo nas je, kakSen je vpliv
ekstrakcijskega sredstva na sprostitev netopnih proteinov v tkivih in v ta namen smo
preizkusili tri razli¢ne pufre za ekstrakcijo proteinov. Meritve koncentracije proteinov v
tkivih meduz smo preizkusili na nedializiranih in dializiranih vzorcih z dvema
kolorimetricnima metodama (BCA in Bradford). S primerjavo rezultatov smo poskusali
dolociti najbolj ugodno metodo analize vzorca, ki smo jo privzeli za vse nadaljnje
meritve. Ve€ina metodoloskih analiz je potekala na testnih vzorcih uhatega klobucénjaka
meduze AA15 in AA17.

4.2.2.1 lzbira pufra za ekstrakcijo proteinov

V celicah in tkivih obstaja vec tiso€ razlicnih proteinov. Da bi lahko vsaj nekatere
izlo€ili, se posluzujemo tehnik razbijanja tkiv in raztapljanja proteinov v ekstrakcijskih
sredstvih. UspeSna izolacija proteinov je odvisna predvsem od topnosti proteina v
dolo¢enem mediju, ionske jakosti elektrolitov, pH-ja in temperature.

Ekstrakcijo proteinov smo preizkusili na nedializiranih vzorcih uhatega klobuénjaka
AA15 v §tirih razliénih medijih (glej sestava puferskih raztopin, poglavje 3.1.2).
Zanimalo nas je, s katerim ekstrakcijskim sredstvom lahko dosezemo najviSjo topnost
proteinov v tkivih meduz. Za preverjanje ucinkovitosti ekstrakcije s pufrom smo vzorec
meduze raztopili tudi v deionizirani miliQ vodi, kjer se izlo€ijo samo vodotopni proteini.
Vzporedno smo zeleli preveriti, ali obstajajo razlike pri dolo€anju koncentracije
proteinov z metodo BCA in Bradfordovo metodo.

Rezultati analiz vsebnosti proteinov raztopljenih v Stirih razlicnih medijih (deionizirani
vodi MiliQ in pufrih P1, P2 in P3) in dolo€enih z metodo BCA in Bradfordovo metodo so
prikazani na sliki 6. Dobljeni rezultati kazejo, da je bila najvisja vsebnost proteinov v
vzorcih, ki so bili raztopljeni v pufru za lizo P2 (4,1 % proteinov v suhi masi) in pufru za
lizo P3 (4,2 % proteinov), doloena po metodi BCA. Medtem ko je bila vsebnost
proteinov v vzorcu, prav tako raztopljenem v P2, dolo€ena po Bradfordovi metodi za
2,4-krat manjSa in je zna8ala 1,7 % proteinov v suhi masi vzorca. Vzorcu, ki smo ga
raztopili v pufru za lizo P1, smo koncentracijo proteinov merili samo po Bradfordovi
metodi, ker prisotnost detergenta DTT v pufru ni primerna za metodo BCA, saj
onemogoci redukcijo bakrovih ionov. Vsebnost proteinov v vzorcu raztoplienem v P1 je
znaSala 1,9 %. Pri raztapljanju vzorca v deionizirani miliQ vodi so se izloCili samo
vodotopni proteini. DeleZ vodotopnih proteinov, dolo¢enih po metodi BCA, je znasal 1,8
% suhe mase vzorca. S primerjavo vsebnosti proteinov v vzorcih, raztopljenih v P2 in
P3, dolo¢enih z metodo BCA, smo potrdili uspesnost izolacije netopnih proteinov v
pufrih.
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Na podlagi nasih rezultatov smo zakljuéili, da je glede na podobno vsebnost proteinov
v vzorcih raztopljenih v P2 in P3, ki se v osnovi razlikujeta samo v razli¢ni koncentraciji
prisotnega detergenta Triton X-100, zaradi ekonomicnosti testa bolj smiselno vecjo
koncentracijo detergenta (5 %), nadomestiti z manjSo (0,1 %) in smo tako pri nadaljnjih
analizah vzorce raztapljali v pufru za lizo P2.

Izbira pufra za ekstrakcijo proteinov
4,50 -

4,00 - % [T ]

3,50 -

3,00 -

O metoda BCA

2 .
>0 [ metoda po Bradfordu

% proteinov v suhi masi

2,00 -

1,50 -

1,00 1 1 1 J
miliQ P1* P2 P3

Slika 6: Povprecne vrednosti in standardni odklon delezev proteinov v suhi masi
vzorca, raztopljenega v Stirih razlicnih medijin (deionizirani vodi MiliQ, pufru P1, P2 in
P3), doloc¢enih z metodo BCA in Bradfordovo metodo. Vrednosti so povpredja treh
meritev znotraj istega vzorca (*opravljena je bila le ena meritev).

S testiranjem razli¢nih metod za dolo¢anje koncentracije proteinov, smo ugotovili, da
so bile koncentracije proteinov v vzorcih, izmerjenih po metodi BCA, viSje od
koncentracij proteinov v vzorcih, izmerjenih po Bradfordovi metodi. Razlog za niZje
koncentracije proteinov doloCene po Bradfordovi metodi je lahko v slabsi obc&utljivosti
metode za doloCanje proteinov v tkivu meduze. Metoda BCA se v primerjavi z
Bradfordovo odziva bolj enotno pri razli€nih vzorcih in dopus€a prisotnost visjih
koncentracij detergenta v vzorcu (Smith in sod., 1985).

Vzrok za razlike v rezultatih bi lahko pripisali tudi nehomogenosti vzorca. Pri
posamezni meritvi smo namre¢ 2 mg podvzorca raztopili v 10 mL pufra in je lahko v
primeru slabo homogeniziranega vzorca, zaradi premajhne zatehte, priSlo do velikih
odstopanj med meritvami. Vzorca AA15 ni bilo dovolj, da bi lahko opravili triplikat
zatehte, zato smo v nadaljevanju testiranj v izogib tovrstnih napak, zatehtali vecjo
koli¢ino vzorca in opravili vsaj tri neodvisne meritve za posamezno metodo.
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4.2.2.2 Vpliv soli na dolocanje koncentracij proteinov

V nadaljevanju smo koncentracije proteinov dolo¢ali v vzorcih, ki niso vsebovali soli
(dializirani vzorci) in vzorcih brez predhodnega odstranjevanja soli (nedializirani vzorci)
uhatega klobu¢njaka AA17. Vzorec uhatega klobuénjaka smo razdelili na dva dela in
en del dializirali v MilliQ vodi, dokler nismo odstranili sol iz liofiliziranega vzorca meduz.
Nato smo izmerili proteine v vzorcih, po obeh metodah, da bi ugotovili, ¢e so rezultati
primerljivi.

Preglednica 11 prikazuje deleZe proteinov v suhi masi nedializiranih vzorcev AA17,
doloCenih po metodi BCA in Bradfordovi metodi. Povpre¢ni delez proteinov v suhi masi,
izmerjen po metodi BCA je zna3al 1,32 + 0,09, po Bradfordovi metodi pa 1,45 + 0,11.

Preglednica 11: Povpreéne vrednosti in standardni odkloni deleZev proteinov v suhi
masi nedializiranih vzorcev uhatega klobuénjaka AA17, dolocenih po metodi BCA in
Bradfordovi metodi

ned::I)ilzi(iv:riZ:ega Metoda BCA Bradfordova metoda
vzorca AALT (% proteinov) (% proteinov)
4mg (1) 1,32 £ 0,09 1,35+0,12
4 mg (2) 1,38 £ 0,19 1,42 £ 0,28
4 mg (3) 1,29 + 0,17 1,57 £ 0,35
Povprecje (* SD) 1,33 £ 0,05 1,45 +0,11

StatistiCcna analiza ni pokazala znacilnih razlik med metodama za doloanje vsebnosti
proteinov v suhi masi meduz (preglednica 12). Vrednosti so pri obeh metodah priblizno
enakomerno razporejene okoli povpre€ja. Na podlagi teh rezultatov smo zakljugili, da
sta obe metodi primerni za dolo€anje proteinov v nedializiranih vzorcih.

Preglednica 12: Test dvofaktorske analize variance med metodama za dolo¢anje
vsebnosti proteinov v suhi masi meduz (df = Stevilo prostostnih stopenj, F = F-
razmerje, p = verjetnost)

df F p
Metoda 1 1,406 0,259
Zatehta 2 0,750 0,493
Metoda : zatehta 2 0,775 0,483

Statisti¢na znacilnost: p < 0,05

Zaradi majhnih delezev proteinov izmerjenih v nedializiranih vzorcih, smo v
nadaljevanju koncentracijo proteinov v suhi masi izmerili na dializiranih vzorcih AA17.
Predvidevamo namre¢, da zaradi velikega deleza soli in majhnega organskega deleza
v suhi masi vzorca, prihaja do velike variabilnosti rezultatov. Zeleli smo ugotoviti,
kaksni so delezi proteinov v vzorcih brez prisotnosti soli.
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V preglednici 13 so prikazani delezi proteinov v suhi masi dializiranih vzorcev AA17,
dolocenih po metodi BCA in Bradfordovi metodi. Povprecni delez proteinov izmerjen po
metodi BCA (15,91 £ 4,79) je bil ve€ji v primerjavi z delezem, izmerjenim po
Bradfordovi metodi (10,57 + 2,70), vendar so bile vrednosti pri obeh metodah precej
neenakomerno razporejene okoli povprecja.

Preglednica 13: Povpreéne vrednosti in standardni odkloni delezev proteinov v suhi
masi dializiranih vzorcev uhatega klobucnjaka AA17, dolo¢enih po metodi BCA in
Bradfordovi metodi

Koli¢ina dializiranega Metoda BCA Bradfordova metoda
vzorca AA17 (% proteinov) (% proteinov)
0,4 mg (1) 13,97 + 6,86 8,74 + 0,95
0,4 mg (2) 12,40 £ 1,18 9,30 + 1,65
0,4 mg (3) 21,36 £ 4,05 13,67 £ 0,75
Povprecje (x SD) 15,91 £ 4,79 10,57 £ 2,70

V preglednici 14 so rezultati ANOVA testa, s katerim smo potrdili statisticno znacilno
razliko med uporabljenima metodama za dolo€anje vsebnosti proteinov v suhi masi
meduz.

Preglednica 14: Test dvofaktorske analize variance med metodama za dolocanje
vsebnosti proteinov v suhi masi meduz (df = Stevilo prostostnih stopenj, F = F-
razmerje, p = verjetnost)

df F p
Metoda 1 11,903 0,005
Zatehta 2 9,781 0,003
Metoda : zatehta 2 0,823 0,462

Statisti¢na znacilnost: p < 0,01

Glavni razlog za takSne razlike smo pripisali premajhni koli€ini uporablienega
dializiranega vzorca. Do napak lahko pride Ze med samim tehtanjem, lahko so pa
variaciie med paralelkami istih analiznih vzorcev posledica nekoliko slabSe
homogenizacije dializiranih vzorcev.
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Da bi preverili ali obstajajo napake zaradi majhne koliCine zatehte, smo po enakem
postopku pripravili zatehto 10 mg dializiranega vzorca, ki smo ga raztopili v pufru do
konénega volumna 10 ml.

V preglednici 15 so prikazani delezi proteinov v suhi masi dializiranih vzorcev AA17,
dolo¢enih po metodi BCA. Dobljeni rezultati kazejo, da z vecjo zatehto vzorca (10 mg)
doseZemo vecjo ponovljivost rezultatov med posameznimi meritvami (21,39 + 0,29 %).
Istoasno smo s podaljSanjem Casa centrifugiranja (15 min), dosegli vecjo ponovljivost
meritev znotraj posameznega vzorca, kar se kaze v manjSem standardnem odklonu.

Preglednica 15: Povpreé¢ne vrednosti in standardni odkloni deleZev proteinov v suhi
masi dializiranih vzorcev uhatega klobu¢njaka AA17, dolo¢enih po BCA metodi

Koli¢ina o _ _ _
dializiranega vzorca % protemog Végg\' masi
AA17 (metoda )
10 mg 19,98 + 1,11
10 mg (1) 21,19+ 0,50
10 mg (2) 21,60 £ 0,21
Povprecje ( SD) 21,39 £ 0,29

S tako optimizirano pripravo dializiranih vzorcev, smo v nadaljevanju dolocili delez
proteinov v treh razli¢nih klobu¢njaskih meduzah. Na podlagi testiranj smo zakljuéili, da
je Bradfordova metoda, v primerjavi z metodo BCA, nekoliko manj obcutljiva za
doloCanje koncentracije proteinov v tkivih meduz, zato smo nadaljnje analize dolo¢ali z
metodo BCA.
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4.2.3 Vsebnost proteinov v klobu¢njaskih meduzah

Vsebnost proteinov smo dolocali s kolorimetricno metodo BCA v dializiranih vzorcih
klobuCnjaskih meduz, za katero smo se odlocili na podlagi predhodnih testiranj, pri
katerih smo dolocili optimalne pogoje priprave vzorca in tako izboljSali obc¢utljivost in
ponovljivost metode. Primerjali smo vsebnost proteinov v treh razlicnih klobuénjaskinh
meduzah (uhati klobu€njak, mesec€inka in morski klobuk), vzoréenih v Trzaskem zalivu.
Preverili smo tudi, kakSen je vpliv razlicnega nacina suSenja na koncentracijo proteinov
v tkivu meduze. Vzporedno smo Zeleli ugotoviti, ali obstajajo razlike v delezu proteinov
iste vrste meduze, vzor€ene na razli¢nih lokacijah. V ta namen smo analizirali tudi
uhate klobucnjake iz Mljeta.

Vse vzorce klobu€njakih meduz smo analizirali v treh paralelkah, kar pomeni, da smo
pripravili tri raztopine z zatehtami istega vzorca. Prav tako smo znotraj vsake paralelke,
koncentracijo proteinov izmerili najman;j trikrat.

4.2.3.1 Delez proteinov pri klobu¢njaskih meduzah Trzaskega zaliva

Pri desetih osebkih mesecinke (Pelagia noctiluca), vzoréene oktobra 2006, smo dolocili
delez proteinov v suhi masi. Delezi proteinov so znaSali od minimalno 23,60 do
maksimalno 40,34 % suhe mase, s povprecno vrednostjo 33,18 £ 5,69 %. Rezultati
delezev proteinov v posameznih osebkih so prikazani v spodnji preglednici.

Vsebnost proteinov smo primerjali z nekaterimi biometri€¢nimi podatki, in sicer: suho
maso (R® = 0,0278), mokro maso (R* = 0,0378) in premerom klobuka (R® = 0,0126).
Primerjava je pokazala, da se s poveCanjem biometricnih parametrov delez proteinov
ne spreminja statisticno znacilno. Prikaz korelacije med povprecnimi delezi proteinov in
suho maso je na sliki 7.

Preglednica 16: Povprecni deleZi proteinov v posameznih osebkih mesecinke,
vzorcenih oktobra 2006. Vsebnost proteinov je izraZzena kot % suhe mase dializata.
(L = liofilizator)

Vzorec Ngcm_ % proteinov v suhi masi
susenja

PN4 L 32,34
PN37 L 29,12
PN68 L 34,80
PN14 L 36,00
PN23 L 37,79
PN10 L 23,60
PN9 L 37,86
PN61 L 40,34
PN44 L 35,34
PN63 L 24,65
Povprecje (x SD) 33,18 £ 5,69
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Slika 7: Povprecni delezi proteinov dolo¢enih v dializiranih vzorcih mesecinke glede na
suho maso meduze (n = 10)

Rezultati meritev deleZzev proteinov v vzorcih morskega klobuka so prikazani v
preglednici 17. Morski klobuki (Rhizostoma pulmo) so zelo velike meduze, zato smo
koncentracijo proteinov dolo€ali v izoliranih tkivih ustnih ramen in klobuka. Izolirana
tkiva so bila posuSena na dva razli¢na nacina (liofilizator, suSilnik pri 60 °C).

Preglednica 17: Povprecni deleZi proteinov v posameznih vzorcih morskega klobuka,
vzorc¢enih januarja in februarja 2007. Vsebnost proteinov je izraZzena kot % suhe mase
dializata. (L = liofilizator, S = suSilnik pri 60 °C)

% proteinov

Vzorec stlgg:;a ustna ramena klobuk

RH1 L 31,61+0,41 21,47 £0,45
RH2 L 30,39 £ 0,61 22,18 £ 0,67
RH11 L 32,66 + 0,96 31,59+1,22
Povprecje (£ SD) 31,55+1,14 25,08 + 5,65
RH11 S 20,53 +£0,12 17,72 £ 0,22
RH10 S 15,65 + 0,20 7,80+0,44

Delez proteinov v tkivu ustnih ramen morskega klobuka je znaSal 31,61 + 0,41 % suhe
mase, medtem ko je bil delez proteinov v tkivu klobuka za priblizno 10 % nizji (21,47
0,45 %). Podoben trend se je pokazal pri ostalih dveh osebkih vzorCenih februarja, kjer
je bila vsebnost proteinov v tkivih ustnih ramen viSja, kot v klobuku. Vendar so bili
delezZi proteinov v osebku, katerih tkiva so bila posuSena v liofilizatorju, precej visji
(30,39 + 0,61 % ustna ramena; 22,18 + 0,67 % klobuk) v primerjavi z delezi proteinov v
tkivih, posu$enih v susilniku pri 60 °C (15,65 * 0,20 % ustna ramena; 7,80 + 0,44 %
klobuk).
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Glede na velike razlike deleZzev proteinov v tkivih, posuSenih na razli€en nacin, smo
preverili vpliv sudenja tkiv na istem osebku (RH11). Delez proteinov v tkivih, suSenih v
liofilizatorju je znaSal 32,66 + 0,96 % v ustnih ramenih in 31,59 + 1,22 % v klobuku,
medtem ko so bili delezi proteinov istega osebka v tkivih, suSenih v suSilniku pri 60 ‘'C
precej nizji in so znadali 20,53 + 0,12 % v ustnih ramenih in 17,72 + 0,22 % v klobuku
(preglednica 17).

Na podlagi delezev proteinov v tkivih istega osebka morskega klobuka, posusenega na
dva razli¢na nacina, lahko zaklju€¢imo, da je suSenje v liofilizatorju primernejSa metoda,
saj omogoca bolj natanéno dolocitev koli€ine proteinov v suhi masi. Delez proteinov se
razlikuje relativno na suho maso, ki je ve€ja pri sudenju v susilniku, zaradi ostanka
vode, kar smo statisticno potrdili pri dolo€anju suhe mase v meduzah uhatih
klobuénjakov (preglednica 10). Da bi lahko z gotovostjo potrdili sklep, bi bilo potrebno
analizirati vecje Stevilo osebkov, posu$enih na oba nacina.

Podobne razlike v koncentracijah proteinov smo dobili, tudi ko smo testirali liofilizirane
in neliofilizirane vzorce uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.). 1z preglednice 18 je
razvidno, da se delezi proteinov v liofiliziranih vzorcih uhatih klobu€njakov precej
razlikujejo od delezev proteinov v klobu¢njakih, susenih v suSilniku. Tovrstni rezultati
delezev proteinov v tkivih suSenih na razliCen nacin, kazejo da rezultati niso primerljivi
med sabo. Statisticno znacilne razlike v delezih proteinov v meduzah, suSenih na
razli€en nacin, smo podkrepili z ANOVA testom (preglednica 19).

Preglednica 18: Povpre¢ni delezi proteinov v posameznih osebkih uhatega
klobucnjaka, vzoréenih marca in aprila 2007. Vsebnost proteinov je izrazena kot %
suhe mase dializata. (L = liofilizator, S = susSilnik pri 60 °C)

Vzorec Vzoréenje s':gg:}a % proteinov
AA23 marec L 19,63
AA28 marec L 13,36
AA48 marec L 14,18
AA49 marec L 13,78
Povprecje (x SD) 15,24 £ 2,95
AA52 april S 7,19
AA55 april S 8,07
AA47 april S 8,71
AA38 april S 6,47
AA54 april S 8,89
AA41 april S 5,79
AA35 april S 7,00
AA49 april S 10,76
AA46 april S 9,77
AA45 april S 13,79
Povprecje (+ SD) 8,64 £2,37
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Preglednica 19: Test enofaktorske analize variance med povprec¢nimi deleZi proteinov
v meduzah, susenih na razlicen nacin (df = Stevilo prostostnih stopenj, F = F-razmerje,
p = verjetnost)

df F p
Med skupinami 1 33,5226 0,0001
Znotraj skupin 11 - -

Statisti¢na znacilnost: p < 0,01

Pri analizah uhatega klobuénjaka (Aurelia spp.), vzoréenega marca 2007 v TrzaSkem
zalivu, so bile meduze srednjega velikostnega razreda, s premerom klobuka od 8,5 do
15,5 cm. Delezi proteinov so znaSali od minimalno 13,36 do maksimalno 19,63 % suhe
mase, s povprecno vrednostjo 15,24 + 2,95 %. Meduze uhatega klobucnjaka, vzoréene
v aprilu, so bile nekoliko vecjega velikostnega razreda, s premerom klobuka od 15 do
23 cm, posusene v susilniku pri 60 ‘C. Delezi proteinov so znaSali od minimalno 7 do
maksimalno 13,79 % suhe mase, s povpre¢no vrednostjo 8,64 + 2,37 %.

Poleg tega smo analizirali vzorce meduz uhatega klobuCnjaka z Mljeta. Pri osebkih,
vzor€enih v marcu, je delez proteinov v povprecju znaal 15,42 + 1,03 % suhe mase.
Povprecni delez proteinov pri uhatih klobu€njakih, vzorCenih oktobra, je bil nekoliko visji
in je znaSal 20,84 + 2,44 %. Rezultati deleZzev proteinov v posameznih osebkih so
prikazani v preglednici 20 in 21.

Preglednica 20: Povprecni delezi proteinov v posameznih osebkih uhatega
klobuénjaka, vzor¢enih marca 2006. Vsebnost proteinov je izrazena kot % suhe mase
dializata. (L = liofilizator)

Vzorec N?cw! % proteinov
susenja

AA16 L 15,97

AA38 L 16,25

AA43 L 13,95

AA48 L 15,50

Povprecje (£ SD) 15,42 £1,03

Preglednica 21: Povprecni deleZi proteinov v posameznih osebkih uhatega
klobuénjaka, vzoréenih oktobra 2006. Vsebnost proteinov je izrazena kot % suhe mase
dializata. (L = liofilizator)

Vzorec Ngcm_ % proteinov
susenja
AA56 L 24,14
AA67 L 22,07
AAB9 L 20,56
AA70 L 17,65
AA73 L 19,77
Povprecje (+ SD) 20,84 £ 2,44
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Dobljeni rezultati delezev proteinov dolo€enih v vseh vzorcih uhatega klobu¢njaka iz
Mljeta glede na velikostni razred meduze so prikazani na sliki 8. Korelacija med
vsebnostjo proteinov v uhatih klobu€njakih in velikostjo osebkov je statisti¢no znacilna
(R* = 0,4667). Velikost meduze namreé vpliva na iniciacijo spolnega zorenja in
izkupi¢ek produkcije spolnih celic, v katerih je vecja vsebnost proteinov. Lucas (1994)
je s preucevanjem biokemiCne sestave v razlicnih delih uhatega klobucnjaka ugotovila,
da je vsebnost proteinov najviSja v tkivih gonad in ustnih ramen. Za potrditev nasSe
domneve, bi bilo v takSnih primerih bolj smiselno doloCanje delezev proteinov v
izoliranih tkivih gonad, da bi preverili ali je delez proteinov pogojen s spolno zrelostjo
meduze.
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Slika 8: Povprecni deleZi proteinov dolo¢enih v dializiranih vzorcih uhatih klobu¢njakov
glede na velikostni razred meduze (n =9)

Statisticno znaCilne korelacije med vsebnostjo proteinov v tkivih meduz in njihovimi
biometri€nimi znacilnostmi smo Zeleli poiskati tudi znotraj drugih posameznih vrst
klobu€njaskih meduz vendar jih nismo dobili (slika 7). To smo pripisali premajhnemu
Stevilu vzorcev in neenakomerni porazdelitvi starosti med osebki. Vecina osebkov
znotraj posamezne vrste je bila priblizno enakih starosti s podobnimi biometriCnimi
karakteristikami, zato je bilo teZzko sklepati o kakr$nihkoli odnosih. Za opazovanje
najrazlicnejSih razmerij med delezi proteinov in biometriCnimi parametri znotraj vrste, bi
morali imeti na razpolago vecje Stevilo osebkov, predvsem pa bi morali biti osebki
zastopani v razlicnih starostih. Optimalno bi bilo, e bi bili osebki zastopani od
najmlajsSih (efire) pa do najstarejSih spolno zrelih osebkov, vendar je to realno zelo
tezko izvedljivo.

Da bi ugotovili, ali obstajajo razlike v biokemicni sestavi iste vrste meduze vzoréene na
razliCnih lokacijah, smo zaradi podobnih biometri€nih znacilnosti med sabo primerjali
deleze proteinov v uhatih klobu€njakih vzor€enih marca na Mijetu in v TrzaSkem zalivu
(preglednica 18 in 20). Z ANOVA testom smo pokazali, da med populacijama ni
statisticno znacilnih razlik (preglednica 22). Rezultati delezev proteinov v uhatih
klobu&njakih vzor¢enih na Mljetu (15,42 + 1,03 %) so bili primerljivi z rezultati v uhatih
klobu€njakih v Trzaskem zalivu (15,24 + 2,95 %). Na podlagi dobljenih rezultatov, bi
lahko sklepali, da se vsebnost proteinov znotraj iste vrste uhatega klobuc€njaka
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vzoréenega na razli¢nih lokacijah ne spreminja. Da bi lahko z gotovostjo potrdili sklep,
bi bilo potrebno analizirati vecje Stevilo osebkov in opraviti pogostejSa vzor¢enja.

Preglednica 22: Test enofaktorske analize variance med povprec¢nimi deleZi proteinov
v meduzah, vzorcenih na razlicnih lokacijah (df = Stevilo prostostnih stopenj, F = F-
razmerje, p = verjetnost)

df F p
Med skupinami 1 0,009 0,926
Znotraj skupin 6 - -

Statisti€na znacilnost: p < 0,05

Na sliki 9 so zbrani rezultati vseh analiz povpre¢nih delezev proteinov v razli€nih
klobu€njaskin meduzah iz TrzaSkega zaliva, suSenih v liofilizatorju. Iz dobljenih
rezultatov je razvidno, da je najveéji delez proteinov zastopan v mesecinki (33,18 *
5,69 %). Velik delez proteinov je prav tako v ustnih ramenih morskega klobuka (31,55 +
1,14 %), medtem ko je vsebnost proteinov v tkivih klobuka nekoliko nizja (25,08 * 5,65
%). Delezi proteinov so v uhatih klobu€njakih najmanjsi in predstavljajo 15,24 + 2,95 %
suhe mase.
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Pelagia noctiluca Rhizostomapulmo (R, K) Aureliaspp.
(n=10) (n=23) (n=4)

Slika 9: Povprecne vrednosti in standardni odklon delezev proteinov v suhi masi
meduz Pelagia noctiluca, Rhizostoma pulmo (R = ustna ramena, K = klobuk ) in Aurelia
spp. v Trzaskem zalivu
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4.2.4 Elementna sestava (C, N) klobu¢njaskih meduz

Poleg vsebnosti proteinov smo dializiranim vzorcem klobu¢njaskih meduz dolo€ili tudi
vsebnost ogljika in duSika s pomocjo elementnega analizatorja. Ugotoviti smo Zeleli,
kakSne so razlike v elementni sestavi pri razlicnih klobuénjaskih meduzah TrZzaskega
zaliva ter morebitne razlike uhatega klobu€njaka vzorenega na Mljetu in Trzaskem
zalivu. Z dolocitvijo razmerja med ogljikom in duSikom smo Zeleli oceniti, kakSen delez
organske komponente zastopajo proteini, zato smo dobljene rezultate razmerij C/N
primerjali z delezi proteinov v dializiranih vzorcih klobu¢njaskih meduz, vzorcenih v
TrzaSkem zalivu.

42.4.1 Klobucnjaske meduze iz Trzaskega zaliva

V dializiranih vzorcih meseCinke (Pelagia noctiluca) se je delez ogljika gibal od
minimalno 47,59 do maksimalno 49,86 %, delez duSika pa od 11,79 do 13,95 % suhe
mase. Vrednosti za razmerje C/N so se gibale od 3,39 do 4,66, s povprecno vrednostjo
3,71 £0,47.

Pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) so se pokazale velike razlike delezev
proteinov v tkivih, posusenih na razli¢en nacin, zato smo elementno sestavo prav tako
dolocali v tkivih, ki so bila predhodno suSena na razli¢na nacina (liofilizator, suSilnik pri
60 °C). Delez ogljika je v tkivu ustnih ramen, ki so bila posuSena v liofilizatorju, znaSal
43,15 %, v tkivu klobuka pa je bil delez nekoliko veéji in je znaSal 47,42 % suhe mase.
Delez duSika je v tkivu ustnih ramen znasal 11,81 %, v tkivu klobuka pa je bil delez
12,38 % suhe mase. Razmerje C/N je v tkivih ustnih ramen znaSalo 3,65, medtem ko je
bilo razmerje v tkivih klobuka nekoliko vecje in je znaSalo 3,83. ManjSe razmerje C/N v
tkivih ustnih ramen se odraza v nekoliko ve¢jem delezu proteinov (32,66 + 0,96) v
primerjavi z delezem proteinov v tkivu klobuka (31,59 £ 1,22).

Delez ogljika je v tkivu ustnih ramen, ki so bila posu$ena v suSilniku pri 60 °C, znaSal
46,88 %, v tkivu klobuka pa je bil delez nekoliko vegji in je znaSal 48,21 % suhe mase.
Delez duSika je v tkivu ustnih ramen znaSal 10,56 %, v tkivu klobuka pa je bil delez
11,2 % suhe mase. Razmerje C/N je v tkivih ustnih ramen znasalo 4,44, medtem ko je
bilo razmerje v tkivih klobuka nekoliko manjSe in je znaSalo 4,31. Elementna sestava
se v tkivih suSenih v suSilniku razlikuje od tiste suSene v liofilizatorju, saj sta deleza
ogljiika in duSika izraZena relativno na suho maso, ki pa se med metodama suSenja
razlikuje.

V dializiranih vzorcih uhatih klobu€njakov (Aurelia spp.), vzor€enih marca, se je delez
ogljika gibal od 48,89 do 50,67 %, medtem ko je bil delez duSika man;jsi in je znaSal od
11,86 do 12 % suhe mase. Vrednosti za razmerje C/N so se gibale od 4,12 do 4,27, s
povpre¢no vrednostjo 4,19 + 0,06.

Uhati klobu€njaki vzor€eni aprila 2007 so bili suSeni v suSilniku pri 60 ‘C. V dializiranih
vzorcih, se je deleZ ogljika gibal od 38,88 do 51,86 %, delez duSika pa od 6,15 do 9,76
% suhe mase. Vrednosti za razmerje C/N so se gibale od 4,78 do 6,32, s povpre¢no
vrednostjo 5,53 % 0,56.
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V preglednici 23 so prikazane minimalne, maksimalne in povpreCne vrednosti za delez
ogljika, duSika in razmerja C/N v dializiranih vzorcih klobuénjaskih meduz iz TrZzaskega
zaliva. Primerjava je vkljuevala samo meduze, ki so bile predhodno suSene v
liofilizatorju. Povpre¢ni delez ogljika je bil najvedji v uhatem klobu&njaku 49,95 + 0,8 %,
najnizji pa v tkivu ustnih ramen morskega klobuka (43,15 %), medtem ko je bil
povpreCni delez dusika najvecji v mesecinki in je znaSal 13,12 + 0,67 %. Najvecje
razmerje C/N je bilo dolo€eno v uhatem klobuénjaku 4,19 £ 0,06, najmanjSe pa v tkivu
ustnih ramen morskega klobuka (3,65).

43



Preglednica 23: Primerjava delezev C, N in razmerja C/N v dializiranih osebkih mesecinke (Pelagia noctiluca), uhatega klobucnjaka
(Aurelia spp.) in morskega klobuka (Rhizostoma pulmo) iz TrZzaSkega zaliva, predhodno su$enih v liofilizatorju

% C % N Razmerje C/N
Vrsta Stevilo
X (£ SD) Min Max X (£ SD) Min Max X (x SD) Min | Max
: . 48,49 £ 0,70 47,59 | 49,86 | 13,12+0,67 | 11,79 | 13,95 | 3,71+£0,24 | 3,41 | 4,23
Pelagia noctiluca 10
. 49,95 + 0,80 48,89 | 50,67 | 11,91+0,06 | 11,86 | 12,00 | 4,19+£0,06 | 4,12 | 4,27
Aurelia spp. 4
Rhizostoma pulmo 1 43,15 11,81 3,65
(ustna ramena)
Rhizostoma pulmo 1 47 .42 12,38 3,83

(klobuk)
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V preglednici 24 smo s primerjavo povpre¢nih delezev proteinov in razmerij C/N v dializiranih
vzorcih razlicnih klobu€njaskin meduz iz TrzaSkega zaliva pokazali, da se velika koliina
proteinov v tkivih odraza v razmeroma nizkem razmerju C/N. V uhatem klobuénjaku (Aurelia
spp.) je bil delez proteinov najmanjsi, kar se odraza v nekoliko visjem razmerju C/N.

Podobne rezultate elementne sestave smo dobili pri analizah vzorcev uhatih klobu€énjakov
vzorcenih na Mljetu. Vrednosti za razmerje C/N so bile v povprecju 4,14 + 0,34.

Preglednica 24: Primerjava povprecnih delezev proteinov z razmerji C/IN v suhi masi
dializata razli¢nih klobu¢njaskih meduzah iz TrZzaskega zaliva

Vrsta Stevilo % proteinov C/N razmerje
Pelagia noctiluca 10 33,18 + 5,69 3,71 +£0,24
Rhizostoma pulmo 1 32.66 + 0.96 3,65
(ustna ramena)
Rhizostoma pulmo

+
(Klobuk) 1 31,59 +1,22 3,83
Aurelia spp. 4 15,24 + 2,95 4,19 + 0,06

Dobljene ugotovitve smo podkrepili z dognaniji avtorjev, ki havajajo, da predstavljajo proteini
najvecji delez organske komponente v telesu skifomeduz (Shimauchi in Uye, 2007 cit. po
Schneider, 1988; Pitt in sod., 2009). Proteini se kot encimi, toksini in pigmenti pojavljajo v
kapsulah nematocist in v kolagenskih vlaknih mezogleje (Pitt in sod., 2009). Rezultati
elementne sestave so zelo pomembni tudi iz vidika razumevanja posledic po kolapsu
populacije, saj je bilo ugotovljeno, da so klobuénjaske meduze zelo ugoden substrat za rast
morske bakterijske zdruzbe. Bakterije hitro razgradijo beljakovine vezane v tkivu
klobu€njaskih meduz, pri ¢emer pride do velikega spro$€anja anorganskih hranil (LavtiZar,
2010).
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4.2.5 Vpliv biokemi¢ne sestave meduz na krozenje organske in anorganske snovi v
morju

Znanje o biokemi¢ni in elementni sestavi meduz predstavlja osnovo za razumevanje in
dolo¢anje biomase populacije, krozenja snovi in energije prek prehranjevalne verige ter za
oceno doprinosa organske snovi na morskem dnu prek bakterijske razgradnje odmrlih
meduz (Percy in Fife, 1981).

Ob ugotavljanju posledic masovnih pojavljanj klobu€njakov na ekosistem je potrebno
upoStevati vplive Se Zive€ih populacij klobuénjakov in ucinke ob razgradniji, ko populacije
odmrejo. Pitt in sod. (2009) navajajo, da je hitrost sproS€anja organskega ogljika ob
razgrajevanju meduze za ve€ kot stopnjo visja kot hitrost sproS¢anja organskega ogljika, ki
ga v okoljle sproS¢a ZiveCa meduza. Produkti razgradnje proteinov (amini, proste
aminokisline) prispevajo k celotni koncentraciji raztopljenega organskega in anorganskega
dusSika v okoljski morski vodi, razgradni produkti lipidov (fosfolipidi v celicnih membranah) in
nukleinske kisline pa prispevajo k celotni koncentraciji raztopljenega organskega fosforja
(Arai, 1997). Poleg velikega recikliranja elementov, pa lahko ob razgradnji odmrle biomase
pride do pove€ane porabe kisika, kar lahko privede do lokalne hipoksije in posledi¢no do
sprememb v delovanju ekosistema (Pitt in sod., 2009).

Ucinek izlo€anja hranilnih snovi preko klobuénjaskih meduz je Se toliko bolj pomemben v
oligotrofnih morjih, kamor sodi tudi Trzaski zaliv (Pitt in sod., 2009). Do kolikSne mere pa
lahko razgrajevanje meduz ogrozi ekosistem, je odvisno predvsem od gostote odmrlih
skifomeduz in meSanja vodnih mas. V TrzaSkem zalivu je najve€ja verjetnost vecjega
kopi¢enja hranilnih snovi ob razgradnji odmrlih skifomeduz pozno poleti in jeseni v obdobju
izotermije, ko je meSanje plasti morske vode Sibko (Turk in sod., 2007).

Dobljene rezultate o elementni sestavi in delezu proteinov v uhatem klobuénjaku, mesecinki
in morskem klobuku iz TrzaSkega zaliva, lahko dopolnimo in podkrepimo z raziskavo Lavtizar
(2010), ki je v kontroliranih laboratorijskin pogojih na istih vrstah klobucnjaskih meduz,
proucevala hitrost bakterijske razgradnje in posledice razgradnje meduz. Proces razgradnje
je spremljala z meritvijo koncentracije proteinov in anorganskih hranil v filtratu morske vode s
homogenotom razli¢nih vrst meduz. Ugotovila je, da pri razgradnji organskega tkiva meduz,
upada koncentracija proteinov in se poveluje koncentracija fosfata in amonija, kateri
predstavlja kon&ni produkt pri razgradnji proteinov. Koncentracije hranil so bile povsod
najvisje pri vzorcu z mesecinko, nekoliko nizje pri morskem klobuku in najniZje pri uhatem
klobu€njaku. Predvidevala je, da je do razlik v koncentracijah spros$¢enih hranil med
posameznimi vrstami skifomeduz priSlo zaradi razlik v kemiCni sestavi njihovega tkiva, kar
tudi potrjujejo rezultati delezev proteinov in elementne sestave nasih raziskav.

Do velikega sprod€anja hranil in pove€ane porabe kisika je prihajalo tudi v poskusu
raziskovalcev West in sod. (2009), ki so poskus izvedli s klobu¢njakom Catostylus mosaicus,
redu Rhizostomea. Ugotovili so, da se je potreba po kisiku na koncu inkubacijskega obdaobja
z dodano poginulo meduzo povecala za 209 % v primerjavi s kontrolo.
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5 ZAKLJUCKI

Masovni pojavi meduz so kratkotrajni, nato pa Stevilo osebkov populacije hitro upade, pri
Cemer pride v zelo kratkem Casu do velikega kopi¢enja organske snovi v vodi ali na morskem
dnu. Zaloga ogljika v tkivih odmrlih meduz predstavlja zelo ugoden substrat za rast morske
bakterijske zdruzbe in lahko pomembno vpliva na procese v prehranjevalni verigi. Za pravilno
oceno vpliva razgradnje organske snovi je pomembna kemijska sestava meduz. V ta namen
sem Vv diplomski nalogi preucila kemijsko sestavo treh vrst klobuénjaskih meduz, ki se v
zadnijih desetih letih v TrzaSkem zalivu vse pogosteje in obilneje pojavljajo.

Kemijske analize so vkljuCevale doloCanje vsebnosti vode v meduzah, ter vsebnost
proteinov, ogljika in duSika v suhi masi meduz.

Zamrznjene meduze sem suSila v ve€ji meri v liofilizatorju, nekatere ve€je meduze uhatega
klobu&njaka iz TrzaSkega zaliva pa sem suSila v suSilniku na 60 °C, do dolo¢ene konstantne
mase. Iz dobljene suhe mase sem nato prera¢unala vsebnost vode v meduzah. Vsebnost
vode v mesec€inkah je v povprecju znasala 96,17 %, v uhatih klobu&njakih pa so se vrednosti
gibale od 96,44 do 98,88 %. Rezultati so pokazali, da je vsebnost vode v meduzah vecjih
velikostnih razredov vecja v primerjavi z manjSimi meduzami.

Na podlagi razli€nega suSenja sem ugotovila, da pri susenju meduz v suSilniku ne pride do
popolne izloCitve vode, kar se odraza v precenjenem deleZzu suhe mase in posledi¢no
premajhni vsebnosti vode v meduzi. Nekateri avtorji navajajo, da pri suSenju v suSilniku pri
60 °C, ostane v suhi masi vzorca vezane od 10 do 15 % vode (Ceccaldi in sod., 1976; Madin
in sod.,1981).

Ker predstavljajo proteini najvecji delez organske komponente v meduzah, sem se pri
dolo€anju biokemicne sestave meduz osredotoCila na vsebnost proteinov v tkivih meduz. Na
podlagi predhodnih testiranj sem izbrala optimalni ekstrakcijski pufer in zakljucila, da je
dolo¢anje vsebnosti proteinov v dializiranih vzorcih bolj primerno od tistega v nedializiranih,
kjer zaradi velikega deleza soli in majhnega organskega deleza v suhi masi vzorca, lahko
pride do velike variabilnosti rezultatov. Koncentracijo proteinov sem pri testiranjih dolo¢ala po
metodi BCA in Bradfordovi metodi, v nadaljevanju pa sem koncentracijo proteinov v razli¢nih
klobu€njaskih meduzah doloala samo po metodi BCA.

Vsebnost proteinov se je v razlicnih vrstah klobucénjaskih meduz iz Trzadkega zaliva
razlikovala. NajviSjo vsebnost proteinov sem izmerila v dializiranih vzorcih mesecinke (33,18
%), visoka pa je bila tudi v tkivih ustnih ramen morskih klobukov (31,55 %), medtem ko je bila
vsebnost v tkivih klobuka nekoliko niZja (25,08 %). Vsebnost proteinov v vzorcih uhatega
klobu€njaka je bila v povprecju za ve€ kot 2-krat nizja kot pri mesecinki in je bila primerljiva z
delezi proteinov, doloenih v uhatih klobucnjakih, vzoréenih istega meseca na Miljetu (15,42
%).

Vpliv razlicnega susenja se je pokazal tudi pri dolo€anju proteinov. Delezi proteinov v tkivih
istega osebka morskega klobuka, posusenih v liofilizatorju so bili vecji v primerjavi z delezi
proteinov v tkivih, posuSenih v suSilniku pri 60 ‘C. Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢im, da
je suSenje meduz v liofilizatorju primernej8i na€in suSenja, saj omogoc€a bolj natan¢no
dolocitev proteinov v tkivih meduz.

Znotraj vrste uhatega klobu€njaka sem dobila statisticno znacilne korelacije med vsebnostjo
proteinov v tkivih meduz in njihovimi biometri€nimi znacCilnostmi. Rezultati so pokazali, da je
vsebnost proteinov v vecjih, bolj spolno zrelih meduzah vec&ja. Znotraj vrst mesecinke in
morskega klobuka korelacij nisem dobila. To sem pripisala premajhnemu Stevilu vzorcev in
neenakomerni porazdelitvi starosti med osebki. Za opazovanje najrazli¢nejSih razmerij med
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delezi proteinov in biometri€nimi parametri znotraj vrste, bi morali imeti na razpolago vecje
Stevilo osebkov, predvsem pa bi morali biti osebki zastopani v razli¢nih starostih.

Med analiziranimi klobucnjaki se je pokazala razlika tudi v elementni sestavi. Povprecni delez
ogliika je bil najve€ji v uhatem klobu€njaku 49,95 %, najniZji pa v tkivu ustnih ramen
morskega klobuka (43,15 %), medtem ko je bil povpre¢ni delez dusika najvecji v mesecinki in
je znaSal 13,12 %. NajveCje razmerje C/N je bilo dolo€eno v uhatem klobu€njaku 4,19,
najmanjSe pa v tkivu ustnih ramen morskega klobuka (3,65). S primerjavo povprecnih
delezev proteinov in razmerij C/N v dializiranih vzorcih razlicnih klobu¢njaskih meduz iz
TrzaSkega zaliva sem pokazala, da se velika koli¢ina proteinov v tkivih odraza v razmeroma
nizkem razmerju C/N. V uhatem klobucnjaku je bil delez proteinov najmanjsi, kar se odraza v
nekoliko vi§jem razmerju C/N v primerjavi z ostalima klobu¢njakoma.

Menim, da bi bilo treba z nadaljnjimi raziskavami te tematike postoriti Se marsikaj. Predvsem
bi bilo smotrno opraviti kemijske analize dializne raztopine, v katerih so bile dializirane suhe
mase meduz, da bi preverili ali z dializo izgubljamo organsko snov in v kakdni meri. Na
podlagi ugotovitev bi nato lahko ocenili, kolikSen deleZz dejanske suhe mase meduze
predstavlja dializirana suha masa. Ker so v dosedanjih raziskavah analize biokemicne
sestave meduz opravljene predvsem na nedializiranih vzorcih, bi lahko s takSnim nacinom
omogocili primerjavo biokemicne sestave meduz, dolo€ene na dializiranih vzorcih.

Ne nazadnje bi morali na obmocju TrZzaskega zaliva oceniti dejansko gostoto meduz v ¢asu
njihovega masovnega pojavljanja, da bi lahko kvantitativho ocenili doprinos organske snovi v
okolje na racun Stevilcne populacije. Do kolikSne mere pa lahko razgrajevanje meduz ogrozi
ekosistem, je odvisno predvsem od gostote odmrlih meduz in meS$anja vodnih mas.
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