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1 UVOD

Planarije (Planariidae) so druzina ploskih ¢rvov (Plathelminthes), ki so znane predvsem po
svojih neverjetnih sposobnosti regeneracije manjkajocih delov telesa. Naseljujejo vodne in

terestri¢ne habitate.

Pojavijo se lahko tudi v nasih akvarijih pri vsaditvi akvarijskih rastlin, na katere so se planarije
oprijele. Planarije, s katerimi se sreCamo v akvaristiki, so obiCajno nenevarne, toda obstaja
nekaj vrst, ki so odli¢ni plenilci raznih kozic, polZev ter manjsih rib. To za akvariste ni dobro,
saj se lahko hitro namnozijo, s tem pa se poveca tudi ogrozenost manjsih akvarijskih zivali.
RazmnoZujejo se lahko tudi nespolno s cepitvijo telesa in regeneracije odcepljenih delov, iz
katerih zrastejo genetsko enaki osebki. Na trgu obstaja veliko kemicnih sredstev za zatiranje

planarij, ki niso vedno varna za ostale prebivalce akvarija, prav tako pa niso najcenejsa.

V ta namen sem zacel raziskovati, kako z naravnejSimi, okolju, denarnici in Zivalim prijaznimi
sredstvi odstraniti planarije oziroma zavirati napredovanje njihove populacije v nasih akvarijih.
Pripravil sem dve razli¢ni koncentraciji vodnih ekstraktov treh razli€nih rastlinskih vrst.
Namen raziskovanja je bil odkriti, kateri vodni ekstrakt najbolje zatira te prilagodljive ploske

¢rve in kaksni so mehanizmi uc€inkovanja na zatiranje populacije.

Slika 1: Planarija, ki se loteva sladkovodne kozice®.

HIPOTEZE:

e Najucinkovitej$i bo vodni ekstrakt storzev ¢rne jelSe.

e Visje koncentracije rastlinskega materiala bodo bolj zatirale planarije kot nizje.

e NajucinkovitejSi vodni ekstrakt bo manj ucinkovit kakor komercialna sredstva za
zatiranje planarij v akvariju.

e Vodni ekstrakti vplivajo na regeneracijo planarij preko reduciranja ROS.

e Vodni ekstrakt, ki u¢inkovito zatira planarije, ne bo $kodoval sladkovodnim kozicam.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PLANARIJE

Planarije (Planariidae) so druzina obseznega debla z ve¢ kot 20 000 vrstami ploskih ¢rvov
(Plathelminthes), kamor poleg ostalih vrtincarjev (Turbellaria) priStevamo Se reda trakulj
(Cestoda) in metljajev (Trematoda). V nasprotju s trakuljami in metljaji so planarije

prostoZive&i neparazitski organizmi, ki ve¢inoma naseljujejo potoke, reke in ribnike®’.

2.1.1 ANATOMIJA IN FIZIOLOGIJA PLANARLJ

Planarije spadajo med vrtincarje tricrevnike (Triclada), za katere je znacilno Crevesje, ki se
zacne z ril¢asto iztegljivim miSicastim zrelom. Za poziralnikom se Crevesje razcepi na tri
glavne krake, ki pa so na drobno razvejani. Usta, ki so edina odprtina, saj nimajo anusa, imajo

nekako sredi trebuha’’.

Imajo preprosto Ziv€evje, razporejeno kot lestev in zgrajeno iz dveh Ziveénih snopov, ki potekata
vzdolz trebusne strani telesa. Osrednji zivéni vozli — mozganski gangliji — se nahajajo v
prednjem delu telesa in posredujejo informacije vzdolz lestvicastega Ziveevja proti zadnjemu
delu telesa. Pri vrtin€arjih Ze lahko govorimo o zametkih mozganov osrednjega Zivénega

sistema, katerega naloga je analiza podatkov, postal pa je tudi koordinacijsko sredisce telesa’.

Za ulinkovito odzivanje na drazljaje iz okolja se uporabljajo specializirani receptorji, med

katerimi je najpomembnejsi sklop ocesc v predelu glave®’.

Planarije nimajo vidnega obto¢nega (kardiovaskularnega) ali dihalnega sistema — zaradi

ploscatega telesa lahko kisik sprejemajo preko difuzije skozi kozo* .

Gastrovascular cavity

Ventral nerve cord

Dorsal surface

Ventral surface

Anterior
Posterior

Slika 2: Ilustracija anatomije planarij'.
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2.1.2 REGENERATIVNE SPOSOBNOSTI PLANARIJ

Regenerativne sposobnosti planarij so zgolj posledica visokega deleza (25-30 % vseh celic)
pluripotentnih celic, imenovanih neoblasti. To so edina vrsta celic v telesu planarij, ki imajo
zmoznost diferenciacije v katerokoli drugo vrsto celic. Regenerirajo lahko odstranjeno glavo,
rep, eno stran telesa, ob razdelitvi telesa na ve¢ delov lahko celo zraste iz vsakega dela nov
osebek. Regeneracija manjkajocega fragmenta telesa se za¢ne z zaprtjem rane s kréenjem misic
v prvih 30—45 min po amputaciji. Neoblasti se nato za¢nejo hitro mitoti¢no deliti v Sestih urah
po poskodbi (prvi vrh proliferacije neoblastov), Cemur pa sledi migracija neoblastov proti rani
v 18 urah po poskodbi. Drugi vrh v proliferaciji neoblastov se zgodi 48—72 ur po amputaciji,
namnozeni neoblasti pa nato z diferencacijo v tkivnospecificne progenitorske celice (to so Se
nediferencirane celice, ki se nato diferencirajo v tipe celic, ki tvorijo manjkajoce tkivo) tvorijo
za§¢itno maso novih celic, imenovano blastema®”*®. Taksne povecave v proliferaciji so tesno
usklajene s selektivnim uni¢enjem nekaterih starih celic (apoptoza) za ucinkovito
preoblikovanje — z avtofagijo (sestavine mrtvih celic se uporabijo za izdelavo novih) — novih
in starej$ih tkiv v ustvaritev to¢no tistih tkiv, ki jih je planarija ob poskodbi izgubila'**.
Prilagodijo pa se tudi razmerja v velikosti med novonastalimi tkivi z Ze obstoje¢imi**%°. Skupaj
s takSnim remodeliranjem tkiv in diferenciacijo celic, ki gradijo blastemo (torej progenitorske

celice), je regeneracija kon¢ana’’.

A

Photoreceptor ) )
neuron Differentiated

blastema cells

Pigment

* f cell
6 6 | i @
8 %@ Neoblasts

Slika 3: (A) Shematski prikaz diferenciacije neoblastov v porgenitorske celice (na shemi poimenovane
“undifferentiated blastema cells”, ki se diferencirajo v dolo¢en tip celice)®.

Slika 4: (B) Tvorba blasteme po amputaciji razli¢nih fragmentov telesa planarije®.

Regeneracija vkljucuje zapleteno interakcijo ve€ sistemov na ravni organizma. Te interakcije
so pod nadzorom raznih molekularnih signalnih poti, prehodov ionov in signalov ZivEénega

sistema®®.



Sever, J. A., Zatiranje planarij v akvariju z vodnimi ekstrakti izbranih rastlinskih vrst.
Raziskovalna naloga, SC Velenje, Gimnazija, 2025

2.1.2.1 VPLIV REAKTIVNIH KISIKOVIH SPOJIN NA REGENERACIJO

Med okoljske dejavnike, ki vplivajo na regeneracijo, lahko pristejemo temperaturo, gravitacijo
in reaktivne kisikove spojine (ROS). Ta raziskava bo osredotoena samo na vpliv slednjih na
regenerativnost planarij. Gre za visoko reaktivne stranske produkte celicnega metabolizma, ki
vsebujejo kisik. Sprva so bile opredeljene kot povzrocitelji oksidacijskega stresa in poskodb
celic, zdaj pa je znano, da sodelujejo tudi kot pozitivni regulatorji celi¢ne signalizacije,
kapacitete mati¢nih celic za samoobnovo in diferenciacijo ter signalizacije poskodb’’. Namre¢
ob prevelikemu kopicenju reducentov ob hkratni nespremenjeni koncentraciji oksidantov se v
celici porusi redoks ravnotezje (ravnovesje med produkcijo ROS in antioksidacijskimi sistemi),
kar imenujemo redukcijski stres. Redoks reakcije so za normalno delovanje celic klju¢nega
pomena, saj ustvarjajo energijo v obliki ATP (recimo pri prenaSanju elektronov po notranji
membrani v mitohondriju se sproS¢a energija, ki omogoca prenos protonov v medmembranski
prostor mitohondrija za nastanek protonskega gradienta, kar povzroci pretok protonov skozi
sintazo ATP, ki fosforilira ADP v ATP), poleg tega pa so tudi glavna gonilna sila za sintezo
esencialnih celi¢nih komponent (npr. nukleinskih kislin). Posledice redukcijskega stresa lahko
opazujemo na celi¢ni ravni kot manjSanje odziva celicne rasti, zmanjSana funkcija
mitohondrijev, zniZanje aktivnosti metabolizma'?. Med biolosko pomembne ROS spadajo
superoksidi (Oz7), hidroksilni radikali (¢*OH) ter vodikov peroksid (H202). Slednji je tudi ena
izmed glavnih signalnih molekul, deluje pa lahko tudi kot sekundarni obvescevalec, ki sodeluje
pri regulaciji mnogih signalnih poteh”’.

Mnoge raziskave opisujejo odlocilen pomen ROS pri regeneraciji manjkajocih fragmentov.
Raziskovalci so odkrili, da se po amputaciji koli¢ina ROS na mestu rane hitro drasti¢no poveca.
Razlog za to je poviSana aktivacija encimov Nox (NADPH-oksidaza), ki sodelujejo pri
produkciji ROS s tem, da na kisik veZejo elektrone iz NADPH***, Uporaba inhibitorjev Nox
(kar povzro¢i zmanjSano produkcijo ROS) je zaznamovala zmanjSano velikost blasteme in

neuspesno regeneracijo>®.

Med kljuénimi signalnimi potmi, sodelujoimi pri regeneraciji planarij, so v literaturi

najpogosteje navedene MAPK (ERK), JAK/STAT in PI3K/Akt.
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2.1.2.2 MAPK (ERK) SIGNALNA POT

Zacetek regeneracije pri planarijah sprozijo razli¢ne signalne poti. Velikokrat je v literaturi kot
najpomembnej$a omenjena signalna pot MAPK (ERK), imenovana tudi Ras-Raf-MEK-ERK
signalna pot. Gre za verigo kinaznih encimov v celici, ki prenese signal iz receptorja na povrSini
celice na DNA v njenem jedru. Receptorji, ki navadno stimulirajo Ras-Raf-MEK-ERK-
signalno kaskado, so RTK (tirozin receptorske kinaze), kot je EGFR-receptor (ang. epidermal
growth factor receptor)®. Kinaze so encimi, ki iz ATP premestijo eno fosfatno skupino na
taréni protein (fosforilacija) in ga tako aktivirajo’®. Tirozin kinazni encimi pa selektivno
fosforilirajo tirozinske ostanke na substratnih molekulah®*. Ob vezavi liganda - tj. signalna
molekula, ki se veze na receptor - na monomer EGFR (ena molekula receptorja) se dve
monomeri EGFR zdruzita (dimerizirata). Nastanek takSnega dimera EGFR privede do
avtofosforilacije Sestih tirozinskih ostankov citoplazemskega dela EGFR vsake posamezne
nasprotne molekule EGFR v dimeru, kar privede do popolne aktivacije receptorja. Na tako
fosforilirane tirozinske ostanke (preko SH2 domene, ki omogoca vezavo na tirozin) pa se lahko
veze adapterska beljakovina, imenovana Grb2. Na Grb2 pa se lahko veze preko dveh domen
SH3 SOS-protein, ki je zmoZen aktivacije proteina Ras (in sicer tako, da v neaktivni obliki Ras
beljakovine, na katero je vezan GDP, zamenja GDP z GTP — ker je v bistvu Ras monomerna
G-beljakovina, za katere je znacilna deaktivacija ob vezavi GDP in aktivacija ob vezavi GTP).
Aktivirana Ras beljakovina nato aktivira Raf kinazo, Raf pa fosforilira in s tem aktivira MEK.
MEK je tudi kinaza, katere tar¢ni protein pri fosforilaciji (in aktivaciji) je ERK. ERK (tj. z
zunajceli€nimi signali regulirana kinaza) spada v druzino MAPK-beljakovin (to so z
mitogenom aktivirane proteinske kinaze), ki sodelujejo v klju¢nih celi¢nih procesih, kot so
proliferacija, diferenciacija, apoptoza in prezivetje celic®®*®, ERK nato sodeluje pri regulaciji
mnogih transkripcijskih faktorjev, povezanih z geni za proteine, sodelujoCe v regeneraciji; na
primer protein ERK (natan¢neje ERK2) omogoca nastanek aktivacijskega proteina 1 (AP1) (z
vezavo c-fos in c-Jun proteinov v transkripcijski faktor AP1), ki je transkripcijski faktor za

razne gene, ki so vkljudeni pri regulaciji diferenciacije, proliferacije in apoptoze?>*3.
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Slika 5: MAPK (ERK) signalna pot*.

2.1.2.3 VPLIV ROS NA MAPK (ERK) KASKADO

V raziskavah je bilo ugotovljeno, da ROS, ki se sprostijo ob amputaciji, lahko med drugim
inducirajo regeneracijo preko EGFR-MAPK (ERK) signalnih poti, kar stimulira izrazanje
genov za proteine, ki so kljuénega pomena za napredovanje regeneracije, na primer aktivnost
ERK-beljakovine je bila potrebna za zacetek diferenciacije progenitorskih celic v blastemi’.
Med najpomembnejSimi ugotovitvami glede vpliva ROS na MAPK (ERK) signalne kaskade

lahko uvrstimo naslednje:

e Z inhibicijo MEK v planarijah je bila regeneracija neuspesna. Ob nadaljnji namerni
poskodbi taksne planarije, katere namen je bil sprozitev ROS, so se planarijam ponovno
vrnile regenerativne sposobnosti, kar nakazuje na to, da so ROS prvi sprozilci zacetka
regeneracije in ponovno aktivirajo regeneracijski program.

e ROS so potrebni za fosforilacijo in tako pravilno aktivacijo ERK proteina.

e Predlagano je, da je aktivacija ERK preko ROS posredovana preko EGFR med

regeneracijo.

Razlogov za takSne ugotovitve je ve€. Znano je, da so aktivacijski mehanizmi, povezani z RTK,
pod strogo redoks kontrolo (torej ROS vplivajo nanje). ROS olajsajo avtofosforilacijo EGFR
dimera, kar posledi¢no poveca hitrost nadaljnje kaskade fosforilacije spodnjih (odvisnih)
elementov v signalni poti, kot je tudi ERK-protein, in posledi¢no povecanje njihove sinteze.
Poleg EGFR receptorja so tudi MAP3K (kot je recimo Raf') kriticne tarce oksidativnega stresa.
Mnogo raziskav dokazuje tak$no povezavo s povecano aktivacijo MAPK (kot je ERK) po

dodatku eksogenega (z zunanjim izvorom) vodikovega peroksida med planarije, kar nakazuje
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na nekak$no ROS-odvisno poveéavo aktivacije MAP3K encimov®’. Prav tako ROS tudi
povecujejo aktivnost EGFR z oksidacijo cisteinskih ostankov na receptorju, kar spet privede

10,26

do povecane izdelave encimov pomembnih pri regulaciji regeneracije in je morda

povezano z olajSano avtofosforilacijo EGFR.

V grobem lahko povzamemo, da ROS vplivajo na razne beljakovine v MAPK (ERK) signalni
poti, kar posredno vpliva na izrazanje genov, ki kodirajo za beljakovine klju¢nega pomena pri

regeneraciji.

2.1.2.4 PI3K/Akt SIGNALNA POT

Stimulacija EGFR z vezavo signalih molekul na receptor (v tem primeru razni rastni faktorji)
pa lahko aktivira tudi PI3K-encim (fosfoinozitid-3 kinaza), ki pa je odgovoren za sproZitev
Akt/mTor signalne kaskade, katere koncni produkti so razli¢ni encimi, sodelujo¢i v

23.84  Na fosforilirane tirozinske ostanke

pospeSevanju regeneriranja manjkajo¢ih delov
aktiviranega dimera EGFR se lahko veze podenota PI3K encima, imenovana p85, katere
funkcija je, da omogoca vezavo p110 podenote PI3K encima, ki ima katalizno funkcijo — in
sicer p110 fosforilira PIP2 (fosfatidilinozitol-(4,5)-bifosfat) v PIP3 (fosfatidilinozitol-(3,4,5)-
trifosfat), ta pa poveca prisotnost Akt (protein-serin/treoin kinaza) ob plazemski membrani
celice, kjer jo fosforilirajo in posledi¢no aktivirajo razni kinazni encimi®®**. Aktiviran Akt pa
je nato zmozZen aktivacije razli¢nih encimov, kot je mTOR-protein, odgovornih za kontroliranje
transkripcije in sinteze takSnih beljakovin, ki sodelujejo pri regulaciji proliferacije,

diferenciacije in celi¢ne rasti**34,
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Slika 6: PI3K/Akt signalna pot".
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2.1.2.5 VPLIV ROS NA PI3K/Akt KASKADO

PoviSane koncentracije ROS povecujejo aktivacijo PI3K/Akt signalne poti zlasti preko
oksidacije fosfataz, kot je PTEN (negativni regulator PI3K encima), s ¢imer inhibirajo njihovo

delovanje ali preko direktne aktivacije Akt.

ROS spodbuja hiperfosforilacijo (povecano fosforilacijo) PI3K-proteina in s tem njegovo
aktivacijo, kar posledi¢no povecuje tudi aktivnost Akt. Poleg tega lahko ROS uravnavajo
PI3K/Akt signalizacijo preko regulacije protein tirozin fosfataz (PTP), ki inhibirajo RTK
receptorje z defosforilacijo (in s tem deaktivacijo RTK ). ROS so zmozne zmanjSati aktivnost
PTP, tako da oksidirajo cisteinski ostanek na katalitski domeni (nekak$na funkcionalna enota
proteina, kjer se odvijajo katalitske reakcije) PTP, kar je ravno nasprotno pri oksidaciji

cisteinskih ostankov EGFR preko ROS, kar povecuje njegovo aktivnost?>*4,

Growth Factors

. ﬂ LI
b s AL 2

o e

NF-kB
HIF-1a 3 >

Survival
Slika 7: Vpliv ROS na PI3K/Akt signalno pot®.

Legenda: Nox (NADPH-oksidaza) (encimi, ki sodelujejo pri produkciji ROS s tem, da na kisik vezejo elektrone
iz NADPH)™*; rde¢a pus€ica s pravokotnim koncem predstavlja zaviranje, rde¢a pus¢ica nad PTEN predstavlja
defosforilacijo PIP3; zelena pusCica in zelena Crtasta puséica predstavljata aktivacijo; P v rdeéem krogu
predstavlja fosforilacijo. ROS inducirajo tudi jedrno translokacijo NF-KB in HIF-1 transkripcijskih faktorjev, ki
med drugim vplivajo tudi na izrazanje genov za beljakovine, odgovorne za prezivetje, proliferacijo in
diferenciacijo®?.
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2.1.2.6 JAK/STAT SIGNALNA POT

Raziskave na podro¢ju regeneracije planarij tudi omenjajo pomembno vlogo proteinov, kot je
hsp70 (protein toplotnega Soka 70). Signalizacija za to beljakovino med drugimi poteka tudi
preko JAK/STAT-signalnih poti.

Na splosno JAK/STAT-signalne poti prenasajo informacije iz zunajceli¢nih kemicnih signalov

za regulacijo rasti, prezivetja in povecanja diferenciacije in proliferacije*®!.

JAK/STAT-signalno pot sestavljajo tri glavne komponente: receptor na povrsini celice —
najpogosteje citokinski receptor, ki za razliko od RTK (kot je EGFR) nima tirozin-kinazne
aktivnosti, temveC je na njegovem citoplazemskem (znotrajcelilénem) delu povezan z JAK
(Janusova kinaza), ki pa je nereceptorska tirozin kinaza, torej ima lastnosti tirozin kinaznih
encimov (fosforilacija tirozinskih ostankov tarénih proteinov)*>°1’?, Vezava liganda na
receptorsko molekulo omogoci, da dve JAK fosforilirata druga drugo (transfosforilacija) in se
tako aktivirata. Aktivirani JAK molekuli nato fosforilirata rep receptorja, kar omogoci vezavo
STAT (signalni prevodnik in aktivator transkripcije — to so transkripcijski faktorji za razne
gene) beljakovin, ki ju fosforilirata (in aktivirata) aktivirani JAK molekuli. Nato se fosforilirani

STAT molekuli odcepita od receptorja in dimerizirata. STAT dimer nato potuje (se translocira)

47

v jedro, kjer regulira transkripcijo genov

Gene Transcription

Nucleus

Slika 8: JAK/STAT signalna pot?’.

Znano je, da so hsp70 transaktivirani (aktivacija transkripcije gena s transkripcijskimi faktorji)

s STAT, kar pomeni, da STAT posredno povecujejo sintezo hsp70 in s tem regeneracijo.
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2.1.2.7 VPLIV ROS NA JAK/STAT KASKADO

Vodikov peroksid spodbuja aktivacijo JAK2 in TYK2 (to sta ¢lana druZine Junosovih kinaz),
s pospesitvijo fosforilacije na tirozinska mesta na aktivacijski zanki teh encimov (polipeptidna
veriga na kinaznih beljakovinah, kot je JAK2, kjer je za aktivacijo takSne beljakovine potrebna
vezava fosfatne skupine na to mesto)>®*’. Poleg pospesevanja aktivacije JAK encimov, H202
tudi pospesi vezavo fosfatnih skupin na tirozinske ostanke na STAT, prav tako pa je s H202
povecana tudi premestitev STAT-dimerov v jedro (jedrna translokacija), kjer se bodo na DNK
vezali na specifi¢ne promotorje za doloCen gen, kot je recimo gen za sintezo hsp70. Raziskave
pa dokazujejo tudi, da je bila aktivnost promotorja z vezavnim mestom za STAT- za gen za
hsp70 povecana ob prisotnosti H202*. Vsi ti vplivi ROS potemtakem prispevajo k povisani
sintezi beljakovin, kot je hsp70, ki povecujejo proliferacijo in diferenciacijo ter s tem

regeneracijo.

2.1.2.8 POVEZAVE MED MAPK (ERK), PI3K/Akt IN JAK/STAT SIGNALNIMI POTMI

Vse obravnavane signalne poti, na katere imajo ROS vpliv in so povezane z napredovanjem

regeneracije, se mo¢no prepletajo.

Za JAK/STAT-signalne poti je najbolj znacilna je povezava z MAPK(ERK) signalno kaskado.

Povezava med dvema je kompleksna, druga na drugo vplivata na razli¢nih mestih.

e Izgleda, da imajo PI3K/Akt, MAPK (ERK) in JAK/STAT povezavo z RTK. Poleg
ze omenjenih aktivacij PI3K/AKT in MAPK (ERK) signalih kaskad s strani EGFR,
aktivacija EGFR lahko tudi povzroci fosforilacijo tirozinskih ostankov na STAT,
neodvisno od JAK (najverjetneje posredno, preko drugih z EGFR-povezanih
encimov).

e Dodatno lahko EGFR rekruira STAT-JAK-kompleks — skupaj zdruzi STAT in
JAK-molekule, kar sprozi, da jih JAK aktivira’.

e Aktivirani JAK lahko s fosforilacijo receptorjev, s katerimi so povezani, omogocajo
vezavo dolo¢enih adapterskih proteinov, kamor se lahko veze GRB2-adapter, nanj
pa SOS, ki aktivira Ras kaskado (in s tem sintezo ERK).

o JAK/STAT-signalizacija tudi posredno spodbuja Ras signalizacijo preko
transkripcijske aktivacije SOCS3 (ang. suppressor of cytokine signaling 3), katere
funkcija je regulacija JAK/STAT z negativno povratno zanko®. SOCS3 pa veZejo

tudi RasGAP (molekula, ki negativnho regulira Ras signalizacijo) in tako
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zmanjSujejo njeno aktivnost, kar posledi¢no povecuje aktivnost Ras signalne poti.
Iz tega lahko sklepamo, da tudi ko je aktivnost JAK/STAT povratno negativno
regulirana s strani SOCS3, slednja molekula povecuje aktivnost Ras in s tem prav
tako MAPK (ERK)¥.

e Vemo, da je Ras klju¢nega pomena pri nadaljnji sintezi ERK, dokazana pa je tudi
direktna aktivacija PI3K kinaze preko aktivirane Ras beljakovine!”.

e Omenil sem Ze regulacijo izrazanja gena za hsp70 protein v odvisnosti od
JAK/STAT signalizacije. Tudi PI3K/Akt signalna pot inducira izrazanje gena za
hsp70*.

e MAPK ima zmoznost drasticnega povecanja transkripcijske aktivnosti STAT preko
fosforilacije na serin v molekuli STAT, ki poveca vezanje STAT na promotorje na
DNK”?. Serinska fosforilacija z MAPK sicer ni nujna za transkripcijsko aktivacijo

STAT, jo pa dramati¢no izboljsa®.
Na podlagi vseh nastetih povezav lahko sklepamo, da je lahko z vplivom ROS na en ¢len v
doloceni signalni poti posredovan tudi vpliv na ostale signalne poti, sodelujoCe v regeneraciji.
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Slika 9: Povezave med MAPK (ERK), PI3K/Akt in JAK/STAT signalnimi potmi®®.
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2.2 UCINKOVINE VODNIH EKSTRAKTOV POSAMEZNIH RASTLINSKIH VRST

V nadaljevanju bomo za vsako rastlinsko vrsto, uporabljeno v raziskovanju, navedli celotno
vsebino polifenolov (TPC), ki so med najpomembnej$imi bioaktivnimi ucinkovinami v
rastlinskem materialu. TPC je izraZen kot masa ekvivalenta galne kisline / maso ekstrakta
posameznih rastlin glede na njihov etanolski ekstrakt, saj ni pri vseh podatkov o TPC v vodnih
ckstraktih*!. Poleg tega pa bomo opisali tudi antioksidantne lastnosti posameznih ekstraktov,
saj smo z ugotavljanjem moZnih razlogov, zakaj vodni ekstrakti izbranih rastlinskih vrst
vplivajo na regeneracijo planarij glede na pomembnost ROS pri regeneraciji, prisli do sklepa,
da je razlog verjetno v antioksidantnih lastnostih ekstraktov. Antioksidanti so sploSen izraz za
katerokoli snov, ki lahko deluje proti ROS, tako da jim odda svoje elektrone (jih reducira — kar
prepre¢i, da bi ROS odvzele elektrone od molekul, pomembnejsih za zdravje celic)’.
Antioksidantna aktivnost je navadno izrazena z 1C(50), tj. koncentracija, potrebna za 50 %
inhibicijo doloCenega prostega radikala (tukaj bomo obravnavali IC(50) za DPPH’ (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil)), ki se uporablja kot model za ROS>?. Torej, manj$a kot je vrednost IC(50)

snovi, visje antioksidantne lastnosti ima ta snov*®.

Tabela 1: Intenziteta antioksidantne aktivnosti ekstrakta, glede na IC(50) vrednost®.

IC(50) ekstrakta za DPPH’ Intenziteta antioksidantne aktivnosti ekstrakta
<50 mg/L zelo moc¢na

50-100 mg/L mocna

100-250 mg/L zmerna

250-500 mg/L Sibka

2.2.1 SISKE PUHASTEGA HRASTA (Quercus pubescens)

Siske so bolezenske tvorbe na nekaterih rastlinah, nastale zaradi vboda zuzelke, delovanja gliv
in drugih organizmov’?. Znane so predvsem po visoki vsebnosti predvsem podrazredov
polifenolnih spojin z visoko antioksidantno aktivnostjo, kot so flavonoidi, galotanini in fenolne
kisline (najbolj taninska in galna kislina)®3!. Vrednosti TPC za hrastove $iske so okoli 437,27
+ 3,14 mg/g GAE etanolskega ekstrakta’. Za etanolske ekstrakte hrastovih §isk (za vrsto hrasta
iz rodu Quercus) so v raziskavah ugotovili, da znasa 0,5 mg/L za prosti radikal (DPPH").
TakSna vrednost je precej nizka, kar pomeni, da ima ekstrakt SiSk zelo mo¢no antioksidantno
aktivnost. V isti raziskavi so slednjo pripisali vsaj delno kot posledico visoke vsebnosti

taninske kisline (19,925 % ekstrakta) in galne kisline (8,75 %)**.
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Slika 10: Skeletne formule taninske (levo) in galne kisline (desno)3!.

2.2.2 STORZKI CRNE JELSE (Alnus glutinosa)

Zreli plodovi (storzki) érme jelSe in njeno lubje imajo visok delez taninov?®. Poleg taninov so
med antioksidantnimi u¢inkovinami, ki jih najdemo v ¢rni jelsi, tudi terpenoidi, flavonoidi,
fenolne kisline, zelo pa so znacilni Se diaril heptanoidi. Vsebnost taninske kisline znasa 16-20
%, kar je podobno kot pri hrastovih Siskah?. Etanolski ekstrakt TPC znaSa priblizno 610 mg/g
GAE, 172,73 £ 3,14 mg/g vec kot pri hrastovih SiSkah. Zanimivo pa je, da IC(50) od ekstraktov
¢rne jelSe v organskih topilih za DPPH" variira od 4,05-9,58 mg/L, kar je 8,1-19,16- krat ve¢

od hrastovih $i$k*. Vseeno gre za zelo mo¢no antioksidantno aktivnost teh ekstraktov.

2.2.3 LISTJE NAVADNE BUKVE (Fagus sylvatica)

Med ucinkovinami v listju navadne bukve se znajdejo galna, abscizinska (ki je tudi rastni
hormon) in cimetova kislina, poleg kislin pa so prisotni tudi mnogi flavonoidi. TPC etanolskega
ekstrakta listja navadne bukve znaSa 69,64 + 3,1 mg/g GAE ekstrakta. To je znatno manj kot
TPC etanolskih ekstraktov hrastovih §isk in storzkov ¢rne jelSe. IC(50) za listje navadne bukve
znaSa okoli 125,5 mg/mL, upoStevati pa moramo tudi moznosti za variabilnost v teh vrednostih
(enako kot pri Ze omenjenih za ostale rastlinske vrste), saj nanje vpliva mnogo okoljskih
dejavnikov®®. Posledi¢no lahko opredelimo ekstrakt listja bukve kot zmerno intenzivno

antioksidantno sredstvo.
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2.2.4 VPLIV ANTIOKSIDANTOV NA REGENERACIJO

Ce povezemo dejstva o moénih antioksidantih, kot je taninska kislina, z dejstvi o signalnih
poteh, sodelujocih v regeneraciji (JAK/STAT, EGFR/MAPK (ERK) in PI3K/Akt), opazimo
zmanjSanje v njihovi aktivnosti. Glede na Ze spoznana dejstva o vplivu ROS na te signalne poti
lahko sklepamo, da z redukcijo ROS in njihovo “deaktivacijo” taninska kislina in drugi
antioksidanti, prisotni v ekstraktith omenjenih rastlin, posredno vplivajo na regeneracijo.
Moramo pa tudi vedeti, da taninska kislina zatira razne beljakovine, klju¢ne pri teh signalnih
poteh, tako da lahko denaturira ali povzro¢i obarjanje raznih beljakovin (in s tem njihovo
inhibicijo) z ustvarjanjem vodikovih vezi med hidroksilnimi skupinami na kislini in peptidnimi

vezmi na beljakovini®.
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Slika 11:Vpliv taninske kisline na nekatere signalne poti. Rdeca pus¢ica z minusom prikazuje negativno

ey ... 83
regulacijo, ¢rna pa aktivacijo .

3 METODE DELA
3.1 TESTNI ORGANIZMI

Za testne organizme smo uporabili planarije vrste ¢rna mnogooka (Polycelis nigra), saj je
plenilska vrsta in ima podobno fiziologijo ostalih plenilskih vrst planarij, ki se lahko znajdejo
v naSem akvariju in predstavljajo groZznjo manjSim akvarijskim Zzivalim. Nabrali smo po
velikosti ¢im bolj enake planarije v bliznjem potoku v Crnovi in jih aklimatizirali na sobne

pogoje. Za raziskavo smo zbrali okoli 60 osebkov.

Za mnogooke (rod Polycelis) je znacilno, da imajo po nekaj deset oCesc, razporejenih ob robu,
na sprednjem delu telesa’’. Crna mnogooka se od ostalih mnogook razlikuje po &rni do rjavi
barvi telesa, ki je na prsni in hrbtni telesa enakomerno pigmentirana. Povprecna velikost P.

nigra je 8 mm, iztegljivo Zrelo pa je malo vedje od polovicne velikosti telesa®.
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3.1.1 GOJENJE PLANARIJ

Enakomerno smo jih razporedili v dve posodi s svezo izvirsko vodo po 750 mL, ki je vsebovala
esencialne minerale za planarije in je imela temperaturo 19-23 °C. Dvakrat tedensko smo v
posodo s planariji vstavili majhen kos trdo kuhanega rumenjaka in planarijam pustili tri ure
prehranjevanja z rumenjakom. Po hranjenju smo rumenjak odstranili ter staro vodo zamenjali
s svezo. Ker planarije izlo¢ajo sluz za lazje premikanje in za boljsi stik s podlago', smo vsaj

enkrat tedensko planarije prestavili v drugo posodo, s prej$nje pa smo ocistili vso nabrano sluz.

Slika 12: Po dodatu hl.'ane v akva.;'ij, f)ostanejo planarije zelo aktivne (Foto: J. A. Sever).

3.2 VODNI EKSTRAKTI

Pripravili smo vodne ekstrakte treh razli€nih rastlinskih vrst, in sicer iz ¢rne jelSe (Alnus
glutinosa), navadne bukve (Fagus sylvatica) ter puhastega hrasta (Quercus pubescens). Za
izdelavo ekstrakta ¢rne jelSe smo uporabili njene storzke, od navadne bukve listje, za izdelavo

vodnega ekstrakta puhastega hrasta pa Siske.

3.2.1 DOBAVA RASTLINSKEGA MATERIALA
Storzke ¢rne jelSe smo kupili v trgovini za akvaristiko (INVITAL). Proti koncu oktobra 2024
pasmo v bliznjem gozdu v Crnovi nabrali odpadlo, Ze v celoti rjavo listje navadne bukve, ter

zrele Siske (suhe in rjavkaste barve) iz listnih ploskev mladega puhastega hrasta.

Pridobljen rastlinski material smo umili s hladno vodo in ga nato pustili suSiti na zraku sobne

temperature.
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Slika 13: Uporabljen rastlinski material (levo so SiSke puhastega hrasta, na sredini storzki ¢rne jelSe,
desno pa je listje navadne bukve) (Foto: J. A. Sever).

3.2.2 PRIPRAVA EKSTRAKTOV

Metodologijo za ekstrakcijo bioaktivnih snovi iz rastlinskega materiala z destilirano vodo smo
prevzeli (z manjSimi modifikacijami) iz raziskave z naslovom “Antioxidant Activity of Different
Extracts from Black Alder (Alnus glutinosa) Bark with Greener Extraction Alternative”. V
raziskavi so dokazali, da lahko s posebnim postopkom pridobimo do 90 % vseh ekstraktivov
iz rastlinskega materiala, kakor ¢e bi opravljali ekstrakcijo z organskimi topili (ki so izredno
ucinkoviti pri pridobivanju uc¢inkovin iz rastlin). Opisana metoda naj bi omogocila maksimalen

izkoristek ekstrakcije in vrednost TPC.

3,56 g zdrobljenega posameznega rastlinskega materiala smo kuhali v 5,3-minutnem intervalu
v 30 mL deionizirane vode, predhodno segrete na temperaturno obmocje med 93 in 95 °C. Po
intervalu smo precedili ¢im ve¢ ekstrakta, isti rastlinski material pa smo ponovno dali kuhati v
novih 30 mL predhodno segrete deionizirane vode. Postopek smo ponovili trikrat (trije intervali

kuhanja po 5,3 min, vsaki¢ v novih 30 mL segrete deionizirane vode).

Slika 14: Vodna ekstrakcija (tehtanje, predhodno segrevanje deionizirane vode, kuhanje) (Foto: J.
A. Sever).
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3.2.3 IZRACUN KONCENTRACIJE PRIDOBLJENIH VODNIH EKSTRAKTOV

Skupna poraba deionizirane vode za posamezen rastlinski material je bila 90 mL, masa
rastlinskega materiala pa 3,56 g. Preden lahko izra¢unamo masne koncentracije (masa
porabljenega rastlinskega materiala / prostornino ekstrakta), moramo upoStevati prostornino
deionizirane vode, ki je izhlapela med segrevanjem na omenjeno temperaturno obmocje (93—
95 °C) in ob vztrajanju na tem temperaturnem obmocju za 5,3-minutni interval. Sprememba
prostornine je znasala 4,5 mL. Zaradi trikratne ponovitve ekstrakcije je torej skupno izhlapelo
13,5 mL vode, prostornina dejanske deionizirane vode v ekstraktu znasa 76,5 mL. Glede na to,
da smo iz ekstraktov izzeli skoraj ves ekstrakt po vsakem intervalu in je v rastlinskem materialu
ostala zanemarljiva koli¢ina deionizirane vode, lahko predpostavimo, da je bila prostornina

ekstrakta enaka prostornini deionizirane vode po koncani ekstrakciji (76,5 mL).

1z teh podatkov lahko izra¢unamo masno koncentracijo po naslednji enacbi:

m (uporabljen rastlinski material)

y(ekstrakt) = -

Masna koncentracija posameznih vodnih ekstraktov je znaSala ~ 46,54 mg/mL. Tako
smo zagotovili maksimalno sveZino in kakovost ekstraktov, ki smo jih lahko nato uporabljali
med raziskovanjem, hkrati pa smo lahko koncentrirane ekstrakte razredcili po zelji, kadarkoli
je bilo to potrebno. Zelo pomembno je, da so bili vsi posamezni ekstrakti, ki smo jih uporabljali
med raziskovanjem, enaki, saj samo tako lahko verodostojno pridobivamo podatke o njihovi

uéinkovitosti.

3.2.4 METODA OCENJEVANJA UCINKOVITOSTI VODNIH EKSTRAKTOV

Glede na visoko uporabnost regeneracije pri hitrem porastu populacije planarij z nespolnim
razmnozevanjem smo se odlocili ocenjevati u¢inkovitost posameznih vodnih ekstraktov preko
opazovanja njihovega vpliva na regeneriranje amputiranega dela telesa planarije (oslabitev
regeneracijskih sposobnosti planarij vpliva negativno na njihovo nespolno razmnoZevanje).
Poleg tega bi planarije z oslabitvijo regeneracije postale ranljivejse, saj se v primeru poskodb

ne bi hitro zacelile ali regenerirale poSkodovanega tkiva.
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3.2.4.1 IZBIRA KONCENTRACIJ VODNIH EKSTRAKTOV

Preden smo lahko zaceli z eksperimentiranjem, smo morali doloCiti uporabo takSne
koncentracije vodnih ekstraktov, ki je na meji s koncentracijo vodnega ekstrakta, pri kateri
osebki ze poginejo. Pri tem predeksperimentu smo uporabili vodni ekstrakt ¢rne jelSe s
hipotezo, da ima najvecji vpliv na planarije zaradi najvisjega deleza polifenolnih snovi (TPC).
Posamezne koncentracije smo pripravili z red¢enjem koncentriranih vodnih ekstraktov (46,56
g/mL). Red¢enje smo opravili tako, da smo v 50 mL merilno bucko dodali potrebno prostornino

koncentriranega ekstrakta, izracunano po naslednji formuli:

(Zelena koncentracija)

V(konc. ekstrakt)= 50 x w37

Po dodatku izraCunane prostornine smo v merilno bucko do oznake dolili izvirsko vodo.

S polnilno pipeto smo nato prestavili 15 mL dolo¢ene koncentracije v epruvete. Najprej smo
testirali vpliv 4 razli¢nih koncentracij (2,00; 4,00; 6,00 in 8,00 mg/mL). Prezivel je samo
osebek v ekstraktu koncentracije 2,00 mg/mL. S tem smo predvideli, kolikSne koncentracije
planarije Se prenesejo. Za natan¢nejSo dolocitev maksimalne meje smo testirali Se vpliv Sestih
razli¢nih koncentracij (1,25; 1,50; 1,75; 2,00; 2,10 in 2,25 mg/mL). Pri tem eksperimentu smo
za vsako koncentracijo uporabili dva osebka. Po desetih dneh opazovanja so prezZiveli vsi

osebki, razen tistih v ekstraktu s koncentracijo 2,25 mg/mL).

Glede na omenjene ugotovitve smo se odlocili testirati vpliv dveh koncentracij vodnih

ekstraktov, in sicer 1,75 mg/mL ter 2,10 mg/mL.

Za pripravo 50 mL ekstraktov s koncentracijo 1,75 mg/mL smo uporabili 1,88 mL
koncentriranega ekstrakta, za pripravo 50 mL ekstraktov s koncentracijo 2,10 mg/mL pa 2,26

mL.
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Slika 15: Red¢enje in priprava koncentracij vodnih ekstraktov (Foto: J. A. Sever).

3.2.4.2 OCENJEVANJE UCINKOVITOSTI VODNIH EKSTRAKTOV

V eksperimentu ocenjevanja vpliva vodnih ekstraktov na regeneracijo so bili za vsako
koncentracijo posameznega ekstrakta uporabljeni trije osebki planarij za pravilnejSe rezultate.
Tri osebke smo tudi prenesli v kontrolni medij (izvirska voda), ki je koristil pri primerjavi
ucinkovitosti ekstraktov. Skupno smo za ta eksperiment uporabili 21 osebkov P. nigra. 1zbrali
smo zdrave (jeSCe in aktivne) osebke priblizno enake velikosti, ki so bili stradani vsaj sedem
dni pred eksperimentom (da bi preprecili spreminjanje parametrov s presnovnimi odpadki v
raztopini, v kateri so namesceni). Posamezne osebke smo nato poimenovali in pred amputacijo
fotografirali, njihova dorzalna (hrbtna) povrsina pa je bila izmerjena s pomocjo racunalniskega
orodja ImageJ. Planarije smo pocasi ohladili na 4 °C (za upocasnitev njihovega gibanja, kar
pripomore k natan¢nejsi in lazji amputaciji repa), prav tako pa so bili enako ohlajeni tudi vsi
pripomocki (kapalka, predmetna stekla, skalpel in epruvete z ekstrakti), ki smo jih uporabili
pri amputaciji repa osebkov. Planarije smo prenesli na predmetno steklo, pod katerim je bil vir
svetlobe — za lazjo vidljivost iztegljivega poziralnika planarij, kar je koristilo pri zarezi
planarije tik za iztegljivim poZiralnikom, saj sta se locila rep in preostali del telesa. Posamezne
osebke smo ponovno fotografirali in njihova dorzalna povrsina je bila ponovno izmerjena. Z
razliko prvotne povrSine in povrSine po amputaciji lahko izmerimo povrSino odstranjenega
fragmenta planarije in izraCunamo deleZ telesa, ki ga predstavlja odstranjen fragment. S tem
smo preverili, da je bilo povpre¢je odstranjenega dela trojice osebkov za posamezne
koncentracije priblizno enako (saj ob prevelikih razlikah v odstranjenih fragmentih lahko pride
do razlik v hitrosti regeneracije). Posamezne planarije brez repa smo nato s kapalko prenesli v
posamezne epruvete, v katere smo predhodno s polnilno pipeto vlili 15 mL dolocene

koncentracije posameznih vodnih ekstraktov in izvirske vode.
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Koncentracije so bile pripravljene v skladu z Ze prej opisanim postopkom red¢enja. Epruvete s
planarijami smo nato zamasili z gumijastim zamaSkom, da bi preprecili izhlapevanja vode iz

raztopin in posledi¢no spreminjanja njihovih parametrov. Vsak dan zjutraj in zvecer je bilo

preverjeno stanje osebkov v posamezni epruveti (zabeleZeno v primeru pogina).

Slika 16: Doloc¢evanje deleza telesa, ki ga predstavlja amputiran rep planarij (Foto: J. A. Sever).

Posamezne osebke smo nato vsake tri dni (po treh dneh je blastema Ze oblikovana) fotografirali
na 40-kratni povecavi pod presevnim mikroskopom z vstavljenim filtrom za “¢rno polje’’ (ang.
“darkfield’’), katerega namen je vecja izrazitost blasteme (ki je prozorne barve) na fotografiji.
Povrsina nastajajoce blasteme je bila nato izmerjena z ImagelJ. Planarije smo pod mikroskopom

opazovali 24 dni.

Slika 17: Merjenje blasteme s programom ImageJ (Foto: J. A. Sever). Slika 18: Konéana regeneracija'e.

Regeneracija je bila kon€ana, ko je planarijam ponovno zrasel rep s Spi¢astim koncem, povrSina
blasteme pa je znaSala 0 — torej takrat, ko je blastema postala enakomerno obarvana in ne vec¢
prozorna/bela (saj to zaznamuje diferenciacijo blastemskih celic med drugim tudi v pigmentne

celice).
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3.3 VPLIV NAJUCINKOVITEJSEGA RASTLINSKEGA MATERIALA NA
SLADKOVODNE KOZICE (Neocaridina davidi)
Po ugotovitvi, kateri rastlinski material najbolj ucinkuje na zatiranje planarij, smo Zeleli

testirati njegov vpliv na sladkovodne kozice.

3.3.1 TESTNA VRSTA

Kot testni organizmi so bile uporabljene kozice vrste Neocaridina davidi, saj so verjetno med
najbolj razsirjenimi v akvarijih po svetu, planarije pa so njihovi znani $kodljivci. Ker imajo
rajsi trSo vodo in naceloma vi§ji pH, nas je zanimalo, kako se bodo vedle v okolju z malo nizjim

pH.

/

Slika 19: Sladkovodne kozice vrste Neocaridina davidi (Foto: J. A. Sever).
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3.3.2 NASTAVITEV BIVALISC ZA KOZICE

Populacijo 20 odraslih Zivali smo enakomerno razdelili v dva 45 L akvarija. Akvarija smo
napolnili z 20,5 L deklorirane vode s karbonatno trdoto 13° KH in 15° dH (izmerjeno z JBL
GH in KH testom). pH vode je znasal 7,65, temperatura pa med 20 in 22 °C. Vsi opisani
parametri vode so v optimalnem obmocju za to vrsto kozic. Pred naselitvijo kozic smo akvarij
7 dni tretirali z 2,5 mL pripravka z nitrifikacijskimi bakterijami, ki so pomagale pri pretvorbi
strupenih dusikovih spojin, kot sta NH4"in NO>™ iona v NO3™, ki pa ni ve¢ toliko strupen, poleg
tega pa ga za rast porabljajo alge in rastline. V ta namen (in Se dodatno za skrivalis¢e kozic)
smo v akvarija naselili par vodnih rastlinskih vrst (Pistia stratiotes, Salvinia natans,
Aegagropila linnaei). Dno akvarija je prekrivala priblizno 6 cm debela plast silikatnega peska
in okoli 25 poroznih kerami¢nih valjev, kar je sluzilo kot podlaga za razmnoZzevanje
nitrifikacijskih bakterij in nastanek biofilma, s katerim so se lahko kozice prehranjevale. V
obeh akvarijih sta bila nameS¢ena filtra na zracno ¢rpalko. Po enem mesecu se je v akvarijih
vzpostavilo biolo§ko ravnovesje (testi za analizo vode so pokazali, da je koncentracija NH4" in
NOz" iona po dnevu dodatka hranil v akvarij 0), preden so bile v akvarij vstavljene kozice (s

pocasno aklimatizacijo).

Slika 20: Pripravljena akvarija za kozice (Foto: J. A. Sever).

3.3.3 OSKRBA KOZIC

Kozice v vsakem akvariju smo dnevno hranili s priporo¢eno koli¢ino visokokakovostne hrane,

specializirane za kozice (QualDrop®). Enkrat tedensko je bila opravljena 30 % menjava vode,
da so se odstranili morebitni delci hrane in neporabljeni NOj3™ ioni (saj so v previsokih

koncentracijah tudi ti strupeni za kozice).
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3.3.4 DOLOCITEV VPLIVA NAJUCINKOVITEJSEGA RASTLINSKEGA
MATERIALA NA AKVARIJ S KOZICAMI

Ker se je z raziskovanjem izkazalo, da so najuc¢inkovitejSi na zatiranje planarij vodni ekstrakti
hrastovih §i8k, so bili uporabljeni pri testiranju njihovega vpliva na vstavitev v akvarij s
kozicami. Na zacetku je bilo treba s predeksperimentom ugotoviti, kolikSna je najve¢ja masa
hrastovih $isk v doloceni prostornini vode, ki jo kozice $e tolerirajo. Pripravili smo pet razlicnih
mas suhih in zdrobljenih hrastovih §isk (0,1; 0,15; 0,25; 0,875 in 1,05 g), ki smo jih dodali v
500 mL akvarijske vode. Kozice smo nato vstavili v posamezne raztopine, ki so se postopoma
skoncentrirale na doloc¢ene koncentracije (0,2; 0,3; 0,5; 1,75 in 2,1 mg/mL). Stanje kozic se je
preverjalo 10 dni dvakrat na dan (zjutraj in zvecer). Izkazalo se je, da je po treh dneh poginila
samo kozica, nastavljena v raztopini hrastovih $isk s koncentracijo 2,1 mg/mL. Glede na visoko
ucinkovitost 1,75 mg/mL vodnega ekstrakta na zatiranje planarij iz rezultatov ocenjevanja
ucinkovitosti ekstraktov in zaradi dolgega preZivetja kozic v raztopini hrastovih ik s takSno

koncentracijo je bilo dolo¢eno, da bomo nadalje testirali vpliv te koncentracije.

Izveden je bil eksperiment z dodatkom hrastovih §iSk (17,5 g) v 10 L vode v akvarij z 10 osebki
N. davidi in 10 osebki P. nigra. Za primerjavo pa smo enako Stevilo osebkov kozic in planarij
naselili Se v kontrolni akvarij z 10 L akvarijske vode brez hrastovih §isk. Planarije so bile
naseljene v majhne plasti¢ne ribje valilnice (odprtine so bile prekrite z zelo fino mrezico), ki
so bile vstavljene v oba akvarija s kozicami. Hrastove $iSke so se namakale v akvariju dva dni,
kar je zagotovilo pogin planarij. Po tretiranju smo v akvarij po kapljicah vlili 10 L sveze vode,
naslednji dan pa je sledila 70 % menjava vode, da je bilo iz akvarija odstranjenega ¢im vec
ekstrakta hrastovih S8iSk, hkrati pa kozice niso bile izpostavljene prehitrim nenadnim
spremembam v parametrih vode. Po menjavi vode smo akvarij opazovali Se 10 dni. Preverjalo
se je stanje kozic ter tudi posledice tretiranja vode s SiSkami na rastline in splosno estetiko v

akvariju, kar je bilo preverjeno s primerjavo v netretiranem oziroma kontrolnem akvariju.

Slika 21: Nastavitev eksperimenta za dolocitev vpliva najucinkovitejSega ekstrakta na akvarij s kozicami
(Foto: J. A. Sever).
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4 REZULTATI

4.1 OCENJEVANJE UCINKOVITOSTI VODNIH EKSTRAKTOV
Kot Ze razloZeno je bila 21 podobno velikim (dorzalna povrsina = 6 mm? + 0,5 mm?) osebkom
P. nigra po amputaciji repa in vstavitvi v dolo¢ene medije vsake tri dni s programom ImageJ

izmerjena povrsina blasteme, s ¢imer smo lahko dolocili vpliv ekstraktov na regeneracijo.

Pred zacetkom eksperimenta je bil izracunan delez telesa, ki ga predstavlja amputiran rep. To
je bilo pomembno, saj v primeru, da bi prislo do prevelikih razlik med osebki, bi to vplivalo na
kapaciteto regeneracije, kar bi onemogocilo veljavno primerjavo vpliva posameznih vodnih
ekstraktov na regeneracijo. V primeru, da je pri osebku delez telesa, ki ga predstavlja odstranjen
fragment, odstopal od tistih pri ostalih osebkih za ve¢ kot 5 %, taksni osebki niso bili

uporabljeni v eksperimentu, amputacija pa je bila opravljena ponovno na novem osebku.

Dvakrat dnevno je bilo preverjeno tudi stanje osebkov v posameznih medijih. Cez celotno
opazovanje so po enem dnevu poginili vsi osebki v 2,1 mg/mL in en osebek v 1,75 mg/mL
koncentriranemu vodnemu ekstraktu hrastovih §iSk. Poleg naStetih je v Stirth dneh po
amputaciji poginila Se ena planarija v ekstraktu Sisk hrasta s koncentracijo 1,75 mg/mL. V
slednjem mediju je potemtakem ¢ez proces regeneracije prezivel samo en osebek, zaradi cesar
ne moremo dobiti realnega pogleda v vpliv ekstrakta na regeneracijo, vseeno pa lahko
potrdimo, da deluje najuinkoviteje na zatiranje planarij, saj pri enakih koncentracijah kot
ostali ekstrakti ze smrtonosno Skoduje planarijam. Posledi¢no je sledila odlocitev, da se
rezultatov izmerjene povrsine blasteme ne bo primerjalo s povpre¢nimi meritvami blastem

ostalih medijev, vseeno pa bodo prikazani.

Slika 22: Osebek je poginil po enem dnevu bivanja v vodnem ekstraktu hrastovih §iSk koncentracije 2,1
mg/mL (Foto: J. A. Sever).
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Graf 1: Povprec¢na povrsina blasteme osebkov v posameznih vodnih ekstraktih
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Legenda:

C 1,75 — osebki v vodnem ekstraktu érne jel3e s koncentracijo 1,75 mg/mL

C 2,1 — osebki v vodnem ekstraktu érne jel$e s koncentracijo 2,1 mg/mL

S 1,75 — osebki v vodnem ekstraktu hrastovih ik s koncentracijo 1,75 mg/mL
B 1,75 — osebki v vodnem ekstraktu navdane bukve s koncentracijo 1,75 mg/mL
B 2,1 — osebki v vodnem ekstraktu navadne bukve s koncentracijo 2,1 mg/mL
K — osebki v izvirski vodi (kontrola)

Analiza podatkov iz zgornjega grafa kaze, da so imeli v treh dneh po amputaciji najvecje
povprecje povrine blasteme kontrolni osebki (0,028 mm?). Malo manj$e povprecje (0,026
mm?) so imeli osebki v obeh koncentracijah vodnega ekstrakta navadne bukve. Osebki v
vodnemu ekstraktu ¢rne jelSe koncentracije 2,1 mg/mL in 1,75 mg/mL pa so imeli povpre¢no
povriino blasteme 0,020 in 0,018 mm?, kar je bila najniZja vrednost.

Sesti dan po amputaciji je bilo povpre¢je povrsine blasteme najvisje pri osebkih v ekstraktu
¢rne jelse s koncentracijo 2,1 mg/mL (0,072 mm?). Povrsina blasteme je pri teh osebkih
nara$ala vse do 15. dneva po amputaciji. Ce to primerjamo s povpre¢jem pri kontrolnih
osebkih (0,029 mm?), opazimo veliko razliko. Ker se v treh dneh po amputaciji zaénejo
blastemske celice Ze diferencirati (med drugim tudi v pigmentne celice), zaradi ¢esar blastema
ni ve¢ vidna, je povrSina blasteme do dokoncane regeneracije vse manjsa, dokler blasteme ni
ve¢ (popolna diferenciacija, ki zaznamuje konec regeneracije). Torej vodnih ekstrakti, v katerih
se je osebkom povrSina blasteme zacela manjSati zelo pozno (obe koncentraciji vodnih
ekstraktov storzkov ¢rne jelSe), so vplivali na diferenciacijo blastemskih ali proginetorskih
celic.

Razlo¢nejSo dolocitev ucinkovitosti posameznih ekstraktov kaze tabela 1.
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Tabela 2: Cas regeneracije amputiranega dela po osebkih planarij v posameznih medijih

Medij Stevilka osebka  |Dan kongane regeneracije (viden obarvan, $picast rep)
CRNA JELSA, 1,75 mg/mL 18
18
15
povprecje 17
CRNA JELSA, 2,1 mg/mL 24
21
21
povprecje 22
HRASTOVE SISKE 1,75 mg/mL
24
povprecje /]
HRASTOVE SISKE 2,1 mg/mL
povprecje /]
INAVADNA BUKEV 1,75 mg/mL 15
15
12
povprecje 14
INAVADNA BUKEV 2,1 mg/mL 15
15
15
povprecje 15
KONTROLA 18
15
12
[povprecje 15
Legenda:

/ - ni dolo¢eno
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Najhitreje so amputirane repe uspesno regenerirali osebki v vodnemu ekstraktu navadne bukve
s koncentracijo 1,75 mg/mL. Sledili so jim osebki v enakem vodnemu ekstraktu, vendar z visjo
koncentracijo, ter osebki v kontrolnem mediju s povpre¢nim ¢asom regeneracije 15 dni. Osebki
v vodnem ekstraktu storzkov ¢rne jelSe s koncentracijo 1,75 mg/mL so v povprecju potrebovali
17 dni, v koncentraciji 2,1 mg/mL pa so osebki regenerirali amputiran fragment najdlje, in sicer

22 dni.

Najucinkovitejsi vodni ekstrakt na zatiranje planarij je zagotovo iz hrastovih §iSk v
koncentraciji 2,1 mg/mL, hkrati pa je zelo u€inkovit tudi v koncentraciji 1,75 mg/mL. Sledijo
jima vodni ekstrakti ¢rne jelSe, kjer je spet vi§ja koncentracija uc¢inkovitej$a. Vodni ekstrakti

navadne bukve ne vplivajo znatno na regeneracijo.

Slika 23: Primerjava velikosti blasteme tri dni po amputaciji med osebko v ekstraktu ¢rne jelSe (levo) in
kontrolnim osebkom (desno) (Foto: J. A. Sever).

Slika 24: Primerjava obarvanosti blasteme 21 dni po amputaciji med osebkom v ekstraktu ¢rne jelSe
(levo) in kontrolnim osebkom (desno) (Foto: J. A. Sever).
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4.2 REZULTATI EKSPERIMENTA ZA DOLOCITEV VPLIVA NA AKVARIJ S
KOZICAMI

4.2.1 VPLIV NA KOZICE IN PLANARIJE

Po dveh dnevih namakanja 17,5 g zdrobljenih hrastovih $isk v akvarij z 10 L vode je preZivelo
vseh 10 kozic, pomrle pa so vse planarije. Po 10 dneh opazovanja po tretiranju so se kozice
normalno levile, prehranjevale, njihova aktivnost pa je ostala enaka kot pred tretiranjem s

hrastovimi SiSkami.

4.2.2 VPLIV NA RASTLINE IN ESTETSKOST AKVARIJA

Nobena plavajoca rastlinska vrsta v tretiranem akvariju se ni vidno razlikovala od tistih v
kontrolnem akvariju. Imele so priblizno enako dolge korenine, obarvanost listov pa je tudi bila
enaka. Kljub temu se je pomembno zavedati, da bi predolgo namakanje hrastovih $isk
onemogocilo absorbcijo svetlobe (zaradi zelo temnega obarvanja vode) podvodnih rastlin, kar
jim seveda lahko Skoduje. Zaradi hitre u¢inkovitosti in kratkega Casa tretiranja s hrastovimi

Siskami tudi podvodne rastline niso bile oskodovane.

Zaradi visoke koncentracije temno obarvanih polifenolnih spojin in ostalih snovi v hrastovih
SiSkah je tretiranje povzrocilo temno rjavo obarvanje kerami¢nih valjev, ne pa tudi belega
silikatnega peska. Razlog je verjetno v visoki poroznosti kerami¢nih valjev, kamor je vstopila
temno obarvana voda. Verjetno bi prislo do enakih dogodkov v akvariju z belim kamenjem,

ki je porozno, in Se s kak$nimi drugimi dekoracijami.

Slika 25: Primerjava rastline vrste Pistia stratiotes, po namakanju hrastovih §iSk z rastlino v kontrolnem
akvariju (Foto: J. A. Sever).

Slika 26: Obarvanje poroznih, keramicnih valjev (Foto: J. A. Sever).
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5 DISKUSIJA

Planarije lahko prenesemo v naSe akvarije na razlicne nacine: z nakupom zive hrane,
akvarijskih dekoracij, rastlin, zZivali in Se bi lahko naStevali. Vecinoma ne predstavljajo groznje
vecjim akvarijskim ribam ter ostalim organizmom, skrbeti nas zacne, ko se pojavijo v akvarijih

z manjSimi zivalmi, kot so sladkovodne kozice, manjsi polzi ter ribje mladice.

V ta namen se je razvilo veliko nainov za zatiranje planarij. BioloSko zatiranje izvedemo z
vnosom organizmov, ki se prehranjujejo s planarijami, na primer doloc¢ene vrste rib in nekatere
vrste polzev ter vecjih kozic. TakSno obvladovanje planarij lahko izvedemo le v akvarijih, v
katerih ni majhnih kozic in ribjih mladic, saj bi drugace bioloski zatiralci plenili tudi njih.
Mehansko zatiranje vkljucuje posebno oblikovane pasti, ki ucinkovito zmanjSajo Stevilo
planarij, vendar jih ne iztrebijo v celoti. Kemi¢no zatiranje planarij je zelo uc¢inkovito, vendar
je po navadi drazje, hkrati pa ni povsem varno za vse akvarijske organizme. Nekatere
ucinkovine za zatiranje planarij (fenbendazol), ki v prevelikih odmerkih povzrocajo razne
deformacije in razmnoZevalne motnje kozic, lahko ostanejo v substratu Se sedem mesecev po
doziranju zdravila®. Akvaristi¢na podjetja pa so Ze razvila sredstva za zatiranje planarij,
katerih ucinkovine temeljijo na naravnih materialih, kot je ekstrakt orehov betlove palme
(Areca catechu). Slednji naj bi bil varen za kozice, rastline in vse koristne bakterije, mo¢no pa
7ze v majhnih koncentracijah Skoduje planarijam in ostalim ¢rvom podobnim organizmom
(nematode, ostali ploski ¢rvi ipd.)*®. Taksni izdelki niso najcenejsi (8,12 € za 35g ekstrakta),
poleg tega pa njihova pridelava ni najprijaznejsa okolju (kréenje pragozdov s plantazami

betlovih palm v tropskih krajih in dolg transport, kar onesnazuje okolje).

Slika 27: Past za planarije® (levo).

Slika 28: Vrsta ribe, ki jo lahko uporabimo pri bioloSkem zatiranju planarij® (desno).
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V ta namen smo Zeleli ugotoviti, kakSna je uporabnost lokalno dostopnega rastlinskega
materiala kot okolju in denarnici prijaznejSa alternativa pri zatiranju planarij v akvariju.
Pripravili smo vodne ekstrakte hrastovih §isk, storzkov ¢rne jelSe in listja navadne bukve v

dveh koncentracijah, 1,75 mg/mL in 2,1 mg/mL in preverjali njihov vpliv na planarije.

V prvi hipotezi se je domnevalo, da bo najucinkovitejsi vodni ekstrakt storZev Crne jelSe. Ta
hipoteza je bila zapisana zaradi predvidevanja pred raziskovanjem, da bo ucinkovitost
ekstraktov posameznega rastlinskega materiala premosorazmerna z njihovo celotno vrednostjo
polifenolnih snovi. V literaturi je opisano, da jih imajo sotrzki ¢rne jelSe najve¢ (610 mg/g
GAE), listje navadne bukve pa najmanj (69,64 + 3,1 mg/g GAE). Posledicno je sledila
domneva, da bo bukov ekstrakt najmanj u¢inkovit. Izkazalo se je, da to drzi le delno. Najman;j
ucinkovit je res bil vodni ekstrakt listja navadne bukve, saj na regenerativnost planarij
prakti¢no ni vplival, za naju€inkovitejsi vodni ekstrakt na zatiranje planarij pa velja ekstrakt
hrastovih §isk, ki ima nizjo vrednost polifenolnih snovi kakor storzki ¢rne jelSe (437,27 + 3,14
mg/g GAE). V obeh koncentracijah je povzrocil pogin vseh osebkov z izjemo enega v
koncentraciji 1,75 mg/mL. Z raziskovanjem o moznih razlogih smo prisli do zakljucka, da je
ucinkovitost ekstraktov bolj povezana z njihovo antioksidantno kapaciteto. ObrazloZitev sledi

proti koncu diskusije. Prva hipoteza pa je torej ovrzena.

V vseh primerih je u¢inkovitost ekstraktov naras¢ala z nara§¢ajo¢o masno koncentracijo, zaradi
Cesar lahko potrdimo drugo hipotezo, ki pravi, da bodo viSje koncentracije rastlinskega

materiala bolj zatirale planarije kot niZje.

Da bi preverili veljavnost tretje hipoteze (najucinkovitejsi vodni ekstrakt bo manj ucinkovit
kakor komercialna sredstva za zatiranje planarij v akvariju), je bil opravljen eksperiment
primerjave ucinkovitosti hrastovih §isk z dvema kupljenima izdelkoma za zatiranje planarij:
ekstrakt betlove palme (Ex-it) in raztopina bakrovega sulfata, cinkovega sulfata in metilen
modrega (STOP-HYDRIN). V 500 mL akvarijske vode smo vnesli predpisano koli¢ino
posameznega sredstva in z dodatkom 0,875 g hrastovih 8isk (kar ustvari koncentracijo 1,75
mg/mL, saj hrastove SiSke Ze ucinkujejo pri tej koncentraciji) pripravili raztopino Sisk. V
pripravljene medije sta bila nato vstavljena dva osebka planarij, katerih stanje se je preverjalo
trikrat dnevno (zjutraj, popoldne in zvecer). Presenetljivo sta najhitreje poginili obe planariji v
vodi s hrastovimi $iSkami in en osebek v raztopini ekstrakta betlove palme, in sicer drugi dan

zjutraj. Popoldan istega dneva je umrla Se druga planarija v raztopini ekstrakta betlovega oreha.
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Ocitno predpisan odmerek za odstranitev planarij s pomocjo raztopine STOP-HYDRIN ni
dovolj mocan, saj sta oba osebka prezivela celotnih 10 dni opazovanja. Posledi¢no lahko tretjo

hipotezo ovrzemo.

Slika 29: Komercialna sredstva za zatiranje planarij (Foto: J. A. Sever).

Za dolocitev moznih razlogov, ki so odgovor na vpraSanje, zakaj vodni ekstrakti vplivajo na

regeneracijo oz. prezivetje planarij, so bili opravljeni Se enostavnejsi eksperimenti.

Ker so planarije obcutljive na pH, vodni ekstrakti pa vsebujejo veliko fenolnih kislin, smo sprva
preverili njegov vpliv. Pripravljeni sta bili dve raztopini z istim pH: ena raztopina je bila
najucinkovitej$i vodni ekstrakt (2,1 mg/mL ekstrakt SiSk hrasta), druga raztopina pa je bila
zgolj izvirska voda, z znizanim pH z 0,1M (mol/L) HCI na isti pH kot v najucinkovitejSem
ekstraktu (pH = 7,13). Tako se je ugotavljalo, ¢e je vzrok za doloCen vpliv na stanje osebkov v
pH ali je razlog v neCem drugem. Pri tem eksperimentu so bili uporabljeni trije enako veliki
osebki za posamezen medij (naju¢inkovitejsi ekstrakt, izvirska voda z znizanim pH in navadna
izvirska voda kot kontrola). Po sedmih dneh opazovanja so poginili samo osebki v vodnem
ekstraktu hrastovih Sisk. Ugotovljeno je bilo, da znizan pH s strani rastlinskega materiala ni

vzrok za vpliv ekstraktov na stanje oz. regeneracijo planarij.

Glede na visoko antioksidantno kapaciteto uc¢inkovitih vodnih ekstraktov (hrastova Siske, ¢rna
jelsa) smo zacCeli raziskovati pomen antioksidantov pri regeneraciji oz. stanju planarij.
Antioksidanti so snovi, ki zmanjSujejo aktivnost ROS, tako da jih z donacijo elektronov
“nevtralizirajo” (jih reducirajo). Kot Ze navedeno v teoretiénem delu raziskovalne naloge lahko
z gotovostjo potrdimo klju¢en pomen zmerne koli¢ine ROS pri uspesni regeneraciji in splosni
funkcionalnosti planarij. ROS so namre¢ pozitivni regulatorji mnogih med seboj povezanih
signalnih poti, kot so MAPK (ERK), PI3K/Akt in JAK/STAT, ki so povezane z diferenciacijo,

proliferacijo in apoptozo (bioloski procesi, sodelujo¢i med regeneracijo).
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Poleg tega pa so ROS v zmernih koncentracijah pomembni pri kljuénih bioloskih procesih, kot
je recimo proizvodnja ATP med celi¢nim dihanjem. Torej ko so planarije v okolju s preveliko
koli¢ino reducentov, kot so antioksidanti (v tem primeru v vodnih ekstraktih ¢rne jelSe in
hrastovih §isk), se v planarijah zmanjsa koncentracija aktivnih ROS, kar negativno vpliva na
bioloSke procese kot sta regeneracija in sinteza ATP. Ko pa je koli¢ina antioksidantov izredno
prevelika (v vodnem ekstraktu hrastovih §iSk koncentracije 1,75 in 2,1 mg/mL), lahko planarije
tudi poginejo zaradi redukcijskega stresa in posledicnega onemogocCanja opravljanja
zivljenjsko pomembnih biokemicnih procesov. Na tem temelji Cetrta hipoteza, ki pravi, da
vodni ekstrakti vplivajo na regeneracijo planarij preko reduciranja ROS.

Zaradi preverjanja pravilnosti hipoteze se je izvedel eksperiment: tri podobne osebke planarij
smo vstavili v epruvete s 15 mL 4 razlicnih medijev — vodni ekstrakt hrastovih §isk
koncentracije 2,1 mg/mL; vodni ekstrakt hrastovih Sisk 2,1 mg/mL, ki ima hkrati mnozinsko
koncentracijo H202 300 pM (pumol/L); raztopina 300 uM H20:z in izvirska voda.

Razlog za izbiro H20z, in v tak$ni koncentraciji je zaradi omembe H20: v literaturi kot ene
izmed najpomembnejSih ROS signalnih molekul in v koncentraciji do 300 uM nima negativnih
ucinkov na zdravje osebkov, vseeno pa lahko reducira neko koli¢ino antioksidantov. 50 mL
raztopine H202 s koncentracijo 300 uM smo pripravili z razred¢itvijo 3 % raztopine H20z, tako
da smo 8,50 mL 3% H202 vlili v 500 mL bucko, jo napolnili do oznake z izvirsko vodo
(mnozinska koncentracija raztopine H2O2 15 pmol/mL) in 1 mL raztopine z 1 mL polnilno
pipeto prenesli v 50 mL merilno bucko, v katero smo do oznake dolili izvirsko vodo. Postopek
priprave naju¢inkovitejSega ekstrakta, ki ima hkrati koncentracijo H202 300uM, je podoben
pripravi 50 mL raztopine H20z2 s koncentracijo 300 uM, razlika je le v tem, da je bilo v merilno
bucko pred dopolnitvijo z izvirsko vodo dodanih Se 2,26 mL koncentriranega ekstrakta
hrastovih $isk.

S primerjavo stanja osebkov v ekstraktu hrastovih Sisk in osebkov v ekstraktu, ki ima hkrati
koncentracijo H202 300uM, smo lahko ugotovili, ali ROS vplivajo na stanje planarij (bodisi
na regeneracijo bodisi na prezivetje). Izvirska voda in 300 pM H20:z sta bila kontrolna medija.
Izkazalo se je, da so vsi osebki v ekstraktu hrastovih §isk z dodanim H2O: preziveli kar tri dni
veC kakor osebki v samem vodnem ekstraktu hrastovih Sisk. V celotnih 14 dneh opazovanja
stanja planarij so preziveli vsi kontrolni osebki (v izvirski vodi in 300 uM H202).Ta ugotovitev

potrjuje pravilnost Cetrte hipoteze.
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V zadnji hipotezi je bilo predvideno, da vodni ekstrakt, ki ucinkovito zatira planarije, ne bo
Skodoval sladkovodnim kozicam. Po dveh dneh tretiranja akvarija s kozicami s hrastovimi
SiSkami lahko potrdimo, da se kljub poginu vseh desetih planarij ni enako zgodilo niti enemu

osebku kozic v akvariju. Zato lahko svojo peto hipotezo potrdimo.

Raziskavo bi lahko razsirili z raziskovanjem vpliva vodnih ekstraktov na druge vodne
organizme, kot so akvarijski polZi, saj nanje negativno vpliva veliko sredstev za zatiranje
planarij (kot so fenbendazol, ekstrakt oreha betlove palme in sredstvo STOP-HYDRIN). Ker
sredstva Se dolgo ostanejo v akvariju (v podlagi ipd.), pomeni, da bi lahko polze, ki smo jih
morali pred zdravljenjem odstraniti iz akvarija, ponovno naselili v akvarij Sele ¢ez zelo dolgo
¢asa v primeru, da ne bi opravili celotne menjave vode in preciS¢enja peska (saj naSteta ukrepa
slabotno vplivata na biolosko ravnovesje v akvariju). Vodni ekstrakti bi tako lahko bili
potencialna ucinkovita alternativa za odstranitev planarij v akvarijih z okrasnimi polzi. Za
vecjo natancnost in verodostojnost podatkov bi za posamezen vodni ekstrakt lahko uporabili
vec¢ kot tri osebke, prav tako pa bi realnost rezultatov izboljSala uporaba boljSega fotoaparata
in vsakodnevno slikanje osebkov. V bodoce pa bi lahko raziskali tudi razloge, zakaj vodni

ekstrakti v koncentracijah, pri katerih smrtonosno Skodujejo planarijam, ne Skodujejo kozicam.

6 ZAKLJUCEK

e Vodni ekstrakt hrastovih $isk koncentracije 2,1 mg/mL velja za najucinkovitejsega.

e Z naras¢ajoco koncentracijo ekstraktov narasca tudi njihova u€inkovitost.

e Najucinkovitejsi vodni ekstrakt ima boljSo uc¢inkovitost kot komercialno sredstvo za
zatiranje planarij iz ekstrakta oreha betlove palme.

e Vodni ekstrakt hrastovih §iSk v koncentraciji 1,75 mg/mL Skoduje planarijam, ne pa
tudi kozicam, zaradi Cesar je uCinkovito sredstvo za odstranitev planarij iz akvarija.

e Vodni ekstrakti vplivajo na regeneracijo in stanje planarij s spreminjanjem njihovega
redoks ravnotezja.

e Z antioksidantno kapaciteto vodnih ekstraktov narasca tudi njihov vpliv na planarije.
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7 POVZETEK

Z globalizacijo je drasti¢no napredoval tudi trg z akvaristiko, predvsem na podro¢ju izbora vodnih organizmov,
ki so naprodaj. Skupaj z vnosom tak$nih tujerodnih vrst pa mnogokrat prinesemo potencialne skodljivce. Med
nezazelenimi v akvarijih s kozicami zagotovo drzijo sloves tudi planarije, saj so plenilke kozic, hkrati pa se zelo
hitro razmnoZzujejo. Gre za ploske ¢rve z izjemnimi regenerativnimi sposobnostmi, ki jih koristijo pri nespolnem
razmnozevanju. Akvaristiéne trgovine nudijo razne izdelke za njihovo zatiranje, ki pa so dragi ali pa negativno
vplivajo na kozice ter druge organizme. V ta namen smo zaceli raziskovati, kako vodni ekstrakti lokalno dostopnih
rastlinskih vrst vplivajo na zatiranje planarij kot cenejsa in okolju prijaznejsa alternativa komercialnim sredstvom.
Pripravljeni so bili trije vodni ekstrakti dveh razli¢nih koncentracij iz $isk hrasta, storzkov ¢rne jelSe ter listja
bukve. Za ocenitev u¢inkovitosti posameznih ekstraktov na zatiranje populacije planarij se je upostevala hitrost
njihove regeneracije. Planarijam vrste Polycelis nigra se je odstranil rep, vstavljene so bile v posamezne ekstrakte
in kontrolni medij. Za vsak ekstrakt posamezne koncentracije so bili uporabljeni trije osebki, kar je skupaj 21.
Posamezne osebke se je vsake tri dni fotografiralo, tj. skupno 24 dni. S pomo¢jo programa Image] je bila izmerjena
povrsina novega, nediferenciranega tkiva (blasteme) vsakega osebka. Regeneracija repa je bila koncana, ko je
povrsina blasteme znaSala 0, kar nakazuje na diferenciacijo novonastalega tkiva, oblika repa pa S$picasta.
Najucinkovitejsi je bil ekstrakt §isk puhastega hrasta, najmanj pa ekstrakt listja navadne bukve. Visje
koncentracije so bile u¢inkovitej$e kakor nizje. Ugotovili smo, da u€inkovitost ekstraktov naras¢a z narasc¢ajoco
vsebnostjo antioksidantov v rastlinskem materialu zaradi reduciranja reaktivnih kisikovih spojin (ROS), ki so
kljuénega pomena za uspe$no regeneracijo, saj dokazano sodelujejo pri pospeSitvi mnogih signalnih poti,
sodelujocih v regeneraciji, kot so MAPK/ERK, JAK/STAT in PI3K/Akt. Zelo prevelika koncentracija
antioksidantov porusi ravnovesje med antioksidanti in ROS, kar povzroc¢i pogin osebkov zaradi redukcijskega
stresa.

8 SUMMARY

With the improvement of globalization, the aquarium market has also advanced drastically, especially in the field
of the selection of aquatic organisms for sale. Along with the introduction of such alien species, however, we
often bring in potential pests. Planaria certainly hold a reputation among the unwanted ones in aquariums with
freshwater shrimp, as they are known to predate them and at the same time, reproduce very quickly in the
aquarium. Planarians are flatworms with remarkable regenerative abilities which can benefit from them in asexual
reproduction, causing a big population boom. Aquarium stores offer various products for their suppression,
however they can be expensive, or, can also negatively impact shrimp and other inhabitants.

For this very purpose, I began researching the effect of water extracts of locally available plant species on the
suppression of planaria as a cheaper and more environmentally friendly alternative to commercial means. I
prepared three water extracts of two different concentrations from Italian oak galls, black alder cones and common
beech leaves. To assess the effectiveness of each extract on suppressing the population of planarias, I took into
account the rate of their regeneration. I amputated a tail fragment of Polycelis nigra planarian species and placed
the planaria into individual extract solutions and control medium. For each extract of particular concentration, I
used 3 specimens, 21 in total. Individual specimens were photographed every three days, 24 altogether. Using
Imagel program, I was able to measure the surface area of new, undifferentiated tissue, called the blastema of
each specimen. Completion of regeneration was remarked with blastema surface value equaling 0, indicating
differentiation of the newly formed tissue, and with a pointed shape of the tail (cell proliferation end). The extract
of Italian oak galls was the most effective and the extract of common beech leaves was the least. Higher
concentrations were more effective than the lower ones. I noticed that the efficiency of the extracts increases with
increasing antioxidant content in the plant material, due to the reduction of reactive oxygen species (ROS), which
are crucial for successful regeneration as they have been shown to participate in the acceleration of many signaling
pathways involved in regeneration such as MAPK (ERK), JAK/STAT and PI3K/Akt signaling cascade. Excessive
antioxidant concentrations disrupt the redox balance, resulting in death of specimens due to the reductive stress.
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Priloga A: Postopki merjenja povrSine blastme s programom ImageJ

1. Osebek prenesemo pod mikroskop s temnim vidnim poljem, na katerega je namescena
kamera. Predhodno pod mikroskop vstavimo tudi geotrikotnik in z njim dolo¢imo
merilo (Analyze > Set scale in oznac¢imo Global).

2. Osebke slikamo, ko so v iztegnjeni drZi, slike pa naj bodo kvalitetne.

3. Slike osebkov z nastajajoco blastemo nato odpremo v programu ImagelJ.

4. Sliko pretvorimo v ¢rno-belo (Image > Type > 8 bit) in poveCamo kontrast med
blastemo in ¢rno podlago (Process > Enhance Contrast > 0.15% > OK).

5. lzrezemo del slike, tako da bo blastema povecana, vseeno pa se vidi Se nekaj podlage
(z »rectangle« orodjem oznac¢imo blastemo > Duplicate > OK ).

6. OznaCimo blastemo (Image > Adjust > Threshold; oznaceno je Deafult; Red; Dark
background; Don’t reset range; in prilagodimo, da rdecCe polje zavzema celotno
blastemo > pritisnemo Apply).

7. Na koncu pa izmerimo Se povrsino blasteme (Analyze > Analyze particles > oznacimo
Show: Outlines; Display results; Clear results; Include holes; Overlay > OK).

8. S klikom na OK se nam prikaZejo vrednosti izmerjenih povrSin za posamezno
ostevil¢eno obmocje. Rezultate od¢itamo iz tistega obmocja, na kateremu je blastema.

Slednje prikazane slike je fotografiral avtor.
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