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1. JOHDANTO

Monien vesist&jen vedenlaatu on muuttunut suuresti viime
vuosikymmenten aikana. Jokia on perattu, ruopattu, padottu
ja allastettu voimatalouden ja tulvasuojelun tarpeisiin.
Viljelysmaiden, soiden ja metsien ojitusta on tehostettu.
Teollisuuden, maatalouden ja asutuksen jdtevedet ovat 1li-
sddntyneet ja sateet muuttuneet happamiksi laajoilla alu-
eilla. Vesistdissd, Jjoissa muutokset ovat olleet suurim-
pia, rapukannat ovat joko hdvinneet kokonaan tai taantu-
neet suuresti myds varsinaisten toimenpidealueiden alapuo-

lisissa vesistdn osissa (esim. WESTMAN 1973, NIEMI 1976,

WESTMAN 1979, PURSIAINEN ja WESTMAN 1984).

Samalla tavoin perkauksista ja ruoppauksista aiheutuneiden
veden laadun muutosten on todettu olleen syynd rapujen hé-
vidmiseen tai kantojen taantumiseen Yhdysvalloissa (HOBBS
ja HALL, 1974), Ruotsissa (VALLIN, 1964} ja Puolassa (KOS-
SAKOWSKI, 1973). Vesien likaantumista pidetddn merkitta-
vdnd syynd monien Eurocopan maiden rapukantojen taantumiseen

(KOSSAKOWSKI 1973, LAURENT 1973, ERENCIN ja KOKSAL 1973,
WESTMAN 1985).



Erilaiset vesist&rakennustydt, ojitukset, ruoppaukset, per-
kaukset ja tekoaltaiden rakentamiset Johtavat usein pitkd-
aikaiseen veden samentumiseen, kiintoaine- ja metalli-ioni-
pitoisuuksien suurenemiseen, happipitoisuuden pienenemiseen
seki erityisesti sulfidimailla happamoitumiseen. Niitd
vaikutustapoja, joilla nimd veden laadun muutokset erilli-
sini tai summautuneina aiheuttavat rapujen kuolemia, karkot-

tumista, kasvu- ja lisd&dntymishdiriditd, ei tunneta.

Tidstd syystd Riista- ja kalatalouden tutkimuslaitoksessa
kdynnistettiin yhteistydssd Helsingin yliopiston eldintie-
teen laitoksen kanssa v. 1979 tutkimusohjelma selvittdmdén
ympidristdn muutosten vaikutuksia rapuihin. Tutkimus veden
vidhihappisuuden (hypoksia) ja happamuuden erillisista ja
summautuvista vaikutuksista ravun hemolymfaan on osa tatd
tutkimusohjelmaa. Tutkimuksessa, joka tehtiin akvaarioal-
tistuksina, pyrittiin erityisesti selvitt&mdén ravun hemo-
lymfan hapenkuljetusominaisuuksien muutoksia, koska vadhé&-
happisessa ympdristossd kudosten riittdvdn hapensaannin
turvaaminen muodostuu keskeiseksi ongelmaksi. Muita eri-
tyisid selvityksen kohteita olivat lymfan pH~ ja ionitasa-
paino, joissa sekd hypoksia- ettd varsinkin happamuusaltis-

tusten vaikutusten voitiin odottaa ilmenevidn.

Kymmenjalkaisten dyridisten (Decapoda) fysiologisia vastei-
ta veden happipitoisuuden pienenemiselle on kokeellisesti
tutkittu jo pitk#&n. Vanhimmasta kirjallisuudesta WOLVE-
KAMP ja WATERMAN (1960) ovat laatineet laajan katsauksen.
Kuten aikaisemminkin, suurin osa viime vuosien tutkimuksis-
ta on kohdistunut mereisiin lajeihin (esim. JOHANSEN ym.

1970, SPOEK 1974, McMAHON ja WILKENS 1975, TAYLOR 1976,



BRIDGES ja BRAND 1980). Hypoksia-altistukset ovat olleet
vaihtelevan pituisia, enimmskseen hyvin lyhyit&. T&dstd
syystd tehdyt havainnot ovat usein keskendidn ristiriitai-

sia.

My&ds makean veden rapujen hypoksiavasteita on selvitetty
(mm. MOSHIRI ym. 1970, McMAHON ym. 1974, DEJOURS ja BEE-
KENKAMP 1977; WILKES ja McMAHON 1982a, b). Vaikka useim-
missa tutkimuksissa pddhuomio on kiinnitetty hengitystoimin-
tojen ja verenkierron muutoksiin, on my&s lymfan hapenkulje-
tusominaisuuksia selvitetty (mm. LARIMER ja RIGGS 1964,
TRUCHOT 1975c, WHEATLY ja TAYLOR 1981). Askettdin, tdmin
tydn tekemisen jdlkeen, WILKES ja McMAHON (1982b) ovat jul-
kaisseet tutkimuksensa pitk&daikaisen hypoksia-altistuksen

vaikutuksesta amerikkalaisen Orconectes rusticus -ravun he-

molymfan happiaffiniteettiin.

Veden pH-muutosten vaikutuksia kalojen fysiologiaan on sel-
vitetty viime vuosina paljonkin (esim. LEIVESTAD ja MUNIZ

1976, PACKER 1979, McDONALD ja WOOD 198l). Rapujen osal-
ta tietoja on vdhdn. CUKERZIS (1968) on selvittdnyt ravun

Astacus astacus ja kapeasaksiravun A. leptodactylus pH-op-

timia ja mddrittdnyt samalla ndiden lajien happamuudensie-
torajat. ABRAHAMSSON (1972) ja FURST (1977) ovat selvittid-
neet rapukantojen (A. astacus) tiheyden riippuvuutta veden
pH:sta ja APPELBERG (1979) tutkinut veden alhaisen pH:n

vaikutusta ravun (A. astacus) kuorenvaihdon jdlkeiseen kal-
siumaineenvaihduntaan. MALLEY (1980) on selvittdnyt happa-

moitumisen wvaikutusta Orconectes wvirilisin kalsiumaineen-

vaihduntaan.



Aivan dskettdin MORGAN ja McMAHON (1982) ovat selvittdneet
veden happamoitumisen vaikutuksia kahden amerikkalaisen ma-

kean veden ravun, Procambarus clarki ja Orconectes rusticus,

ioni-~ ja happo-emdstasapainoon.

Samanaikaisen hypoksia- ja happamuusstressin mahdollisista
summautuvista vaikutuksista ei ole aikaisempia tutkimuksia.
Tosin CUKERZIS (1968) on todennut rapujen hapenkulutuksen

suurenevan alhaisessa pH:ssa.

Vaikka veden laadun muutosten aikaansaamat fysiologiset
vasteet eri ravuissa ovat pddpiirteittdin samanlaiset, voi
sopeutumisvalmius ja fysiologisten vasteiden voimakkuus
vaihdella suurestikin Jjopa samassa vesist®ssd eldvien eri
ckologisiin lokeroihin sopeutuneiden ldhisukuistenkin la-
jien kesken (BURBANCK ym. 1948, MORGAN ja McMAHON 1982).
Tistd syystd eri lajeilla tehdyt tutkimukset eivdt ole kes-
kenddn suoraan vertailukelpoisia, eivédtkd vieraista lajeis-
ta saadut tutkimustulokset pdde sellaisenaan vesistdissédmme

eldvddn A. astacus-lajiin.

2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Koe-eldimet

Tutkimuksessa kdytetyt, heind-elokuussa pyydetyt ravut,

Astacus astacus, siirrettiin Evon kalanviljelylaitoksesta

Helsingin yliopiston eldintieteen laitoksen fysiclogian



osaston akvaarioihin syyskuussa 1980 kolme viikkoa ennen

koesarjan aloittamista. Tutkimukseen valittiin keskenidn

mahdollisimman samankokoisia yksil®itd 32 kappaletta kumpaa-
kin sukupuolta. Koiraat painoivat keskimdfrin 19%0,4 g
(xtSEM) . Niiden selk#kilven pituus, joka on jokseenkin puo-
let eldimen koko pituudesta,'oli 43,5%0,3 mm. Naaraiden
keskimdirdinen paino oli 22,5%0,8 g ja selkdkilven pituus

45,7%0,6 mm.

Ravut olivat sukukypsid ja kuorenvaihto kiertonsa lepovai-
heessa (intermoult) (DRACH 1939, STEVENSON 1975). Altis-
tuksia varten ne jaettiin neljddn ryhmddn siten, ettd jo-
kaiseen ryhmddn tuli kahdeksan naarasta ja kahdeksan koi-
rasta. Kukin ryhmi sijoitettiin omaan 60 l:n vetoiseen la-
siakvaarioonsa 1 m:n syvyisen terdsaltaan pohjalle. Altaan
seindt toimivat ndk&suojana estden huoneessa tapahtuvien
toimien ndkymisen akvaarioihin. Akvaariot oli peitetty va-
loaldpdisemdtttmilld muovikansilla ja niiden pohjalle oli
ladottu keraamisia salaojaputkia ravuille suojapaikoiksi.
Akklimointiaikana akvaarioissa oli jatkuva veden l&pivir-
taus (~ 0,5 1/min.). Vesi otettiin vesijohtoverkosta.
Kloorin poistamiseksi se johdettiin akvaarioihin aktiivi-
hiilisuodattimen l&pi. Akvaarioihin johdettiin my&s paine-
ilmaa, Jjonka ansiosta veden happikylldsteisyys pysyi yli 90-

prosenttisena.

Veden pH vaihteli 7,2:n ja 7,5:n v&dlilld ja lampdtila oli
+12 %¢. Akvaariohuoneen valaistus noudatti vuodenajan nor-

maalirytmis: akklimointiaikana pédivd lyheni n. 12 tunnis-



ta 10 tuntiin ja altistusjakson aikana 10 tunnista 8 tun-
tiin. Huoneessa kidytettiin keinovaloa vain vuorokauden va-
loisana aikana.

Rapuja ruokittiin lahoavilla lepiinlehdilld, joita oli ak-

vaarioissa saatavana my®s altistuksen kestdessd.

2.2 Altistukset

Altistuksiin k&ytetyt veden happikyllédsteisyys ja pH valit-

tiin kirjallisuuden perusteella lzheltd kriittisiksi ilmoi-

tettuja arvoja. KALMUSin (1930) mukaan 25 % (2,4 mgl —102,

T+17 0C) on ravulle, Potamobius astacus (= Astacus astacus),

kriittinen veden happikyllisteisyys. T&td pienemmdssd kyl-
listeisyydessid ravun hapenkulutus pienenee ja hengitys muut-
tuu epdsddnndlliseksi. LINDROTHin (1950) mukaan ravun ha-
penotto sdilyy optimaalisena +15 Oc:ssa niin kauan kuin ve-
den happipitoisuus on yli 5m911_l, eli kyll&steisyys on

yli 50 %. Saman tutkimuksen mukaan rapu sdilyy hengissd,
vaikka veden happipitoisuus pienenee 2 mgl_l:aan (Oz'kyll.
n.20 %). Tissd tutkimuksessa testattavaksi veden happikyl-

listeisyydeksi valittiin 30 % (3,2 mgl™ |

), Jjotta mahdol-
liset sopeutumisilmidt ja subletaalit hdiridt tulisivat sel-

vdsti esille.

Happamuusaltistusten veden pH-arvoksi valittiin pH 4. Se on
ravun happamuuden sietokyvyn alarajalla (CUKERZIS 1968), ja
sen on todettu aiheuttavan hdiri®itd ravun kalsiumaineen-
vaihdunnassa kuorenvaihdon aikana (APPELBERG 1979, MALLEY

1380) .



Sekd happikyllédsteisyyden ettd happamuuden suhteen vastaa-
van suuruisia veden laadun muutoksié esiintyy hdiriintyneis-

sd vesistOissd myds luonnossa (esim. ALASAARELA ja SALMELA,

1980, STORBERG 1983).

Altistukset tapahtuivat seisovassa vedessd. Vdhdhappisuus-
altistuksissa veden happikyllédsteisyyttd vdhennettiin kup-
littamalla siihen typped. Happamuusaltistuksissa tarvitta-
va happamuusaste saatiin aikaan lis&adm&ll& veteen rikkihap-
poa, joka on luonnossakin usein veden happamoitumisen ai-

heuttaja (happamat sateet, sulfidimaiden ojitukset). Hap-
pamuusaltistuksissa veden pH:n annettiin tasapainottua yli

y®n ennen rapuijen siirtca siihen.

Altistukset kestivdt 7-8 vuorokautta. T&n& aikana vesi
vaihdettiin kerran kussakin akvaariossa. Vaihtovesi val-
mistettiin edellisend pdivénd ja sen annettiin tasapainot-
tua yli yén ennen vaihtoa. WN&dytteenoton ruuhkautumisen eh-
kdisemiseksi eri ryhmien altistukset jouduttiin porrasta-

maan 14. lokakuuta ja 7. marraskuuta vidliselle ajalle.

2.3 Koeryhmdt
2.3.1 Vertailuryhmd eli hapekkaan veden ryhmd

Puolesta vertailuryhmin rapuja hemolymfandyte otettiin ko-
keen alkaessa, 3 viikkoa kestdneen akklimointiajan pddtyt-
tyd. Sen jilkeen veden virtaus akvaarioon keskeytettiin.
Veden ilmastusta jatkettiin koko kokeen ajan, joten akvaa-
rioveden happilkyllédsteisyys s8ilyi yli 90-prosenttisena.

Veden la&mpdtila laski kokeen aikana +12%:sta +11,2 OC:een.



ja pH vaihteli 7,2:n ja 7,4:n vdlilld. Akvaariovesi vaih-
dettiin kokonaisuudessaan kokeen neljdntend pdivdnd. Ryhmidn
toisesta puoliskosta hemolymfandyte otettiin 7 wvuorokautta

kestidneen kokeen pddttyessd.

2.3.2 vdhdhappisen eli hypoksisen veden ryhmi

Hypoksia-altistuksessa akvaarioveden happikyllidsteisyys
alennettiin 30 %:iin ( 3,2 mgl_l) kuplittamalla siihen
typped. Hypoksiatasoa pidettiin ylld sddtelemdlld veteen
kuplitettavan typen ja paineilman keskinZist# suhdetta.
Usein toistuvista happipitoisuuden tarkistuksista ja kupli-
tuksen s#iddistid huolimatta happikyllédsteisyys el pysynyt
tasaisena, vaan vaihteli 20-30 %:n v&dlill&d kdvdisten alim-
millaan 16 %:ssa (kuva 1). Akvaariovesi vaihdettiin koko-
naisuudessaan altistuksen neljéntend pdivénd. Altistuksen
aikana veden l&mpétila laski +12.0 ®c:sta +11,2 O¢c:een. pH
vaihteli 7,2:n ja 7,4:n vdlilld, Hemolymfan&dytteet ravuis-
ta otettiin 7 ja 8 vrk:n kuluttua altistuksen aloittamises-

ta.

2.3.3 Happaman veden ryhmi

Happamuusaltistuksen alkaessa ravut siirrettiin akvaarioon,
jonka veden pH oli edellisend pdivdnd laskettu rikkihappoa

lisd&m§lli pH 4:48n. Aikaansaatua happamuustasoa pidettiin
ylli pdivittdisin happolisdyksin. Altistuksen aikana veden

pH vaihteli 3,7:std 5,l:een (kuva 2). Koko altistuksen ajan
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veteen kuplitettiin runsaasti paineilmaa, mistd syystd hap-
pikyllisteisyys pysyi yli 90-prosenttisena. Akvaarion vesi
vaihdettiin kokonaisuudessaan altistuksen neljéntend pdivd-
ni. Veden ldmpdtila laski kokeen kest#dessi +11,2:sta +10,8
“c:een. Hemolymfandytteet otettiin 7 ja 8 vrk:n kuluttua

altistuksen aloittamisesta.

2.3.4 Vvidhdhappisen happaman veden ryhmd

Altistuksen alussa ravut siirrettiin akvaarioon, jonka ve-
den pH oli laskettu 4:88n rikkihappoa lisd&midlld. Samalla
veden happikyllisteisyys alennettiin 30 %:iin kuplittamalla
siihen typpe#d. Aikaansaatuja veden laadun muutoksia pidet-
tiin y114 kuten erillisissd hypoksisen ja happaman veden
ryhmissd. Veden happikylldsteisyys vaihteli altistuksen
kestdessid 28-40 %:n v#dlilld ja pH 3,8:sta 4,7:8&n (kuva 3).
Akvaariovesi vaihdettiin kokonaisuudessaan altistuksen nel-
jintend pdivind. Kokeen kestdessd veden ldmpdtila laski
+10,8 “C:sta +10,0 ®c:een. Hemolymfandytteet otettiin 7 ja

8 vrk:n kuluttua altistuksen aloittamisesta.

2.4 Hemolymfandytteen otto

Nidytteenottoa varten rapu nostettiin akvaariosta ilmaan ja
kidirittiin kosteaan paperipyyhkeeseen. Hemolymfandyte (n.
0,9 ml) otettiin 0,6 mm:n lipimittaisella neulalla injektio-
ruiskuun prebranchiaalisinuksesta viimeisen k&dvelyraajapa-
rin takaa. Kokonaisuudessaan nidytteenottoon kdytettiin ai-

kaa n. 45-60 sekuntia.
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2.5 Néytteiden kdsittely ja analysointi

2.5.1 Hemolymfan pH, happikapasiteetti ja

happiaffiniteetti

VdlittBmdsti ndytteenoton jédlkeen osa ndytteestd (0,5 ml)
sentrifugoitiin minuutin ajan suljetussa putkessa Eppen-
dorff -mikrofuugissa nopeudella 12 000 kierrosta minuutis-

sa. N&in ehk&istiin ndytteen hyytyminen.

Soluttoman hemolymfan pH mitattiin vdlittOmdsti sentrifu-
goinnin jédlkeen Radiometer BMS 3 Mk 2, PHM 71,72 -jdrjes-
telmdlld, joka oli termostoitu koeldmpsdtilaan. pH:n annet=~
tiin tasapainottua 30 sekunnin ajan. Muu osa ndytteestd
(n. 450ul)jaettiin kahteen osaan, joista toiseen johdettiin
ilmaa ja toiseen typped (NIKINMAA ja SOIVIO 1979) kunnes
hemosyaniini oli kokonaan ilman tai typen kylldstdmi. T&min
jdlkeen hemolymfan happikapasiteetti mddritettiin ilmakyl-
ldsteisestd lymfasta mukaellulla TUCKERin (1967) menetel-
mé&lld, jossa hapen vapauttamiseen hemosyaniinista kdytet-
tiin kaliumsyanidia kaliumferrisyanidin asemesta (BRIDGES
ym. 1978). Liuoksen kaliumsyanidipitoisuus oli 0,08 M (5,2
gl—l). Saadusta happikapasiteetista vdhennettiin lymfaan
liuvenneen haven osuus (PO2 158 mmHg, +12 OC, liuenneen ha-
pen osuus 0,36 til.~%). Happiaffiniteettia ilmentdvi P50
-arvo (= se hapen osapaine, jossa hemosyaniini on 50-pro-
senttisesti happikyllisteinen) mddritettiin sekoitusmene-
telm&lld (EDWARDS ja MARTIN 1966)}. Liuenneen hapen osuus

vdhennettiin ilmalla kyll&stetystd lymfasta, jolloin saa-
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tiin ainocastaan hemosyaniinin sitoutunutta happea kuvaava

PS 0 =arvo.,

2,5.2 Kokonaisvalkuaisainepitoisuus

Hemolymfan kokonaisvalkuaisainepitoisuuden mddrittdmiseksi
50 ul sentrifugoimatonta lymfaa pipetoitiin 2 000 ul:aan
biuretreaganssia (HYVARINEN ym. 1972). Fotometrinen mdd-
ritys suoritettiin seuraavana pdivdnd Hitachi 100-10

-spektrofotometrilld 555 nm:n aallonpituudella.

2.5.3 Cu2+ -pitoisuus

Kuparipitoisuuden md&ritt&miseksi 100pl sentrifugoimatonta
lymfaa lisdttiin 100 ul:aan 1 N HCl:a, sekoitettiin, annet-
tiin seistd 25 minuuttia huoneenl&mmdssd, lisdttiin 100ul
10 % TCA:a ja sentrifugoitiin 3 minuutin ajan 12 000 kier-
rosta minuutissa. Cu2+ -pitoisuus mddritettiin mydhemmin
supernatantista fotometrisesti Boehringer Mannheim GmbH:n
Cu2+ -testilli (No 124 834). Mi8ritystd varten ndyte lai-
mennettiin tislatulla vedelld suhteessa 1:5 ja laimennok-
seen lisdttiin 1 N HCL:a ja 10 % TCA:a suhteessa 2:1:1.

Ndytteen lopullinen laimennussuhde oli tdten 15-kertainen

valmistajan ohjeeseen verrattuna.
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2.5.4 Glukoosi-, laktaatti-, Cl1 -, Na'-, K'-

Ca2+— ja Mg2+ -pitoisuudet

r

Méddrityksid varten 200 pl sentrifugoimatonta lymfaa lai-
mennettiin 600ul:aan 10 % TCA:a, annettiin seisti y1li y&n
jddkaapissa, sentrifugoitiin 12 000 kierrosta minuutissa
2 minuutin ajan, minkd jdlkeen supernatantti pakastettiin

myShemmin tehtdvid md&rityksi3 varten.

Lymfan glukoosipitoisuus md8ritettiin supernatantista Boeh-
ringer Manneheim GmbH:n GOD-Perid -menetelmiin perustuvalla
glukoositestilld (No 124 028) ja laktaattipitoisuus saman

valmistajan laktaattitestilld (No 124 842).

Kloridi-pitoisuus mddritettiin Radiometer CMT 10 coulomet-

riselld automaattititraajalla.

Kalium- ja natriumpitoisuus m#iritettiin EEL 100 liekkifo-
tometrilld. M&A8rityksid varten supernatanttia laimennet-
tiin tislatulla vedelld siten, ettd K ~mddrityksen osalta
ndytteen lopullinen laimennussuhde oli 1:100 ja Na™ -mddri-

tyksen osalta 1:2000.

ca®*- ja Mg?* -pitoisuudet miiritettiin Perkin-Elmer 303-
atomiabsorbtiospektrofotometrilld. Miidritystd varten su-
pernatanttia laimennettiin 0,1 % lantaaniliuoksella 1:200,

joten nédytteen lopullinen laimennussuhde oli 1:800.



- 15 -

2.5.5 Vahvaionipitoisuuserotus

Vahvojen emédskationien ja happoanionien pitoisuuksien v&dli-
nen erotus (Strong Ion Concentration Difference = SID) las-

kettiin md&dritetyistd pitoisuuksista seuraavasti: SID =

(] & [we?] + ['] + BJ - lea]

2.5.6 Kdytetyt vakio- ja vertailuliuokset

Kokonaisvalkuaisainemdirityksissd kdytettiin vertailuliuok-
sena Merz + Dade AG:n Lab-Trol. -vertailuseerumia, jonka ko-
konaisvalkuaisainepitoisuus on 73,3 glil. Ionipitoisuus-
mddrityksissd varsinaisena vertailuliucksena kdytettiin

Merck'in Titrisole -vakioliuosta. Sen lisdksi kaikissa mda-
rityssarjoissa oli mukana muutamia ndytteen kanssa identti-

sesti kdsiteltyjd Lab-Trol. -vertailuseerumindytteita.

2.5.7 Akvaarioveden pH:n ja happikyll&steisyyden

mddritys

Akvaarioveden pH méddritettiin Beckman H 2 pH -mittarilla
ja happipitoisuus Schott Gerdte 867 ~happimittarilla

mgl_l:na.

2.6 Aineiston tilastollinen k&sittely

Analyysitulokset on ilmoitettu ryhmien keskiarveoina ja kes-

kiarvon keskivirheind. Ryhmien vdlisten erojen tilastolli-



nen merkitsevyys testattiin Studentin t-testilld. Vertailu-
ryhmdn ja hypoksiaryhmé&n laktaattipitoisuuksien vdlisen
erotuksen tilastollisen merkitsevyyden testaamiseen kdytet-
tiin Mann-Whitney U-testi&, koska hypoksiaryhmidn laktaatti-
pitoisuudet ndyttividt selvidsti poikkeavan normaalijakautu-
masta. Bri parametrien muutosten vdlilld havaitut riippu-

vuudet varmennettiin korrelaaticanalyysilld,

3. AINEISTON JA MENETELMIEN TARKASTELU

3.1 ZRKoe-eldinten koko

Koe-eldinten koko altistusryhmittdin ilmenee taulukosta 1.
Vaikka eldimet jaettiin ryhmiin sattumanvaraisesti, voidaan
ryhmien vdlilld havaita vdhdisid eroja: ryhmdssd 2 (hypok-
sia~altistus) naaraat olivat jokseenkin merkitsevdsti (P <
0,05) vertailuryhmdn yksilditd suurempia. Ryhméssd 4 (sa-
manaikainen hypoksia- ja happamuusaltistus) naaraat olivat
jokseenkin merkitsevdsti koiraita suurempia. Yhtd merkit-
sevdsti ne olivat my®s vertailuryhmidn yksil&itd suurempia.
Koska kaikki vksildt olivat sukukypsid, on luultavaa, ettei
kokoeroilla ole suurta vaikutusta testituloksiin. Tosin
KALMUS (1930) on havainnut hapenkulutuksen painoyksikk&dad

kohti vdhenevdn eldimen koon suuretessa.
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Taulukko 1. Rapujen koko koervhmissd.

Selkdkilven pituus Paino
B mm X £ SEM ' g x ¥ sEM
Koeryhmd
o d 9 ? d d ? ¢

1. Vertailuryhmd 43,4+0,4 43,6 1,0 19,3%0,4 20,3%1,2
hapekas vesi

2. Véihéiha?pinen 44,1 *0,6 46,50,9 21,1 *0,7 24,5%1,4
vesi 1

3. Hapan vesi 43,4 *0,5 45,0*0,9 20,0*0,8 21,7 %1,2

4, vdhdhappinen 42,7%1,3 48,2%1,4 18,2+%1,3 24,5%2,0
hapan vesi?)

1)

Ryhmén naaraat suurempia kuin vertailurvhmidn yvksilot,
erco jokseenkin merkitsevd (P<0,05).

2) Ryhmdssd sukupuolten v#dlinen ero jokseenkin merkitsevd

(P<0,05). Ryhmidn naaraat vertailuryhmidn yksil&itd suu-
rempia, ero jokseenkin merkitsevd (P<0,05).

3.2 KRoeldmp&tila

Koska yksittdisen nédytteen kdsittely vilittSmdsti ndytteen-
oton jdlkeen kesti n. 40 minuuttia, kaikkia ryhmid ei wvoitu
altistaa samanaikaisesti. Koko koesarjan suorittaminen
kesti 25 vuorokautta. T#&nd aikana veden l&mpdtila laski
+12,0 ®c:sta +10,0 °C:een. Vain hypoksia-altistus tapahtui
tarkalleen vertailuryhmdn ldmpdtilassa. T&114 l&mpdtila-
alueella rapujen hapenkulutuksen muutos l&mpdastetta kohti
on kuitenkin v&h&inen (KALMUS 1930, RUTLEDGE ja PRITCHARD

1981).



3.3 Akvaarioveden happikylldsteisyys Jja happamuus

altistusten aikana

Veden happikyllisteisyyden s&d&dtelyyn kdytetty kuplitusmene-
telmi ei ole aivan luotettava. Vailkka tarkistuksia suori-
tettiin useita kertoja p#ivissi, veden happipitoisuus vaih-
teli. Hypoksia-altistuksessa happikylldsteisyys j&i keski-
midrin tavoiteltua, 30 %:a, pienemmdksi ja happaman veden
hypoksia-altistuksessa se oli keskimddrdistd tavoitetta

suurempi. pH-vaihteluissa ei néiden kahden ryhmdn vdlilla

ollut merkitsevdi eroa.

Hieman lievemmisti hypoksia-asteesta huclimatta happaman ve-
den hypoksia-altistuksen aiheuttamat muutokset hemolymfan
koostumuksessa olivat paljon suurempia kuin pelkdn hypoksia-
tai happamuusaltistuksen aiheuttamat muutokset. Tdstd syys-
ti tulosten tarkastelussa tehtyjd johtopddtdksid voitaneen

pitd& perusteltuina.

3.4 N&ytteenotto ja -~kdsittely

Hemolymfandytteet otettiin ilmassa, kosteaan paperipyyvhkee-
seen kddritystd ravusta. Ilmasta kiduksen kautta diffundoi-
tuvan hapen vaikutuksen minimoimiseksi ndyte otettiin minuu-
tin kuluessa siit#d, kun rapu oli nostettu vedestd. N&yte
otettiin prebranchiaalisinuksesta, jonne "tymped" lymfa ke-
radntyy kiertonsa viime vaiheessa ennen hapettumistaan
uudelleen kiduksessa. TRUCHOT (1973) on testannut ilmassa

tapahtuvan niytteenoton vaikutusta Carcinus maenas —tas-

kuravun prebranchiaalilymfan pH-arvoon ja todennut, ettd

jos eldintd ei pidetd ilmassa 2 minuuttia pitempdédn,ei pH muutu.
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Osa néyfteest& jouduttiin sentrifugoimaan ndytteen hyytymi-
sen ehkdisemiseksi. Sentrifugoinnin aikana ndytteen pinta-
kerroksen hapettumista ei voitu kokonaan v&dlttdd., Se ilmeni
lymfan pintakerroksen vdrimuutoksena. pH-ndyte otettiin t&-
mén kerroksen alapuolelta. Vertailun vuoksi pH médritettiin
muutamista ndytteistd suoraan injektioruiskusta. Ndiden

ndytteiden ja sentrifugoitujen ndytteiden v&lilld ei havait-
tu pH-eroa. Koska suoraan injektioruiskusta otettu néyte

ehti toisinaan hyytyd pH-mddritysten aikana, oli tdstd mda-

ritystavasta luovuttava.

3.5 Vertailuryhmin puolittaminen

Vertailuryhmdstd otetut ndytteet otettiin kahdessa erdssi.
Puolesta ryhmd&n rapuja ndvte otettiin koesarjan alkaessa,
kun veden tulo akvaarioon keskeytettiin. Ryhmidn toisesta
pucliskosta ndyte otettiin 7 vrk:n kuluttua. T&l11l& menette-
1yl11ld haluttiin selvittdi, vaikuttaako koesarjan suoritta-
minen seisovassa vedessd analyysituloksiin. Tilastollisessa
vertailussa ryhmdn puolikkaiden v&lilld ei havaittu yhtdén

merkitsevdd eroa, joten tuloksia kdsiteltiin vhtend ryhméni.

3.6 Ndytteenoton jakaminen kahdelle pdividlle

Muiden ryhmien osalta ndytteenotto jakautui altistuksen lo-
pussa kahdelle perdkkdiselle pdivdlle, koska ndytteiden k&-
sittely ja vdlittSmidsti tehdyt analyysit veividt niin paljon
aikaa, ettei koko ryhmdn naytteitd ehditty ottaa yhden pdi-

vdan kuluessa.



4, TULOKSET

Neljdssd koeryhmissd seurattujen fysiologisten parametrien
analyysitulokset on esitetty kuvissa 4-14 ja liitteessid 1.
Testatut vedenlaadun muutostilat, vdhdhappisuus (hypoksia)
ja happamuus, aiheuttivat sekd erillisind ettd yhdessi mo-
nia muutoksia rapujen hemolymfan ominaisuuksiin ja koostu-
mukseen. Tulokset esitellddn midritetyissid parametreissi
havaittuina muutoksina, parametrien v#1illd havaittujen

keskindisten riippuvuussuhteiden mukaisesti ryhmiteltyini.

4.1 Hemolymfan happikapasiteetti sekd kokonais-

. + s
valkuaisaine- ja Cu2 -pitoisuus

Vertailuryhmén eli hapekkaan veden ryhmén naaraiden hemo-
lymfan happikapasiteetti oli jokseenkin merkitsevisti (P<
0,05) koiraiden kapasiteettia suurempi (kuva 4, taulukko 2).
My6s veden laadun muutosten aikaansaamat kapasiteetin muu-
tokset ilmenivdt naaraissa suurempina. Hypoksisessa vedes-
sd naaraiden lymfan happikapasiteetti pieneni jokseenkin
merkitsevdsti ja erittdin merkitsevdsti (P<0,001), kun ve-
den pH:ta samanaikaisesti alennettiin. Happamuusaltistus
vksinddn ei muuttanut merkitsevédsti lymfan happikapasiteet-
tia. Koiraissa hypoksia, samoin kuin happamuuskin, lisdsi-
vidt lievdsti lymfan happikapasiteettia. Vain yhtdaikainen
hypoksia- ja happamuusaltistus pienensi kapasiteettia hie-
man, Mikddn n&istd muutoksista ei ollut kuitenkaan tilas-

tollisesti merkitsevi,
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Kuva 4. Ravun hemolymfan happikapasiteetti (002; vol.% =
til.-%) eri koeryhmissd kummankin sukupuolen osalta erik-
seen. N (normoxia) = vertailuryhmd eli hapekkaan veden
ryhmé; H (hypoxia) = vdhihappisen eli hypoksisen veden
ryhmi. A (acid water) = happaman veden ryhmd; HA (hypoxic
acid water) = vihdhappisen happaman veden ryhm&. Pylvddn
korkeus ilmaisee ryhmin keskiarvon ja jana pylvdidn pdissd
keskiarvon keskivirheen. Ryhmien vdlisten erojen tilastol-
linen merkitsevyys on méiritetty t-testilld (***P<0,001,
erittdin merkitsevi; **P<0,01, merkitsevd; *P<0,05, jok-
seenkin merkitsevid). Ryhmisymbolin alapuolella oleva lu-
ku ilmaisee ndytteiden lukumddrdn ryhmissi.
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Hemolymfan kokonaisproteiini- ja kuparipitoisuuden muutok-
set olivat kummankin sukupuolen osalta hyvin samanlaiset
kuin edelli esitetyt happikapasiteetin muutokset

(kuva 5). Niiden kolmen parametrin vidlilld todettiin erit-
tdin merkitsevd positiivinen korrelaatio (kuvat 6 ja 7).
Niinpd minki tahansa niist#d voidaan katsoa ilmentdvan lym-—
fan hengityspigmentin mi#rdi ja sen muutoksia, vaikka hemo-
syaniinipitoisuutta sindnsid ei m#&dritettykdén tédssd tutki-

muksessa.

Valkuaisainegrammaa kohden laskettuna kuparipitoisuus oli
naaraiden lymfassa 1,37%0,06 mg ja koiraiden lymfassa 1,39%

0,06 mg. Eri ryhmien vi#lilli ei ollut merkitsevid eroja.

4.2 Hemolymfan happiaffiniteetti
e2li hapensitomiskyky

Hemolymfan happiaffiniteetti md&dritettiin P50 —arvona. Arvo
ilmaisee sen hapen osapaineen, jossa lymfa on 50-prosentti-
sesti hapen kyll#st8m¥. Toisin sancen, mitd pienempi P50

-arvo on, sitd tehokkaammin lymfa sitoo happea.

Hypoksia-altistuksessa sekd naaraiden ettd koiraiden hemo-
lymfan happiaffiniteetti suureni merkitsevdsti (kuva 8).
Koiraiden osalta muutos oli erittdin merkitsevd (P<0,001).
Happamuusaltistus yksind3n ei muuttanut naaraiden lymfan
happiaffiniteettia, koiraissa affiniteetti hieman suureni.
Kun vesi oli samanaikaisesti sekd hypoksista ettd hapanta,

ei pelkdn hypoksia-altistuksen aikaansaamea lymfan happiaffinitee-
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Kuva 5. Ravun hemolymfan kokonaisvalkuaisaine (prot.
. 2+

g/l) ja Cu

kin sukupuolen osalta erikseen. Selitykset kuten ku-

-pitoisuus (mg/l) eri koeryhmissé kumman-

vassa 4.

Taulukko 2. Sukupuolten vilisten erojen tilastollinen
merkitsevyys hemolymfasta miéritettyjen
fysiologisten suureiden keskiarvojen vi-
1i114 eri koervhmiss#. (***P<0,001, **P<
0,01, *P<0,05, o P<0,1, - el merkitsevdd
eroca). Erojen tilastollinen merkitsevyys
on testattu t-testilld.

Koeryhmd €, prot. @ b ca? W lact. K m* ”  sm @

gluc.

Vertailuryhmd * Ay Ll - L o - - - * ik L]
hapekas wvesi

vdhdhappinen - - - - - - - = - = - -
vesi

Hapan vesi - - - - - - - = - - - -

Vdhdhappinen » = * * o - = - - o - -
hapan vesi
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Kuva 6. Ravun hemolymfan happikapasiteetin ja kokonais-
valkuaisainepitoisuuden védlinen korrelaatio kummankin su-
kupuolen osalta erikseen. Regressiosuoran lisdksi kuvas-
sa esitetidn suoran yht#l8, korrelaatiokerroin (r) ja pis-
teparien lukum#idri (n). Parametrien vd1lill& todettiin
erittiin merkitsevd positiivinen korrelaatio (P<0,001).
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Kuva 7. Ravun hemolymfan kuparipitoisuuden ja kokonais-
valkuaisainepitoisuudeh vdlinen korrelaatio kummankin su-
kupuolen osalta erikseen. Parametrien vdlilld todettiin
erittiin merkitsevi positiivinen korrelaatio (P<0,001).
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tin suurenemista voitu todeta. P#invastoin, naaraiden he-
molymfan happiaffiniteetti pieneni merkitsevdsti (P< 0,05).

Koiraiden lymfassa ei tapahtunut merkittdvidi muutosta.

4.3 Hemolymfan kalsium-, magnesium- ja

laktaattipitoisuus

Normoksisessa vertailuryhmiissd naaraiden hemolymfan kaksi-
arvoisten ionien, Ca2+:n ja Mg2+:n, pitoisuudet olivat mer-
kitsevdsti (P< 0,01) koiraiden pitoisuuksia suuremmat. Hy-
poksia- ja happamuusaltistusten aiheuttamat muutokset oli-
vat kummassakin sukupuolessa jokseenkin samanlaiset (kuva
9) : hypoksisessa ympdrist®ssi pitoisuudet suurenivat; hap-
pamassa ympdristdssd ne sdilyivdt ldhes ennallaan. Saman-
aikaisesti vidhdhappinen ja hapan ympidristd aiheutti naarai-
den lymfassa Ca2+— ja Mg2+ -pitoisuuksien erittdin merkit-
sevdn pienenemisen, eli pelkdn hypoksian vaikutukselle
pdinvastaisen muutoksen. Koiraissa, joiden lihtBarvot oli-
vat alhaisemmat, ei tapahtunut havaittavaa pitoisuuksien

muutosta.

Hemolymfan laktaattipitoisuuden muutokset olivat samansuun-

taiset kuin Ca2+- Jja Mg2+

~-pitoisuuksien muutokset. Muu=-
tokset olivat kummankin sukupuolen osalta samanlaiset (kuva
10} : hypoksiaryhmidssd pitoisuus suureni merkitsevidsti; hap-
pamuusaltistus aiheutti pitoisuuden vihiisen pienenemisen
ja samanaikaista hypoksia- ja happamuusaltistusta seurasi

pitoisuuden pieneneminen edelleen. Vertailuryhmi#in n#hden

muutos o0li koiraissa erittdin merkitsevi,
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Kuva 8. Ravun hemolymfan Pgg -arvo (mmHg)eri koeryhmis-
s4 kummankin sukupuolen osalta erikseen. Selitykset ku-

ten kuvassa 4.
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Kuva 9. Ravun hemolymfan Ca2+— ja Mg2+ -pitoisuudet (meq/
1) eri koeryhmissi kummankin sukupuolen osalta erikseen.

Selitykset kuten kuvassa 4.
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Kuva 10. Ravun hemolymfan laktaattipitoisuus (g/l) eri
koeryhmissd kummankin sukupuolen osalta erikseen. Se-
litykset kuten kuvassa 4.
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Koska hypoksiaryhmisti m¥dritetyt lymfan laktaattipitoisuu-
det eivit noudattaneet normaalijakautumaa, k&dytettiin nii-
den ja vertailuryhmistd mddritettyjen laktaattipitoisuuk-
sien vdlisen eroavuuden tilastolliseen testaamiseen Mann-
Whitney U -testii.

Ca2+—, Mgzt-ja laktaattipitoisuuksien havaittiin olevan
verrannollisia hemolymfan hapensitomiskykyyn. Riippuvuutta

kuvaa seuraava vht&lo:

1 + 2+

/PSO = 0.042 (Ca2 + Mg + laktaatti) - 0,637

r = 0,774, P<0,001, =n = 45

4.4 Hemolymfan vksiarvoiset ionit: K+, Na+ ja €1”

Piinvastoin kuin kaksiarvoisten kationien pitoisuudet, yk-

siarvoisten kationien pitoisuudet pienenivét hypoksia-al-

tistuksen seurauksena. Kaliumpitoisuuden muutokset olivat
kummankin sukupuolen hemolymfassa samanlaiset, joskin naa=-
raiden lymfassa suuremmat (kuva 11). Hypoksia-altistuksen
vaikutuksesta pitoisuus pieneni, mutta vain naaraissa mer-
kitsevdsti (P<0.05). Happamuusaltistus ei aiheuttanut muu-
toksia, mutta vht#aikaisena hypoksia-altistuksen kanssa se
vahvisti hypoksia-altistuksen aikaansaamia muutoksia: lym-
fan kaliumpitoisuus pieneni enemm&n kuin pelk&n hypoksian

seurauksena. Naaraissa muutos olil erittdin merkitsevd (P<

0, 001).



Hemolymfan natriumpitoisuuden muutokset olivat kaliumpitoi-
suuden muutosten kaltaisia, joskin suurempia (kuva 11)}. Hy~-
poksia-altistuksen seurauksena lymfan natriumpitoisuus pie-
neni jonkin verran. Samanaikainen happamuusaltistus vah=-
visti muutosta merkitsevisti (P<0.01) niin, ettd vertailu-
ryhmddn ndhden pitoisuus pieneni koiraiden lymfas-

sa merkitsevdsti (P<0.01) ja naaraiden lymfassa erittdin
merkitsevdsti (P<0.001). Pelkkd happamuusaltistus ei ai-

heuttanut muutoksia lymfan natriumpitoisuudessa.

Hemolymfan kloridipitoisuuden muutokset noudattivat pidi-
piirteiltddn natriumpitoisuuden muutoksia (kuva 11). Koi-
raiden osalta pelkkd hypoksia=-altistus riitti pienentdmiin
lymfan c1~ -pitoisuutta merkitsevidsti (P<(0.01), eikd saman-
aikainen veden happamoituminen endd suurentanut muutosta.
Naaraissa hypoksian aiheuttama v#h#inen lymfan Cl~ -pitoi-
suuden pieneneminen tuli merkitsevdksi vasta kun vesi oli
samanaikaisesti hapanta. Pelkkd happamuusaltistus ei ai-
heuttanut muutoksia kummankaan sukupuolen hemolymfan klori-

dipitoisuuksissa.

4.5 Hemolymfan pH

Vertailuryhmd@n naaraiden hemolymfan pH oli jokseenkin mer-
kitsevdsti (P<0.05) koiraiden lymfan pH-arvoa suurempi (ku-
va 12). Hypoksia~altistuksessa koiraiden lymfan pH nousi
merkitsevdsti (P<0.01) vlittd3en naaraiden l&ht&tason. Naa-
raissa el tapahtunut muutosta. Happamuusaltistus johti

pH:n laskuun kummankin sukupuolen lymfassa, mutta vain naa-
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Kuva 11.

Ravun hemolymfan K -, Na'- ja Cl~ -pitoisuudet

(meg/l) eri koeryhmissd kummankin sukupuolen osalta erik-

sSeen.

Selitykset kuten kuvassa 4.
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raissa, joiden ldhtdtaso oli ollut korkeampi, muutos oli
tilastollisesti merkitsevd (P < 0,001). Yhtdaikaisen hypok-
sia- ja happamuusaltistuksen seurauksena lymfan pH aleni
edelleen, naaraiden osalta muutos vertailuryhmd3@n ndhden

oli erittdin merkitsevd (P<0,001).

4.6 Hemolymfan vahvaionipitoisuuserotus

Hemolymfasta md&ritettyjen vahvojen emiskationien: Ca2+:n,

Mgz+:n ja K :n ja Na® :n ja vahvan happoanionin, Cl :n pi-
toisuuksien erotus SID (Strong Ion Concentration Difference)
oli vertailuryhmdn naaraissa erittdin merkitsevisti (P <
0,001) suurempi kuin koiraissa (kuva 12). Hypoksiassa
erotus suureni. Alhaisemmasta lidht&tasosta johtuen muutos
oli koiraissa tilastollisesti merkitsevd (P < 0,05). Ero~-
tuksen suureneminen aiheutui lymfan Ca2+— ja M92+ -pitoi-
suuksien suurenemisesta ja Cl  -pitoisuuden pienenemisestd
hypoksisessa vedessd. Happamuusaltistuksen seurauksena
erotus pieneni naaraissa ja se oli pienimmill##n vhtiaikai-
sen happamuus— ja hypoksia-altistuksen jdlkeen otetuissa
ndytteissd. Normoksiseen vertailuryhmdin ndhden erotus oli
tdlldin erittédin merkitsevisti pienempi. Erotuksen piene-
neminen aiheutui kaikkien kationien, mutta erityisesti

P . vy e + s . . "
erittdin merkitsevdstd Na :n pitoisuuden pienenemisesti.

Vahvojen ionien pitoisuuksien erotuksen ja lymfan pH:n muu-
tosten vdlilld havaittiin erittdin merkitsevd positiivinen

korrelaatio (kuva 13).
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Kuva 12. Ravun hemolymfan vahvaionipitoisuuserotus (S1ID,
kationit-anionit) ja pH eri koeryhmissd kummankin suku-
puolen osalta erikseen. Selitykset kuten kuvassa 4.
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Kuva 13. Ravun hemolymfan pH:n ja vahvaionipitoisuusero-
tuksen vidlinen korrelaatio kummankin sukupuolen osalta
erikseen. Vertailuaineistosta puuttuvat ne hypoksiaryh-
mdn ravut (2 koirasta ja 1 naaras), joiden lymfan lak-
taattipitoisuus oli poikkeuksellisen suuri. Parametrien

vdlillad todettiin erittéin merkitsevd positiivinen korre-
laatio (P<0,001).
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Kuva 14. Ravun hemolymfan glukoosipitoisuus (g/l} eri
koeryhmissi kummankin sukupuolen osalta erikseen. Se-
litykset kuten kuvassa 4.
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4.7 Hemolymfan glukocosipitoisuus

Hemolymfan glukoosipitoisuus vaihteli ryhmien yksildiden

vdlilld suuresti {(kuva 14). Hypoksia-altistuksella todet-
tiin olevan pitoisuuksia pienent#ivi vaikutus seki neutraa-
lissa ettd happamassa vedessd. Suuresta osasta niidén ryh-

mien rapuja ei m##ritysmenetelmd paljastanut glukoosia ol-

lenkaan.

5. TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Sukupuolten viliset erot

Tdssd tutkimuksessa jokainen koeryhmi muodostui yhtd suu-
resta koiras- ja naarasryhmistid. Kummankin sukupuclen osal-
ta mySs tulokset on esitetty erikseen, koska aikaisempien

ndytteenottojen yhteydessi oli havaittu Astacus astacus -ra-

vun hemolymfan koostumuksessa huomattavia sukupuolten vdli-
sid eroja (JARVENPAX ym. 1979). My&s GONDKO ym. (1981) ovat
todenneet lymfan koostumuksessa sukupuolten vilisii eroja

Astacus astacus-, A. leptodactylus- ja Orconectes limosus

-lajeista heindkuun lopulla ottamissaan niytteissi.
ANDREWSin (1967) laajassa, eri vuodenaikoina kerdtyssd ai-
neistossa ei sen sijaan ole havaittu merkittivii eroja su-

kupuolten vdlill¥d Orconectes limosus -lajin lymfassa.

Todettujen sukupuolten vilisten erojen tilastollinen merkitse-

vyys on esitetty taulukossa 2 sivulla 23. Erot olivat suurimmil-
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laan normoksisessa vertailuryhméssi: hengityspigmentin mda-

& -pitoisuus) sekd lymfan happikapasi-

ri (proteiini- ja Cu
teetti olivat naaraiden lymfassa huomattavasti suuremmat
kuin koiraiden lymfassa. SPOEK (1974) on osoittanut, ettd

hummerin, Homarus gammarus, aerobinen toiminta-alue (Scope

for Activity) on suoraan verrannollinen hemolymfan hemosya-
niinin m#3ri%n. Toisin sanoen, mita suurempi hemolymfan
hemosyaniinipitoisuus on, sitd suurempaan toimintojen 1li-
siimiseen eliimelli on mahdollisuus hapenkulutustaan lisda-
m#lli. Vastaavanlainen riippuvuus on osoitettu tédplé&ravun,

Pacifastacus leniusculus, lymfan hemosyaniinipitoisuuden ja

aerobisen suorituskyvyn v#lillii (RUTLEDGE 1981b).

Rapunaaraiden suurempi hengityspigmentin m&drd ndyttdd ta-
kaavan niille koiraita paremmat edellytykset suurempaan ak-
tiivisuuteen. Siit4, mihin naaraat t&td valmiuttaan tarvit-
sevat, ei ole tietoja. THllaisia toimintoja saattaisivat
olla munien kehittyminen ovarioissa ja muninta, joka tapah-
tuu syksylli. Naaraat myds kuljettavat pyrstdn alle kiin-
nittyneitd munia mukanaan usean kuukauden ajan jatuulettavat”
niitd liikuttamalla pleopodejaan viuhkan tavoin.

2+

Naaraiden lymfan Ca2+-ja Mg -pitoisuudet ovat koiraiden

pitoisuuksia merkitsevisti suurempia. Suuremmasta Ca2+ ja
Mg2+ -pitoisuudesta ja pienemmistd Cl~ -pitoisuudesta joh-
tuen vahvaionipitoisuuserotus oli naaraiden lymfassa erit-
tiin merkitsevisti suurempi kuin koiraiden lymfassa. Samoin

naaraiden lymfan pH oli merkitsevidsti koiraiden lymfan pH:ta

korkeampi.
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Taulukosta 2. ilmenee, ettd testatut vedenlaadun muutokset
pienentdvdt sukupuolten vdlisid eroja. Tilastollisesti mer-
kitsevii eroja ei havaita hypoksisen eikd happaman veden
ryhmissd. Ndyttdd siltsd, ettd nidillid ympirist®dn muutoksilla
on rapujen elintoimintoja yhdenmukaistava vaikutus; ulkois-
ten olosuhteiden muutokset puristavat ravut fysiologisesti

ahtaampiin puitteisiin.

Kun olosuhteet vaikeutuivat edelleen, eli kun vesi oli sa-
manaikaisesti sekd hypoksista ettd hapanta, ilmeni suku-
puolten v&lilld j&dlleen eroavuuksia. Lymfan happikapasi-
teetti ja -affiniteetti pienenivdt sek#d hengityspigmentin
mddrd vdheni naaraissa merkitsevisti enemmin kuin koirais-
sa. Normaalioloissa naarailla ndyttdisi siis olevan enem-
mé&n aerobista liikkuma-alaa kuin koirailla, mutta ne ovat

nditd herkempid ympdristdn muutoksille.

5.2 Sopeutuminen veden vdhdhappisuuteen

Tdysin happikylldsteisendkin vesi sis3dlt3di vain murto-osan
ilman sisdltdmin hapen mddrdstd. Erilaisten biologisten ja
kemiallisten toimintojen seurauksena veden happipitoisuus

voi pienetd huomattavasti ja veteen liuennutta happea hen-
gittdvien eldinten hapenotto ja -kuljetus kudoksiin vaikeu-
tuvat. Kudosten riittdvdn hapensaannin turvaaminen hypok-
siatilanteessa on johtanut erilaisiin sopeutumisilmi®ihin,

jotka vaihtelevat lajeittain ja samankin lajin kohdalla hy-
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poksia-asteen ja sen keston mukaan. Yksinkertaisin Deca-
podeista kuvattu sopeutumismalli on eldimen inaktivoitumi-
nen ja siit# aiheutuva hapenkulutuksen véheneminen veden

happipitoisuuden pienetessi.

BRIDGES ja BRAND (1980) ovat todenneet kahta merirapua,

Galathea strigosa ja Corystes cassivelanus, tutkiessaan nii-

den hapenkulutuksen vihenevin ja aineenvaihdunnan hidastu-
van hypoksisessa ympirist®ssi normaalia lepotasoa alhaisem-
maksi. McMAHON ja WILKENS (1975) ovat todenneet hummerin,

Homarus americanus, hapenkulutuksen vdhenevdn lyhytaikaisen

hypoksia-altistuksen aikana. TAYLOR (1976} on osoittanut

‘Carcirius maenas -taskuravun hapenkulutuksen vdhenevén 10-

25 % hypoksisessa ympirist®ssd. MOSHIRI ym. (1970) havait-

sivat normaalisti hyvin happipitoisessa vedessi eldvén tdp-

tuvan ja hapenkulutuksen pienevin vih#happisessa vedessd

2
Hapenkulutus voi pienetd vain tilaplisesti ja auttaa eldin-
t4 selviytym&#n lyvhytaikaisesta hypoksiatilanteesta. Ai-
neenvaihdunta tapahtuu t#118in huomattavalta osin anaerobi-
sesti. Kun ympdristdn happipitoisuus palautuu normaaliksi,
anaerobiset aineenvaihduntatuotteet hapetetaan loppuun. Hy-
poksiatilannetta seuraakin usein hapenkulutuksen voimakas,
normaalitason ylitt#vd suureneminen (McMAHON ja WILKENS

1975, TAYLOR 1976, BRIDGES ja BRAND 1980).

Toinen tapa turvata hapen saanti vdhdhappisessa ympdristds-

si on tehostaa hengitystid ja verenkiertoa. McMAHON ym.



(1974) totesivat, ettd amerikkalaisen makean veden ravun,

Orconectes virilis, kiduskammioiden l3pi virtaavan veden

mddrd moninkertaistui ja sydimen ly®ntinopeus kasvoi hy-
poksia-altistuksen (P02 40-60 mmHg, T 18-21 °C) aikana.
Vaikka hapen diffuusio hengitysvedestd kiduksessa samanai-
kaisesti v&heni, lisHd#ntyi hapenkulutus kokonaisuudessaan
huomattavasti, Muutokset olivat suurimmillaan hypoksia-al-
tistuksen toisena ja kolmantena pHivdnd. Altistuksen jat-
kuessa sekd hengitystoiminnot ettd verenkierto hidastuivat,
mutta pysyivdt vertailuryhmin tasoa vilkkaampina. Samalla

ravun hapenkulutus sdilyi hypoksiaa edeltdneell3d tasolla.

Samanlaisia havaintoja on tehty hummerista, Homarus vulgaris,

(McMAHON ym. 1978), eurooppalaisesta makean veden ravusta,

Austropotamobius pallipes (WHEATTY ja TAYLOR 1981) sekd

amerikkalaisesta Orconectes rusticus -ravusta (WILKES ja

McMAHOM 1981a).

Hengitysveden tai hemolymfan pumppaamisen tehostuminen 1li-
sdd kuitenkin energian kulutusta logaritmisesti pumppaus-
tilavuuden lisdykseen verrattuna (WALLACE 1972). Niin ol-
len joudutaan helposti sellaiseen tilanteeseen, jossa ki-
dushuuhtelun ja verenkierron tehostamisella saatava lis&-
happi kulutetaan kokonaisuudessaan tehostuneiden hengitys-
ja verenkiertotoimintojen yll&pit&miseen (BRADFORD ja

TAYLOR 1982). Hengitystoimintojen ja verenkierron huomat-
tava vilkastuminen voivat siis olla vain tilapdisratkaisu-

ja.
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WOLVEKAMPin ja WATERMANin (1960) mukaan my8s ravun, Astacus
astacus, hengitysliikkeiden on todettu nopeutuvan moninker-

taiseksi lyhytaikaisen hypoksia-altistuksen aikana.

McMAHONin ym. (1974, 1978) havainnot verenkierron ja hen-
gitystoimintojen hidastumisesta l&helle normaalitasoa hypok-
sia-altistuksen jatkuessa pitk#d&n osoittavat, ettd jokin

uusi, korvaava sopeutumiskeino tulee niiden tilalle.

Tiss¥d tutkimuksessa ei seurattu rapujen hengitysvilkkauden
tai verenkierron muutoksia. Sen sijaan havaittiin, ettéd
viikon kest#nyt hypoksia-altistus johti ravun hemolymfan
P50 ~arvon pienenemiseen n.17 mmHg:std n.7 mmHg:iin. Toi-
sin sanoen lymfan happiaffiniteetti kaksinkertaistui. On il-
meistd, ettd lymfan happiaffiniteetin suureneminen on my&s
taloudellisin sopeutuma pitk#aikaiseen hypoksiaan. Myds
WHEATTY ja TAYLOR (1981) ovat havainneet happiaffiniteetin

suurenevan hypoksia-altistuksen seurauksena Austropotamobius

pallipesin ja WILKES ja McMAHON (1982b) Orconectes rusticusin

lymfassa.

Happiaffiniteetin suurenemisen merkitys sopeutumana hypoksi-
aan ilmenee hyvin McMAHONin ja WILKENSin (1975) tekemdstd ha-

vainnosta, jonka mukaan Homarus americanus -~hummerin hemo-

lymfan kudoksiin kuljettamasta hapesta yli 80 % on sitoutu-
nut hemosyaniiniin veden happikyllisteisyyden ollessa 20-30%.
Normoksisessa ympidristdssd vain n. 25 % hapesta kulkee hemo-

syaniiniin sitoutuneena. Vastaavasti Carcinus maenas ~tas-

kuravun hemolymfassa sitoutuneena kulkevan hapen osuus li-
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sddntyy normoksisen tilanteen 43 %:sta 90 %:iin, kun veden

happikyll&isteisyys alenee 20 %:iin (TAYLOR 1976).

In vitro kokeissa on osoitettu, ettd dyridisten hemosyanii-
nin happiaffiniteetti riippuu pddasiassa pH:sta, 1l&m-
pttilasta ja joidenkin epdorgaanisten ionien ldsndolosta
liucksessa. HOGBEN (1926, sit. LARIMER ja RIGGS 1964)
osoitti CaClz:n, MgClzzn tai SrClZ:n ldsn8olon lisd&vian

hummerin hemosyaniinin happiaffiniteettia.

LARIMER ja RIGGS (1964) tutkivat amerikkalaisen makean ve-

2+ 2+

teettia. He osoittivat, ettd Ca“” - ja Mg -ionien lisd&mi-
nen lymfaan sai aikaan hemosyaniinin dissosioitumisen pie-

nemmiksi molekyyleiksi. Samalla hemosyaniinin happiaffini-
teetti suureni. Ca2+ -ioni osoittautui Mg2+ -ionia huomat-

tavasti tehokkaammaksi.

MILLER ja van HOLDE (1974) tekivdt vastaavan havainnon n&i-
den ionien happiaffiniteettia lisddvidstd vaikutuksesta

Callinassa californiensis katkaravun hemolymfassa. Myds

heidédn tutkimuksessaan tietynsuuruisen affiniteetin lisdyk-

sen aikaansaamiseksi riitti pienempi Cazt-]ﬂﬁn Mg2+-lis§ys.

TRUCHOTn (1975c) mukaan ndiden ionien vaikutustavat poik-

keavat toisistaan: Mg2+ -lisdys pienentdd lymfan puolikyl-

lasteisyysarvoa (Pso), ts. lisdd happiaffiniteettia suuren-
2+

tamalla samalla Bohrin efektid. Ca Qliséys lisd3 happi-

affiniteettia, mutta ei wvaikuta Bohrin efektiin.
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BROUWER ym. (1978) vAittivit, ettd Ca’’:n ohella my8s Cl~
-ionilla olisi happiaffiniteettia lis&&vd vaikutus. Tutki-

mus on tehty Panaeus setiferus -katkaravun lymfalla in vitro.

TRUCHOT (1980) ja BOOTH ym. (1982) ovat osoittaneet laktaat-
tipitoisuuden suurenemisen lisd#dvin hemolymfan happiaffini-

teettia Bohrin efektid muuttamatta.

pH:n nousun happiaffiniteettia lis&&vd vaikutus on osoitet-

tu monessa tutkimuksessa (mm. LARIMER ja RIGGS 1964, ANGERS-
BACH ja DECKER 1978, BROUWER ym. 1978, BURNET 1979, MANGUM

1980, RUTLEDGE 1981a}.

Tdssd tutkimuksessa havaittiin rapujen lymfan pH:n nousevan
hypoksia-altistuksen aikana. Sama havainto on tehty monis-
sa muissa in vivo tutkimuksissa (mm. TRUCHOT 1975a, McMAHON
ym. 1978, WILKES ja McMAHON 19823). pH:n nousun vilittOmand
syynd pidetdin hypoksian aiheuttamaa hengityksen vilkastumis-
ta ja siitd johtuvaa respiratoorista alkaloosia (TRUCHOT
1975a, McMAHON ym. 1978, MASSABUAU ym. 1979, SINHA ja DE-
JOURS 1980, WHEATLY ja TAYLOR 1981, WILKES ja McMAHON 1982a) .
DEJOURS ja BEEKENKAMP (1977) ovat osoittaneet kapeasaksira-

vun, Astacus leptodactylus, hengitysvilkkauden olevan kddn-

tien verrannollisen veden happipitoisuuteen: hapen suhteen
ylikylliisteisessd vedessi hengitysliikkeet hidastuvat ja
seurauksena on hyperkapninen asidoosi ja lymfan pH:n lasku.
Hypoksisessa ympirist&ssi hengitys vilkastuu. Seurauksena

on respiratoorinen alkaloosi ja lymfan pH:n nousu.
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Hypoksian jatkuessa pitk&#n hengitystoiminnot hidastuvat.
Lymfan suurentuneesta bikarbonaattipitoisuudesta johtuen
PH s&ilyy kuitenkin normaalia korkeampana (McMAHON ym.
1978) . DeFURin ym. (1980) mukaan bikarbonaatti on to-
denndkdisimmin perdisin eldimen ulkoisesta tukirangasta,
jonka tédrkein mineraalinen rakenneosa on kalsiumkarbo-
naatti (DENNELL 1960, HUNER ym. 1978). Hypoksian ai-
heuttama Ca2+ -pitoisuuden suureneminen voisi n#in ollen
olla perdisin samasta l8hteestd. Olettamusta, ettd bi-
karbonaatti on perdisin kuoresta, tukee my&s DEJOURSin

Ja BEEKENKAMPin (1978) havainto, jonka mukaan lymfan bi-
karbonaattipitoisuus suurenee hucmattavasti ennen kuo-
renvaihtoa ja johtaa metaboliseen alkaloosiin. Kuoren-
vaihdon jdlkeen uuden kuoren kovettuessa bikarbonaatti-
pitoisuus jdlleen pienenee. Seurauksena on metabolinen

asidoosi ja lymfan pH:n lasku.

pH:n nousun ohella tdssd tutkimuksessa havaittiin Cazﬁ-

Mg2+— ja laktaattipitoisuuksien suurenevan hypoksia-al-
tistuksen aikana in vivo. N&iden pitoisuuksien ja hap-
piaffiniteetin muutosten vdlill3 havaittiin erittdin
merkitsevd positiivinen korrelaatio. WILKES ja McMAHON
(1982a, b) eivdt todenneet hypoksia-altistuksesta aiheu~
tuneen happiaffiniteetin lisdyksen ja lymfan ionipitoi-
suuksien vdlilld merkitsevdd riippuvuutta, vaikka Ca2+

-pitoisuus hieman suurenikin altistuksen aikana. Hemo-

lymfan laktaattipitoisuutta he eivit mifrittineet.
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Tidssi tutkimuksessa todettu Ca2+— ja Mg2+ -pitoisuuksien
suureneminen lymfassa voi olla perdisin paitsi ulkoisesta
tukirangasta, my®&s hepatopankreakseésta, joka varsinkin inter-
moult -vaiheen aikana sisgltdi suuret mdérdt kalsium- ja
magnesiumfosfaattia (PASSANO 1960). Gastroliitit eli ra~-
vunkivet, jotka koostuvat péddasiassa kalsiumkarbonaatista,
ja jotka toimivat kuorenvaihdon aikaisena kalsiumvarastona,
ovat intermoult-vaiheen aikana h#vinneet ldhes j&ljettdmiin

(PASSANO 1960, McWHINNIE 1962, RYHANEN 1962).

Kalsium voi olla per#isin myds ympdrdivdstd vedestd, josta
ravun kiduksen on todettu absorvoivan sitd tehokkaasti
(CHAISEMARTIN 1968). GREENAWAY (1976) on todennut Carcinus
maenas -taskuravun ottavan kalsiumia tehokkaasti laimemmetusta
merivedesti. Hinen rekisterdiminsd kalsiumin "imeytymisno-
peus" on lihes kaksinkertainen natriumin imeytymiseen ndhden
(SHAW 1961). McWHINNIE (1962) on osoittanut ravun, Orco-

nectes virilis, ja ympir®ivin veden vdlilld tapahtuvan vil-

kasta kalsiumin vaihtoa kuorenvaihtokierron kaikissa vai-

heissa.

Laktaatin lis&dntymisen merkitys ravun lymfassa hypoksia-al-
tistuksen seurauksena ei ole aivan yksiselitteinen. Akilli-
sessd hypoksia-altistuksessa lymfan maitohappopitoisuus suu-
renee nopeasti elimistén happivajauksen seurauksena. Kun ym-
pédristén happipitoisuus palautuu normaaliksi, maitochappo ha-
petetaan ja happivelka maksetaan suurentuneena hapenkulutuk-
sena (BRIDGES ja BRAND 1980). Toisaalta TRUCHOT (1980) on

osoittanut, ettd laktaatin lis&dminen in vitro Carcinus
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maenas— ja Cancer pagurus—-taskurapujen lymfaan lisdd hemo-

syaniinin happiaffiniteettia vdlittSmisti. Suuren laktaat-
tipitoisuuden sdilyttiminen lymfassa olisi ndin ollen tar-
koituksenmukainen sopeutuma hypoksiaan. On mySs mahdollis-

ta, ettd maitohappo liuottaa tukirankana toimivaa kuorta ja

2+

vapauttaa Ca2+-, Mg~ - ja HCO§ -ioneja hemolymfaan. Tdllai-

sen ilmidn on todettu tapahtuvan Mercenaria mercenaria -~sim-

pukassa hypoksia-altistuksen aikana. Liuottavana happona

toimii ldhinnd meripihkahappo (CRENSHAW ja NEFF 1969).

Monissa Ayridisissid todettu suuri valmius anaerobiseen meta-
boliaan ja nopeaan maitohapon muodostamiseen mahdollistaa
ko. eldinten selviytymisen voimakkaista fyysisistd rasituk-
sista esim. pakoreaktion aikana. T&md voikin olla todennd-
kdisempi selitys kehittyneelle anaercbiselle metabolialle
kuin sen tarjoama valmius selvitd satunnaisista hypoksiati-

lanteista (BOOTH ym. 1982).

On myds havaintoja siitd, ettd hengityspigmentin mddrd 1li-
sddntyisi hypoksian aikana. SENKBEIL ja WRISTON (198l) sai-
vat 2-3 pdivan hypoksiakdsittelylld (Po2 30-50 mmHg) aikaan

hemosyaniinipitoisuuden suurenemisen hummerin,; Homarus

americanus; lymfassa. Biosynteesin tapahtumapaikaksi he

osoittivat hepatopankreaksen.

Tdassd tutkimuksessa hengityspigmentin mddrd viheni naarais-
sa jokseenkin merkitsevidsti hypoksia-altistuksen aikana.
Koiraissa havaittu vdhdinen pigmentin lisd&ntyminen ei ol-

lut tilastollisesti merkitsevi. WILKES ja McMAHON
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(1982b) eivit havainneet hengityspigmentin mddrdn muutoksia
3,5 viikkoa kestdneen hypoksia-altistuksen (Po2 55 mmHg)

Orconectes rusticus -ravun lymfassa.

Hypoksian vaikutusta ravun kudosten hapen osapaineeseen ei

ole suoranaisesti miiritetty. TRUCHOT (1975¢) korostaa he-
molymfan happiaffiniteetin suurenemisen kahdenlaista vaiku-
tusta: samalla kun hapen sitoutuminen hemosyaniiniin tehos-
tuu kiduksessa, sen vapautuminen kudoksessa vaikeutuu. Opti-

maalinen affiniteetti olisi nHin ollen hyvin kapea-alainen.

Monissa pitk#aikaisissa hypoksia-altistuksissa rapujen ha-
penkulutuksen on kuitenkin havaittu sdilyneen hypoksiaa
edeltineells tasolla (esim. McMAHON ym. 1974, WHEATLY ja
TAYLOR 1981, WILKES ja McMAHON. 1982a, b) juuri lymfan hap-
piaffiniteetin suurenemisen ansiosta (esim. WHEATLY ja
TAYLOR 1981, WILKES ja McMAHON, 1982). Affiniteettimuutos-
ten vaikutuksia hemolymfan hapenkuljetusominaisuuksiin voi-
daan havainnollistaa tarkastelemalla niiden muutosten ilme-
nemisti hemosyaniinin happidissosiaatiockdyrdssd. Hemosya-
niinin happidissosiaatiokdyrd jyrkkenee ja siirtyy vasem-
malle affiniteetin suuretessa (esim. ANGERSBACH ja DECKER,
1978) . Hypoksiatilanteessa sekd post- ettd prebranchiaali-
lymfan hapen osapaineet pienenevdt. Samoin osapaineiden vd-
linen erotus pienenee (McMAHON ja WILKENS 1975, TAYLOR
1976, WHEATLY ja TAYLOR 1981, BRADFORD ja TAYLOR 1982).
NZin ollen seki hapen sitoutuminen kiduksessa ettd vapautu-
minen kudoksessa tapahtuvat dissosiaatiokdyrdn jyrk&dlla

osalla. T#118in pienikin hapen osapaineen lisdys post-



branchiaalilymfassa lisii hapen sitoutumista hemosyaniiniin
merkittdvdsti ja vastaavasti vihiinen hapen osapaineen pie-
neneminen kudoksessa vapauttaa huomattavan miirin hemosya-

niiniin sitoutunutta happea.

Hypoksia-altistuksen aikana lymfan pH nousee, mik# sindnsi
suurentaa happiaffiniteettia. Samalla CO, -pitoisuus pie-
nenee sekd post- etti prebranchiaalilymfassa, samoin piene-
nee ndiden pitoisuuksien vilinen erotus. WHEATLYn ja
TAYLORin (1981) madritysten mukaan post- ja prebrarnchiaali-
lymfan vdlinen pH:n ero ei kuitenkaan muutu hypoksia-altis-
tuksessa. Siiti, mitkd aineenvaihduntatuotteet COZ:n chella
aiheuttavat pH:n laskun kudoksessa ja ylldpitdvit post- ja
prebranchiaalilymfan vilisty pPH-eroca, ei ole tietoa. Koska
lymfan pH:n lasku pienentii hemosyaniinin happiaffiniteet-
tia (esim. RUTLEDGE, 1981la) helpottuu hapen vapautuminen he-

mosyaniinista kudoksessa prebranchiaalilymfan pH:n laskies-

sa.

5.3 "‘Veden happamoitumisen vdhdhappisuussopeutumia

ehkdisevi vaikutus

CUKERZIS (1968, 1973) on havainnut ravun, Astacus astacus,

ja kapeasaksiravun, A. leptodactylus, hapenkulutuksen 1li-

sddntyvidn veden pH:n laskiessa alle ~pH 6 tai noustessa yii
~pH 9. Samalla hin totesi ravulle optimaalisen veden pH-

alueen olevan kapeasaksiravun optimialuetta kapea-alaisem-

man.
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Edelld on todettu, ettd lymfan pH:n sddtelylld on keskeinen
merkitys dyridisten sopeutumisessa vdh&happiseen ympdaris-
t86n. Kun ympiristd lis#ksi happamoituu, vaikeudet lisd&n-
tyvdt. Tidssid tutkimuksessa havaittiin lymfan pH:n laskevan
happamuusaltistuksen seurauksena. Saman havainnon ovat teh-
neet DEJOURS ja ARMAND (1981) kapeasaksiravusta ja MORGAN ja
McMAHON (1982) kahdesta amerikkalaisesta makean veden rapu-

lajista.

Lymfan pH:n lasku sin#nsi pienentdd hemosyaniinin happiaffi-
niteettia (esim. TRUCHOT 1975c¢, RUTLEDGE 198la, CAMERON ja
MANGUM 1983). Veden pH:n laskun on lisdksi todettu vaikeut-
tavan ravun kalsiumin ottoa. pH 4:ss8 sen on todettu kes-

keytyvin kokonaan Orconectes virilis -ravussa, jossa pitké&-

aikainen altistus johti kuoren haurastumiseen (MALLEY 1980).

APPELBERG (1979) totesi ravun, Astacus astacus, kuorenvaih-

don jHlkeisen kuoren kovettumisen h&iriintyvdn alhaisessa
pH:ssa. Toisaalta MORGAN ja McMAHON (1982) havaitsivat Ca’'

-pitoisuuden suurenevan Procambarus clarkiin lymfassa lyhyt-

aikaisen happamuusaltistuksen seurauksena {4 vrk, pH 3.8).
He tulkitsivat sen johtuvan kalsiumkarbonaatin liukenemises-
ta ulkoisesta tukirangasta sopeutumana vastustaa lymfan pH:n

laskua. Siitd huolimatta lymfan pH laski merkitsevdsti.

Tdssd tutkimuksessa ei havaittu happamuusaltistuksen vaikut-
tavan merkitsevisti lymfan kalsiumpitoisuuteen. Sen sijaan
todettiin, ettd kun vesi oli samanaikaisesti sekd hapanta
etti hypoksista, lymfan kalsiumpitoisuus pieneni. Muutos
oli siis pHinvastainen hypoksia-altistuksen aiheuttamalle

muutokselle.



- 50 -

Pelkkd happamuusaltistus ei muuttanut merkitsevisti lymfan
hapenkuljetusominaisuuksia. Sen sijaan yht#aikaisessa hap-
pamuus- ja hypoksia-altistuksessa ei rapujen lymfasta voitu
todeta mitd&n niistd hypoksiasopeutumista, joihin hypoksia-
altistus yksinddn oli johtanut. Pdinvastoin, lymfan happi-

affiniteetti pieneni pH:n alenemisen ja Mg2+— Jja Ca2+

-pitoisuvksien
pienenemisen seurauksena. My8s hengityspigmentin miiri ja
hapenkuljetuskapasiteetti pieneniviit. Naaraissa muutokset

olivat erittdin merkitsevii.

5.4 Hemolymfan pH-sd&tely ja ionitasapaino

Edeltdvistd luvuista on kidynyt ilmi, miten hypoksia-altis~
tus saa aikaan lymfan pH-muutoksia, jotka puolestaan vai-

kuttavat lymfan hapenkuljetusominaisuuksiin. Veden happa-
moitumisen on oscitettu johtavan monien kalojen veren hap-
po-emds- ja ionitasapainojen huomattaviin hdiridihin (esim.

PACKER 1979, McDONALD ja WOOD 1981).

Sisdisen pH:n sddtely on eldimelle ensiarvoisen tidrkedtd,
koska pH puolestaan sd@&dtelee proteiinien, kuten entsyymien,
ionisoitumisastetta ja sitd kautta niiden toimintaa (REEVES
ja RAHN 1979). T&dstd syystd sisdinen pH pyrkii hakeutumaan
uuteen, muuttuneen tilanteen edellyttdmdé&n tasapainotilaan
mahdollisimman nopeasti. Niinpd vedestd ilmaa hengittdmiin

nostetun taskuravun, Carcinus maenas, lymfan pH asettuu

uudelle tasolle n. 100 tunnin kuluessa (TRUCHOT 1975b).

Orconectes rusticus -ravun lymfassa tapahtuu vdhdisid muu-

toksia vield kuudennen hypoksia-altistusvuorokauden j&dl-
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keen, vaikkakin suurimmat muutokset tapahtuvat 2-3 ensim-

miisen vuorokauden aikana (WILKES ja McMAHON 1982a).

Tédssd tutkimuksessa lymfan pH mddritettiin 7-8 vuorokauden
mittaisen altistuksen lopussa, joten voidaan olettaa, ettd

PH oli ehtinyt asettua uuteen tasapainotilaan.

CAMERONin (1978a, b) mukaan veteen liuennutta happea hen-
gittdvien eldinten pH:n sddtely tapahtuu aktiivisen Na+/

H'/(NH ;) ja C17/HCO3/(OH™) -vaihdon vilitykselld.

Tédssd tutkimuksessa ei midritetty lymfan bikarbonaattipi-

toisuutta. Sen sijaan vahvojen eméskationien ja happoaniocnien
vdlisen erotuksen muutosten havaittiin olevan suoraan ver-
rannollisia erl altistuksissa havaittuihih pH-muutoksiin.

REEVESin ja RAHNin (1979) mukaan vahvojen ionien pitoisuuk-
sien erotuksella, jota aktiivinen ioninvaihto sditelee, on
keskeinen osuus veteen liuennutta happea hengittévien sel-

kdrankaisten pH~s&didtelyssi.

Ayridisten osalta vahvaionipitoisuuserotuksen merkitystd
pH-gd8telyssi ei ole selvitetty. HENRY ja CAMERON (1982) to-

tesivat siirrettyddn Callinectes sapidus -taskurapuja vih&-

suolaiseen veteen niiden lymfan pH:n nousevan. Samalla lym-
fan Na'- ja Cl~ -ionien v#linen pitoisuuserotus suureni.
Vaikka he eividt miirittineet muiden vahvojen ionien pitoi-
suuksia, he pitivdt muutosta merkkini vahvaionipitoisuus-

erotuksen osallistumisesta happo-emistasapainon siitelyyn.



Tdssd tutkimuksessa hypoksia-altistus johti pH:n nousuun.
Samalla vahvaionipitoisuuserotus suureni Ca2+- ja Mgz+ -pi-
toisuuden suuretessa ja Cl~ -pitoisuuden pienetessd. Hap-
pamuusaltistuksessa muutokset olivat vdhdisid, mutta kun
vesl oli samanaikaisesti hypoksista, pH laski ja vahvaioni-
pitoisuuserotus pieneni huomattavasti. Kationeista natriu-
min pitoisuus pieneni eniten. MORGAN ja McMAHON (1982) ha-

, , , + . \
vaitsivat samanlaisen "Na -vuodon" Procambarus clarki -ra-

. + . . . .
vusta happamuusaltistuksen seurauksena. Na =-ioni vaihtui
+ . .
todennék&isesti H -ioniin. Kalan kiduksessa tdllainen

vaihto tapahtuu helposti kumpaankin suuntaan (EVANS 1975).

McDONALD ja WOOD (1981) havaitsivat happamuusaltistuksessa
(pH 4,2} H' -ionien kulkeutuvan ympdrdivdstd vedestd kiduk-
sen kautta kirjolohen vereen samalla kun Nahq K#—ja Ccl™ -io~-
neja kulkeutui kiduksen kautta ulos. Vaikka H' -ionien eri-
tys munuaisen kauntta samanaikaisesti lisd8ntyi, seurauksena
oli veren vakava happo~emds- ja ionitasapainon hdirid. Myds
tédssd tutkimuksessa havaittiin kationipitoisuuksien piene-
nemisen ohella Cl~ -pitoisuuden pienenevin merkitsevisti
rapujen lymfassa samanaikaisen hypoksia- ja happamuusaltis-

tuksen seurauksena.

Samanaikaisen hypoksia- ja happamuusaltistuksen aiheutta-
mille suurille ionipitoisuusmuutoksille ja pH:n laskulle ei
loydy fysiologisesti tarkoituksenmukaista selitystd. To-
dennikdisimmin ne ilmentdvit hemolymfan ionitasapaino- ja
pH-s8&dtelyn sekd samalla osmoottisen sddtelyn vakavaa h&i-

riintymistd.
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Euryhaliinisissa ravuissa, Carcinus maenas ja Eriocheir

sinensis, lymfan valkuaisaineiden on todettu osallistuvan os-
moottiseen s#dtelyyn: lymfan osmolaarisuuden pieneneminen
johtaa proteiinipitoisuuden suurenemiseen (PEQUEUX ym.

1979).

Tipldravun, Pacifastacus leniusculus, hemolymfassa vapaiden

aminohappojen on todettu osallistuvan osmoottiseen sdéte-
lyyn ravun sopeutuessa murtoveteen. Aminohappojen lisdédn-

tyessi hemosyaniini-pitoisuus pienenee (WHEATLY ja McMAHON
1983).

Tissi tutkimuksessa ravun lymfan kokonaisvalkuaisainepitoi-
suus pieneni samanaikaisen hypoksia- ja happamuusaltistuk-
sen seurauksena. Vapaiden aminohappojen pitoisuutta ei mdd-
ritetty, mutta ionitasapainoh&iri$ oli niin suuri, ettd
mahdollisella vapaiden aminohappojen lisddntymisell&d ei voi-
nut olla suurtakaan merkitystd osmoottisen sddtelyn hadiridi-

den tasapainottajana.



6. JOHTOPEATUKSET

Tutkimuksen mukaan rapunaarailla oli hapekkaassa, neutraa-
lissa vedessd suurempli valmius aerobisiin toimintoihin kuin
koirailla, mutta ne néyttivdt olevan myds koiraita herkem-

pid wveden laadun muutoksille.

Kuorenvaihtokierron lepovaiheessa olevat ravut kykenivat
sopeutumaan veden vidhdhappisuuteen (O2 -kylldsteisyys 20-
30 %) svksylld +10 - +12 %¢:n ldmp&tilassa. Sopeutuminen

ilmeni hemolymfan hapensitomiskyvyn tehostumisena.

Ravut kestivédt hyvin viikon mittaisen happamuusaltistuksen
(pH 4-4,5). Tilanne vaikeutui rapujen kannalta huomatta-
vasti,kun vesi ¢li samanaikaisesti sekd vdhdhappista ettd
hapanta. Vdhdhappisuussopeutumia ei t&l1l6in voitu havaita,
sen sijaan rapujen hemolymfan pH:n ja ionitasapainon sddte-~
ly hd3iriytyivAt selvisti. Testattujen veden laadun muutosti-
lojen summautuvat vaikutukset poikkesivat siis huomattavas-

ti niiden erillisvaikutuksista.

Hemolymfan vahvaionipitoisuuserotuksella ndytti olevan huo-

mattava osuus lymfan happo-emdstasapainon sdidtelyssé.

Jotta veden v&hdhappisuuden ja happamuuden vaikutuksia ra-
pukantojen kehitykselle luonnossa voitaisiin arvioida ny-

kyistd suuremmalla varmuudella, tulisi n&diden ympidristdra-
sitteiden fysiologiset vasteet selvittdd eri vuodenaikoina

ja ravun eldmdnkierron eri vaiheissa, Lisdtutkimuksia tar-



vitaan erityisesti ravun poikasvaiheiden sekd lisddntymis-
ja kuorenvaihtokiertonsa aktiivisissa vaiheissa clevien

rapujen vdhdhappisuuden ja happamuuden siedosta.
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