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I[VADAS

Fotosintezé yra pagrindinis deguonies ir maisto medziagy Saltinis, apripinantis dauguma
organizmy organinémis medziagomis. Bitent $is daugiapakopis procesas apsprendzia augaly augimo
ir brendimo spartg (Baslam ir kt., 2020), todél augant pasaulio gyventojy skaiCiui ir agrokultiiros
problemoms tampant vis aktualesnémis, detalesnis fotosintezés iSaiSkinimas ir ja paveikianciy
veiksniy identifikavimas tampa butinybe.

Viena i$ placiausiai taikomy eksperimentiniy metodiky, suteikian¢iy informacijos apie
fotosintetinius procesus — chlorofilo fluorescencijos spektry registravimas. Fluorescencinis signalas
renkamas greitai ir neinvaziSkai, o deél nesudétingo technikos derinimo su kitais optiniais
eksperimentiniais metodais: sugerties spektry registravimu, refraktometrine analize, gaunami
rezultatai ne tik suteikia daug informacijos apie tiriama sistema, bet ir leidzia sieti skirtingais metodais
gaunamus parametrus (Baker, 2008). Sis privalumas svarbus norint identifikuoti veiksnius,
lemiancius fotosintetinio aktyvumo poky¢ius, bei uztikrinant gaunamy rezultaty patikimuma.

Menturdumbliy tarpubamblinés lgstelés — unikali modeliné sistema fotosintetiniy procesy
tyrimuose. Pastovaus apsSvietimo salygomis iSilgai Siy dumbliy lasteliy stebimos skirtingo
rigstingumo zonos, siejamos su fotosintetinio aktyvumo skirtumais iSilgai tarpubambliy (Bulychev
ir kt., 2001a). Nepaisant to, kad $io reiskinio atsiradimas tiriamas jau kelis deSimtmecius, tikslus
sri¢iy susiformavimo mechanizmas néra iSaiSkintas. Dauguma eksperimenty atlikti su Chara
corallina lastelémis, pasitelkiant fluorescencijos kinetikos parametrus pateikiancig technika, todél
iSsami spektriné analizé dar néra atlikta. Taigi, siekiant iSaiSkinti skirtingo rugStingumo sriciy
susiformavimg ir $io reiSkinio svarbg fotosintetiniams procesams, reikalingas detalesnis
nuostoviosios fluorescencijos spektry jvertinimas, o eksperimenty atlikimas su kitos rasSies
menturdumbliy Igstelémis ne tik prisidéty prie procesy fiziologinés prasmés iSaiskinimo, bet taip pat
leisty spresti apie skirtumus tarp organizmy.

Darbo tikslas — pritaikyti fluorescencijos spektroskopija, jvertinant Nitellopsis obtusa
fotosintetinj aktyvuma.

UZdaviniai:

e optimizuoti Nitellopsis obtusa autofluorescencijos registravimo sistema;

e jvertinti skirtingy fluorescencijos parametry tinkamuma fotosintetinio aktyvumo
skirtumams Nitellopsis obtusa tarpubamblinése lastelése aptikti;

e jvertinti Nitellopsis obtusa fotosintetinio aktyvumo pokycius iSilgai tarpubamblinés

lasteles skirtingo apsvietimo salygomis;



e jvertinti Nitellopsis obtusa tarpubambliniy Igsteliy autofluorescencijos parametry

priklausomybe nuo Igsteliy laikymo sglygy.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Characeae seimos dumbliai ir jy tyrimai

Characeae dumbliy Igstelés jau daug desSimtmeciy naudojamos kaip modelinés sistemos augaly
fiziologijos tyrimuose. Pagrindiné §io taikymo priezastis — unikali tarpubambliy geometrija, vienos
Chara lgstelés skersmuo yra apie 1 mm, o ilgis gali siekti iki 10 cm (Braun ir kt., 2007). Dél $io
privalumo augaly fiziologijos tyrimo metodai yra lengvai pritaikomi Characeae dumbliams, o ir dalis
svarbiy organizmy struktiiros ir fiziologijos principy pirmiausia iStirti dumbliy tarpubamblinése
lastelése ir tik po to patvirtinti aukStesniuosiuose augaluose (Foissner ir Wasteneys, 2014). Be to, $ios
modelinés sistemos taikymo prasmingumas pagrjstas ir filogenetiniais tyrimais. Nustatyta, kad
Characeae Seimos dumbliai yra artimiausi organizmai aukstesniesiems augalams (Karol ir kt., 2001).
Toks giminingumas reiskia, kad dauguma Seimai biidingy lasteliniy procesy ir jy mechanizmy yra
tokie patys kaip aukstesniyjy augaly, todél ir dumbliy tyrimai yra tiesiogiai susij¢ su detalesniu augaly
fiziologijos isaiskinimu.

Plac¢iausiai Characeae dumbliai taikomi elektrofiziologiniuose eksperimentuose, dél gebéjimo
generuoti elektrinius signalus ir nesudétingo mikroelektrody jvedimo j lasteles. Sie signalai yra
salygoti membranos pernasos sistemy veikimo ir gali lemti kity fiziologiniy procesy pokycius (Beilby
ir Casanova, 2014). Modelinés sistemos patogumas taip pat leidzia atlikti ir jvairias kituose
organizmuose sunkiai jvykdomas eksperimentines procediiras. Nesudétingai pasalinama citoplazma,
pakeic¢iama lgstelés vidinio turinio sudétis, galima atlikti lokalaus ap$vietimo ir cheminiy medziagy
poveikio tyrimus (Foissner ir Wasteneys, 2014). Dél sio privalumo Characeae dumbliai naudojami
ne tik elektrofiziologiniuose eksperimentuose, bet ir Igstelés citoskeleto (Foissner ir kt., 2009),
organeliy sgveikos (Bulychev ir Komarova, 2015), fotosintetinio aktyvumo (Plieth ir kt., 1994;
Bulychev ir kt., 2001a) bei kity svarbiy augaly savybiy ir procesy tyrimuose.

Kadangi vis aktualesnés tampa ekologinés problemos, Characeae Seima taip pat pasitelkiama
ir ekosistemy biiklés jvertinimui. Dumbliai yra jautris jvairiy aplinkos veiksniy poky¢iams: terpés
cheminés sudéties, temperattros, Sviesos kiekio ir kt., todél yra laikomi bioindikatoriais ir leidzia
spresti apie vandens telkiniy uzterStumg (Beaune ir kt., 2018). Taip pat, palankiomis salygomis
dumbliai sukaupia didZiajg dalj ekosistemos maistiniy medziagy bei tuo paciu absorbuoja toksinus ir
sunkiuosius metalus (Kufel ir Kufel, 2002). D¢l Sios savybés sitiloma dumblius naudoti ir aplinkos
tarSos mazinimui, pasitelkiant naujas ir perspektyvias bioremediacijos technikas (Newete ir Byrne,
2016; Herbst ir kt., 2019).



Nors dumbliy lgstelés ir yra placiai naudojamos tyrimuose, kelios i§ taikymga apribojanciy
priezasCiy yra molekulinés biologijos duomeny ir metody, tinkan¢iy genetiskai transformuoti
organizmus, trikumas. Nepaisant to, kad 2018 m. paskelbtas Chara braunii genomas (Nishiyama ir
kt., 2018), be Sio tyrimo vieSai publikuotos vos kelios baltymy sekos, nustatytos Characeae
dumbliuose ( Kashiyama ir kt., 2000; Hoepflinger ir kt., 2013). Kitas svarbus triitkumas — naudojamos
kultiros néra sterilios, o mikroorganizmai tarpubambliniy Igsteliy pavirSiuje gali bati problema
taikant tokius metodus, kaip fluorescenciné mikroskopija, jei organizmai turi autofluorescuojanciy

medziagy (Foissner ir Wasteneys, 2014).
1.2 pH juostos Characeae seimos dumbliuose

Skirtingy pH ver€iy zony susiformavimas terpéje aplink Characeae dumbliy tarpubambliy
lasteles (1.1 pav.) pastebétas daugiau nei pries 50 mety (Spear ir kt., 1969; Lucas ir Smith, 1973).
Reiskinys stebimas tik pastovaus apsvietimo sglygomis, suformuoty riigstiniy juosty pH vertés
artimos 5,5, o Sarminése zonose kinta nuo 8,5 iki 9,5 (Lucas ir Smith, 1973). Sritys yra priklausomos
nuo plazminés membranos pernaSos procesy — riigstiniy zony susiformavimg lemia H*-ATPaziy
veikimas (Tazawa, 2003). Taciau vis dar triiksta ziniy apie transporto sistemas atsakingas uz Sarmines
sritis. Manoma, kad jos yra susijusios su H* srautu j lgstele, arba OH" pernasa i§ lgstelés, taciau
modeliavimo duomenys rodo, jog OH" srautas yra labiau tikétinas (Beilby ir kt., 2017), o 2021 m.

identifikuotas CaSLOT genas, atsakingas uz OH/H" transporto sistemg, kuri galéty lemti Sarminiy

\

zony susiformavimg (Quade ir kt., 2021).

1.1 pav. pH juostos Chara australis tarpubamblinéje lasteléje, vaizdintos fenolio raudonuoju
indikatoriumi. Tamsios sritys Zymi Sarmines juostas (pH > 8,2), Sviesios — riigstines (pH < 6,8).
Mastelis 1 cm (Beilby ir Bisson, 2012)

Kadangi skirtingo riigStingumo sri¢iy egzistavimui bitina Sviesa, o didesnis S§viesos
intensyvumas taip pat lemia ir didesnj juosty skai¢iy (Bulychev ir kt., 2003), jvertintas rySys tarp

skirtingy sriciy ir fotosintetinio aktyvumo. Pastebéta, kad rugsStinése zonose chloroplastai yra didesni
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nei Sarminése srityse (Foissner ir Wasteneys, 2014), o fotosintezé yra efektyvesné (Plieth ir kt., 1994;
Bulychev ir kt., 2001a). Toks prisitaikymas svarbus dumbliams, augantiems silpnai Sarminéje
aplinkoje, kadangi maza iSorinés terpés pH verté lemia prastai plazming membrang pereinancio
bikarbonato konversija i CO2, o §is junginys membrang pereina lengvai ir yra btinas Kalvino ciklui
(Raven ir Hurd, 2012). Be to, CO> fiksacija taip pat yra ir vienas i§ procesy, padedancéiy aiskinti pH
juosty susidarymg, kadangi jos rezultatas gali lemti hidroksily i$skyrimg j citoplazmg. Beilby ir
Bisson (2012) pateikiamas modelis teigia, jog terpe riigStinanciy transporto sistemy veikimas lemia
citoplazmos Sarméjima (1.2 pav.). Vykstant ciklozei, citoplazmai spiraliskai judant iSilgai Igstelés,
stebimi pH vertés poky¢iai. Kuo ilgiau citoplazma isbiina po riigstine juosta, tuo labiau jos pH didéja.
Pasiekus kriting verte, vyksta signaly perdavimas, lemiantis pasyvy OH™ srautg i$ Igstelés ir
susiformuoja Sarminé zona lIgstelés iSoréje. Vienintelis tyrimas priesStaraujantis $iam modeliui yra
Bulychev ir kt. (2003) eksperimentas, nustates, kad NH4Cl, didinantis citoplazmos pH, stabdo juosty
susidarymg, o natrio acetatas skatina. Toks rezultatas leisty manyti, jog juosty susiformavimo
mechanizmas yra prieSingas — Sarminés sritys lemia riigStiniy zony susidaryma (Beilby ir Bisson,

2012).

Ragstiné juosta Sarminé ]uosta

/LLLi ETIEN

c:toplazma
OH OH OH OH

|sore

H ,0 —> OH
citoplazmos srautas

i _ >

Atstumas isilgai lastelés

1.2 pav. pH juosty susiformavimo modelis. (1) Transporto procesai, lemiantys citoplazmos
Sarmejimg. (2) Ciklozé. (3) Kuo ilgiau citoplazma iSbiina po rigstine juosta, tuo labiau ji Sarméja, o
pasiekus kriting pH verte (4), membranos transporto savybeés pasikeicia, vyksta pasyvus OH™ srautas

i§ lastelés (5). pH vertei sumaZzéjus (6) membrana atkuria jprasta H pompos veikima. Adaptuota
pagal Beilby ir Bisson (2012)

Kita hipotezeé, aiSkinanti pH juosty susiformavimg, teigia, kad skirtumai atsiranda del
nevienodo ATP sintezés pajégumo chloroplastuose, skirtingose lgstelés srityse (Bulychev ir kt., 2005).
Mazesnio efektyvumo sintezés zonose citoplazmos H* koncentracija sumazéja. Manoma, kad $is

pokytis lemia maZesnj plazminés membranos protony pompos aktyvumg (Hager, 2003), privercia
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atsiverti auk$tos pH vertés kanalus, dél ko H* srautas j Igstele padidéja ir 1gstelés iSoréje terpés pH
verté tampa didesné (Bulychev ir Krupenina, 2008). Srityse, kur ATP sintezé vykdoma efektyviau,
protony pompos aktyvumas néra slopinamas, Sarméjimas iSvengiamas ir susiformuoja riigsting juosta.
Be to, rogstinése srityse H' pompos veikimg uZtikrina ir didesnis ATP kiekis, kurj lemia

mitochondrijy susikaupimas auksto fotosintetinio aktyvumo zonose (Foissner, 2004).
1.3 Fluorescencijos spektroskopija

Molekuliy ir Sviesos sgveikai tirti naudojami spektroskopiniai metodai ypa¢ patrauklis
biologiniy objekty tyrimuose, kadangi uztikrina greita rezultaty registravimg ir yra neinvaziniai
(Ramanujam, 2000). Fluorescencijos spektroskopija — tai viena i§ daugelio $ios grupés techniky, kuri
deél savo universalumo taikoma skirtingy fizikiniy, cheminiy ir biologiniy procesy tyrimuose. Be to,
visapusiSka technologiné pazanga: naujy fluorescuojanciy junginiy sintezé, moderni registravimo
jranga bei naujos duomeny analizés priemonés, uztikrina vis didesnj metodo populiaruma ir platesnes
taikymo galimybes (Lakowicz, 2006).

Taip pat kaip ir kiti spektroskopiniai metodai, fluorescencijos registravimas pagristas §viesos
sukelty energiniy vyksmy molekulése, jprastai vaizduojamy Jablonskio diagrama (1.3 pav.),
stebéjimu (Lakowicz, 2006). Fluorescencija vyksta tiriamg objekta paveikus Sviesa, jei naudojamas
bangos 1ilgis paklitina ] tiriamos medziagos sugerties spektra. Iprastai kambario temperatiiroje
molekulés yra pagrindinés, maZziausios energijos btisenos (So), o sgveika su §viesa lemia suzadinimg —
fotonas perduoda savo energijg elektronui ir Sis perSoka j aukStesnj energinj lygmenj. Taciau tokia
molekulés biisena yra nestabili ir pertekliné energija yra atiduodama aplinkai Silumos pavidalu, arba
i§spinduliuojama — stebima liuminescencija. Sis reidkinys gali bati skirstomas pagal §vytéjimo trukme,
o trumpiausias (nuo 107°s iki 10 s) $iy vyksmy vadinamas fluorescencija (Noomnarm ir Clegg,
2009).

Nuostoviosios fluorescencijos spektrai pateikia emisijos intensyvumo vertes bangos ilgiy
intervale, o Sios reik§més yra priklausomos tiek nuo registravimo sistemos parametry: signalo
surinkimo kampo, naudojamy filtry ir detektoriaus jautrumo (Valeur, 2001), tiek nuo fiziologiniy
procesy, jei tiriamas biologinis objektas (Ramanujam, 2000). Nepaisant to, fluorescencijos spektrai
pasizymi keliomis bendromis charakteristikomis. Viena i§ jy yra Stokso poslinkis — apSviestas
objektas i$spinduliuoja ilgesniy bangos ilgiy Sviesa nei naudota zadinimui. Pagrindiné §j poslinkj
lemianti prieZastis yra vidinés konversijos procesas, kurio metu energija atiduodama aplinkai Silumos
pavidalu. Ta¢iau energinius nuostolius lemti gali ir kiti veiksniai: naudojamy tirpikliy savybés,

energijos pernasos procesai bei suzadintos biisenos reakcijos, lemian¢ios molekulés struktiiros
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poky¢ius (Lakowicz, 2006). Kita fluorescencijos signaly charakteristika — spektrai jprastai néra
priklausomi nuo Zadinancios Sviesos bangos ilgio, o to priezastis taip pat yra vidinés konversijos
procesas. Elektronui perSokus j aukstesniuosius energinius lygmenis jvyksta greita (< 10712s)
relaksacija iki zemiausio S1 lygmens vibracinio polygmenio, todé¢l spinduliavimas visada vyksta i§
Sio lygmens, i8skyrus retai pasitaikan¢ias iSimtis, jprastai stebimas ne biologiniuose objektuose

(Lakowicz, 2006).

- - 4
— |IC ‘ ‘
S,
—
—3— [ SUGERTIS || FLUORESCENCIJA
Y
S,

1.3 pav. Jablonskio diagrama. Storomis horizontaliomis linijomis Zymimi energiniai lygmenys (S,
S1, S2), o plonomis jy vibraciniai polygmeniai. Banguotos linijos Zymi nespindulinius Suolius, IC —
vidiné konversija. Adaptuota pagal Valeur (2001)

Be nuostoviosios fluorescencijos spektry registravimo, placiai taikomos ir kitos emisijos
parametry stebéjimu pagrjstos technikos. Viena i$ jy — moduliuojamos amplitudés impulsy (PAM)
fluorimetrija, vis dazniau pasitelkiama augaly fotosintetinéms reakcijoms ir nuo jy priklausomiems
procesams tirti. Taip pat kaip ir nuostoviosios fluorescencijos spektry registravimas, §i technika
iSsiskiria greitu signalo surinkimu bei neinvaziskumu ir gali biiti naudojama tiek laboratorinémis, tiek
lauko salygomis (Weiss ir Reigosa Roger, 2001). Taciau skirtingai nei signalai, registruojami
netaikant moduliuojamy impulsy, §i metodika leidzia stebéti fluorescencijos parametry kinetika, 0
nuostoviosios fluorescencijos spektrai pateikia vidutines intensyvumo vertes. Be to, vienas
svarbiausiy skirtingomis technikomis registruojamy parametry skirtumy — matavimo metodikos jtaka
nustatomoms vertéms. Priklausomai nuo registravimo sistemos, nuostoviosios fluorescencijos
spektry intensyvumo reikSmés gali skirtis keliomis eilémis, o PAM fluorimetrijos pateikiamy verciy
skirtumai siekia nedaugiau keliy karty (Schreiber, 2004). Moduliuojamy impulsy taikymas taip pat

leidzia signalus fiksuoti neizoliavus bandinio nuo paSalinés Sviesos, kadangi fluorescencija
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registruojama tik trumpy (< 1 s), mélynos arba raudonos $viesos impulsy metu, ir aplinkos veiksniy
jtaka nustatomoms vertéms néra reikSminga (Weiss ir Reigosa Roger, 2001). Taciau vienas i$
pagrindiniy PAM technikos trikumy — sudétinga rezultaty interpretacija. Dauguma komerciskai
prieinamy fluorimetry signalus registruoja placiame bangos ilgiy intervale, taciau apskaiiuojamos
parametry vertés pateikiamos kaip antrosios augaly fotosistemos reakcijy rezultatas, neatsizvelgiant
] pirmosios fotosisistemos veikimg (Baker, 2008). Taigi priimamos i$vados gali biti klaidinancios.
Priklausomai nuo augalo rasies, pirmosios fotosistemos spinduliavimas tolimesniuose (> 700 nm)
bangos ilgiuose gali sudaryti nuo 30 % iki 50 % registruojamo fluorescencijos signalo (Pfundel,
1998).

1.4 Chlorofilo fluorescencija

Pirmasis fotosintezés etapas — Sviesos sugertis, kurig vykdo fotosintetinanc¢io organizmo
pigmenty kompleksas, sugeriantis $viesg nuo 400 nm iki 700 nm (Harbinson ir Rosenqvist, 2003).
Sis bangos ilgiy intervalas vadinamas fotosintetiskai aktyvia spinduliuote, 0 sugeriama energija toliau
perduodama nespinduliniu biidu, pirmos ir antros fotosistemy (PSI ir PSII) reakcijos centrams. Si
energija yra bitina pradinéms fotocheminéms reakcijoms, kurios optimaliomis sglygomis yra ypac
efektyvios, daugiau nei 90 % sugertos Sviesos panaudojama fotosintezei (Krause ir Weis, 1991).
Pagrindiniai procesai, konkuruojantys dél suzadinimo energijos, yra chlorofilo fluorescencija,
panaudojanti vos 2-3 % pigmenty sugertos Sviesos (Buchel ir Wilhelm, 1993), ir energijos
1§sklaidymas Silumos pavidalu. Taigi Siy reiSkiniy parametry ir jy pokyciy jvertinimas leidZia spresti
apie fotocheminiy reakcijy efektyvuma (Baker, 2008).

Fotosintetinan¢iy organizmy pigmenty kompleksuose aptinkama daugiau nei 50 skirtingy
chlorofilo tipy (van Amerongen ir kt., 2000), ta¢iau aukStesniuosiuose augaluose svarbiausias
pigmentas yra chlorofilasa (Chl a), aptinkamas ir beveik visuose kituose fotosintetinan¢iuose
organizmuose (Bjorn ir kt., 2009). Si molekulé geriausiai sugeria bangos ilgius nuo 400 nm iki
450 nm ir nuo 650 nm iki 680 nm (Papageorgiou, 2004) bei yra i$sidés¢iusi arciausiai reakcijos centro,
todél geba tiesiogiai perduoti energija elektrony pernasos grandinei. Pagrindiné kity fotosintetiniy
pigmenty funkcija — praplésti sugeriamy bangos ilgiy intervalg (1.4 pav.) ir perduoti energijg arciau
reakcijos centro esanciai molekulei (Papageorgiou, 2004). Be to, Sis perdavimas jvyksta grei¢iau (apie
10™°s) nei suzadinamas elektrong perduodanc¢iy pigmenty spinduliavimas, todél dazniausiai
registruojama Chla fluorescencija (Harbinson ir Rosenqvist, 2003), sudaranti apie 90 % viso
spinduliavimo (Buchel ir Wilhelm, 1993).
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1.4 pav. Augaluose ir dumbliuose aptinkamy pigmenty sugerties spektrai. Adaptuota pagal Yarish ir
kt. (2012)

Chlorofilo emisijos spektrui bidingi du maksimumai — raudonoje ir tolimoje raudonoje srityse,
auksStesniuosiuose augaluose artimi 685 nm ir 735-740 nm (Franck ir kt., 2002). Kambario
temperatiiroje, prieSingai nei Zemose temperatiirose, didzioji dalis energijos i§spinduliuojama PSII,
taciau PSI gali prisidéti prie didesnio bangos ilgio spektrinés juostos (Krause ir Weis, 1984). Tai
lemia, kad registruojamo fluorescencijos spektro maksimumy intensyvumy santykis atspindi
fotosistemy aktyvumag ir leidZia spresti apie organizmo fotosintetiniy procesy pokycius. Taip pat,
kadangi augalai yra jautriis aplinkos salygoms, spektro forma suteikia ir informacijos apie organizmo
fiziologing bliseng, intensyvumy santykio verté gali biiti naudojama kaip augaly streso indikatorius
(Buschmann, 2007). Taciau yra zinoma, kad fluorescencijg panasiai paveikia daug skirtingy veiksniy,
todél spektriné analizé néra tinkama konkretaus stresg lemianéio veiksnio identifikacijai, nebent
nustatytas tikslus jo poveikis fotosintetinéms reakcijoms (Pedros ir kt., 2008).

Nepaisant to, kad chlorofilo fluorescencijos parametrai neleidzia nustatyti konkretaus stresg
lemiancio veiksnio, §io reiskinio steb&jimu pagristos technikos yra placiai taikomos, 0 skirtingy
fotosintezés tyrimo metody kombinavimas leidzia detaliai jvertinti §io proceso metu vykstancias
reakcijas (Cruz ir Avenson, 2021). Spektroskopiniai eksperimentai remiasi skirtumy tarp jprastomis
salygomis registruojamy spektry ir signaly, paveikty tam tikro iSorinio poveikio, jvertinimu. Si
metodika sékmingai naudojama augaly stresui aptikti (Eullaffroy ir Vernet, 2003), o pastaraisiais

desimtmeciais vis populiaresnis technikos taikymas nuotoliniams stebéjimams (Ac ir kt., 2015).
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1.4.1 Chlorofilo fluorescencijos tyrimai pH juosty jvertinimui

Vienas pirmyjy eksperimenty, nustaciusiy chlorofilo fluorescencijos parametrus skirtingo
ragstingumo zonose Characeae dumbliy tarpubambliuose, atliktas su Chara corallina lgstelémis
(Plieth ir kt., 1994). Taciau $io eksperimento rezultaty interpretacija apsunkino metodiniai trikumai,
fluorescencijos signalai fiksuoti naudojant spalvinj fenolio raudonajj indikatoriy. Toks registravimo
metodas Iémé netolygy chloroplasty apsSvietima skirtingose lastelés zonose, kadangi indikatoriaus
spalvinis pokytis lemia sugerties pH juostose skirtumus. Nepaisant $io trikumo, tyrimo rezultatai
patvirtinti vélesniais eksperimentais. Jvertinta, kad rtig§tinése juostose maksimali fluorescencijos
intensyvumo verté yra mazesné nei Sarminése zonose, o §j Skirtuma lemia nevienodas PSII
efektyvumas (Bulychev ir kt., 2001a; Krupenina ir kt., 2008).

Dauguma vélesniy eksperimenty, nustaciusiy chlorofilo fluorescencijos parametry skirtumus
Characeae Seimos dumbliy Igstelése, atlikti PAM fluorimetrijos technika, o nuostoviosios
fluorescencijos spektrai néra registruojami. Nepaisant to, PAM metodika yra tinkama fotosintetinio
aktyvumo skirtumams aptikti. Vienas is$ iy tyrimy — Bulychev ir kt. (2004) eksperimentas, kuriame
skirtingo rtgStingumo zonos analizuotos jvertinus fluorescencijos kinetikos parametrus
besiformuojangiose pH juostose. Siame tyrime, perkélus tamsoje adaptuotus bandinius j §viesa,
rigstinése ir Sarminése Srityse registruotas skirtingas atsakas. MazZesnio pH zonose PSII naSumas
didéjo 5-15 min. nuo ap$vietimo pradZios, 0 Sarminése juostose registruotas priesingas atsakas — PSI|
naSumas maz¢jo. Taip pat, kaip ir ankstesniy eksperimenty rezultatai (Plieth ir kt., 1994; Bulychev ir
kt., 2001a), registruoti PSIl Kinetikos pokyciai siejami su skirtinga CO: fiksacija, skirtingo
ragsStingumo srityse. Manoma, kad junginio jsisavinimas Sarminése zonose yra sutrikdytas, lyginant
su mazesnés pH vertés sritimis (Bulychev ir kt., 2004).

Siekiant iSaiskinti pH juosty susiformavimo mechanizmg bei fotosintezés svarbg reiskinio
egzistavimui, eksperimentuose pasitelkiamos medziagos, paveikiancios plazminés membranos
pernasos sistemas, arba fotosintetinius procesus. Vienas i§ dazniausiai taikomy junginiy yra
herbicidas 3-(3,4-dichlorfenil)-1,1-dimetil karbamidas (DCMU), sutrikdantis chloroplastuose
vykstancig PSII elektrony pernasa (Kirilovsky ir kt., 1994). Paveikus dumbliy lasteles Sia medziaga,
registruojamos didesnés fluorescencijos kvantinio nasumo vertés nei nepaveiktuose bandiniuose, o
skirtingo riig§tingumo zonos néra stebimos (Bulychev ir Krupenina, 2008). Sis rezultatas patvirtina,
jog pH juosty susiformavimas yra priklausomas nuo elektrony pernasos PSII, o fluorescencijos
parametrai yra pakankamai jautrGis detektuoti Siuos skirtumus. Kita eksperimentuose taikoma

medziaga — fuzikokcinas (FC), aktyvuojantis H"-ATPazes (Sehnke ir kt., 2002). PrieSingai nei
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DCMU, Sis junginys pH juosty nesunaikina, ta¢iau lemia mazesnes pH vertes rigstinése zonose
(Bulychev ir Krupenina, 2008), o fluorescencijos parametry jvertinimas leidzia aptikti Siuos
skirtumus. Rugstinése juostose nustatomos didesnés efektyvaus kvantinio naSumo vertés,
nurodancios fotocheminiy reakcijy efektyvumg, o Sarminése zonose reikSmingi skirtumai néra
registruojami (Bulychev ir kt., 2005). Sie rezultatai patvirtina, kad membranos protony pompos
veikimas lemia mazesnés pH vertés sri¢iy susiformavimag, o Sarminés juostos néra priklausomos nuo

Sios pernasos sistemos.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Bandiniai

Tyrimuose naudoti Nitellopsis obtusa dumbliai, surinkti Lietuvos ezeruose rudens ménesiais.
Organizmai laikyti vandens pripildytuose akvariumuose kambario temperatiroje (21 £1 °C),
kontroliuojamomis  apsvietimo (9,5 £ 0,19 pmol m?s™) salygomis, palaikant $viesa/tamsa
(12/12 val.) ap$vietimo ciklg. Prie$ eksperimentus dumbliy tarpubambliai buvo atskiriami nuo kity
lasteliy ir nak¢iai iki eksperimento perkeliami j kontrolinj, nebuferinj (pH apie 7,2) APW (dirbtinis
tvenkinio vanduo, angl. artificial pond water) tirpala, sudaryta i 0,1 mM KCI, 1 mM NacCl ir
0,1 mM CaCl,. Siekiant iSvengti tamsinés adaptacijos, perkélus lasteles nebenaudotas tamsa/Sviesa
apSvietimo rezimas ir bandiniai laikyti pastovaus apSvietimo salygomis. Skirtinga bandinio
paruoSimo metodika taikyta, vertinant fluorescencijos parametry priklausomyb¢ nuo apsvietimo
salygy ir nuo laikymo kontrolingje terpéje trukmés. Pirmuoju atveju, dalis tyrimy atlikti su tamsoje
adaptuotomis Igstelémis, kurios skirtingai nei kitos bandiniy grupés, po atskyrimo neapsviestos, o
izoliuotos nuo pasalinés Sviesos apsauginiu folijos sluoksniu. Antruoju atveju, iprasta metodika
paruosti bandiniai papildomai kontroliniame tirpale laikyti 8 d., nekontroliuojamomis, nattralaus
apsvietimo salygoms. Nepriklausomai nuo atlieckamo eksperimento, visy matavimy metu

tarpubamblis buvo patalpintas organinio stiklo kameroje, kuri pripildyta 4 ml APW tirpalo.
2.2 Fluorescencijos spektry registravimas

Fluorescencijos registravimui atlikti sukonstruota bandinio padétj kontroliuoti leidZianti
sistema (1 priedas, 4.1 pav.). Pagrindiniai sistemos elementai: zingsninis variklis, variklio valdiklis
ir Arduino Uno R3 mikrokontroleris. Prijungus prie Sios plokstés kitus sistemos komponentus
uztikrintas bandinio slinkimo krypties bei atstumo pasirinkimas. Reguliuodama Zingsninio variklio
posiikj, sistema leidzia lgstele paslinkti tiksliai 1 mm arba 1 cm atstumais, dviem kryptimis: pirmyn
ir atgal. Bandinio padét; taip pat galima kontroliuoti ir kitomis kryptimis: j kair¢ arba  deSing, tac¢iau
tai atliekama rankiniu budu, papildomai prie bandinj laikancios konstrukcijos pritvirtintu sraigtu.
Sistemos valdymas uZztikrintas C++ programinés kalbos kodu (2 priedas), kuris i§ kompiuterio
perkeltas j Arduino Uno R3 plokstés viding atmintj.

Supaprastinta fluorescencijos registravimo sistemos schema pateikta 2.1 pav. Signalai fiksuoti
visame tarpubamlio ilgyje, iSskyrus centring lastelés dalj (nuo 2 cm iki 3 cm ilgio), kuri praleista dél

lastelés jtvirtinimo srities organinio stiklo kameroje. Bandinj pasirinkta slinkti 1 mm atstumu,
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signalus registruojant visuose taskuose. Zadinimas ir signalo surinkimas atliktas optine §viesolaidine
sistema. Zadinimui naudotas Ocean Optics LS-450 $viesos Saltinis su adaptuotu maZo intensyvumo
(< 1 mW), mélynos §viesos (405 nm) diodu. Sviesos 3altinis sujungtas su Septyniy 200 pm skersmens
gijy bifurkacinio $viesolaidzio atSaka, turin¢ia centring skaidula, o SeSios apskritimu iSdéstytos gijos
naudotos signalo surinkimui j kitg Sviesolaidzio atSaka. Siekiant atsiriboti nuo zadinimo Sviesos
signalo, papildomu 400 um skersmens S$viesolaidziu prie Ocean Optics USB2000+

spektrofluorimetro prijungtas filtras, nepraleidziantis bangos ilgiy iki 510 nm.

F 3
405 nm v
Valdymo Sviesos | Filtras I—'DI Spektrofluorimetras |
sistema Saltinis [

| Kompiuteris |

2.1 pav. Fluorescencijos registravimo sistemos schema. Matavimai atliekami izoliavus bandinj (C)
nuo pasalinés §viesos (A). Bandinys paslenkamas Zingsniniu varikliu (B). Zadinimui naudojamas
»saulutés® tipo Sviesolaidis (D), mélyna spalva pazyméta Zadinimui naudojama gija, o raudonai
zymimos skaidulos skirtos signalo surinkimui

2.3 ApsSvietimo salygy itakos tyrimo metodikos

2.3.1 Laikinés kontrolés matavimai

Fluorescencijos parametry iSilgai tarpubamblinés lastelés stabilumas jvertintas laikinés
kontrolés matavimais. Eksperimentai atlikti su tamsoje adaptuotomis lastelémis ir Sviesa/tamsa
apsvietimo rezimu laikytais bandiniais. Atsizvelgus j vienos lastelés signaly registravimo trukme (iki
1 val.), fluorescencijos spektrai iSilgai tarpubamblio fiksuoti pakartotinai, i§laikant 1 val. laiko tarpg

tarp pirmo ir antro tos pacios srities zadinimo.
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2.3.2 Skirtingos trukmeés Svitinimo poveikio jvertinimas

Skirtingos trukmés apSvietimo jtaka fluorescencijos parametrams jvertinta registruojant
emisijos spektrus prie§ ir po poveikio Sviesa. Pirmiausia signalai fiksuoti tamsoje adaptuotose
lastelése. Po registravimo bandinys buvo perkeliamas ant $viesos $altinio ir $vitintas 15 min. arba
30 min. i§ apacios (2.2 pav. A). Svitinimui naudotas plokiias, baltos §viesos, 18 W LED §viesos
Saltinis (2.2 pav. B), fotosintetinio fotony srauto tankio (PPFD) verté 829 umol m? s, Si reik§mé
pasirinkta atsizvelgiant ] literatliroje pateikiamas vertes, siekiant uztikrinti greita pH juosty
susiformavima, ta¢iau taip pat iSvengti bandinio pazeidimo (Dodonova ir Bulychev, 2011; Bulychev,

2012). Po §vitinimo atliktas pakartotinis fluorescencijos spektry registravimas.

— P
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©
o

©
»

Norm. intensyvumas, s. v.

©
N

0.0

400 450 500 550 600 650 700 750
Bangos ilgis, nm

2.2 pav. Nitellopsis obtusa tarpubambliné Igstelé, Svitinama balta Sviesa (A) ir naudojamo §viesos
Saltinio spektras (B). Mastelis 2 cm

2.4 Duomeny analizé

Registruoti fluorescencijos signalai buvo tvarkomi OriginPro 2018 programa. Pirmiausiai
atliktas filtravimas, siekiant sumazinti triukSma. Naudota programoje pateikiama FFT filtravimo
funkcija, parinktas 15 tasky langas, ribinis daznis artimas 0,01 Hz. Parametrai nustatyti atsiZvelgiant
1 maksimalios amplitudés verte, uztikrinant, kad jos sumazéjimas siekty ne daugiau nei 5 %.
Tolimesni analizés zingsniai bei grafinis rezultaty vaizdavimas atliktas programavimo kalba Python
(versija 3.8.12). Nustatytos fluorescencijos intensyvumo vertés ties 680 nm, 710 nm ir 750 nm
bangos ilgiais, apskai¢iuoti Siuose taskuose registruojamy intensyvumo reikSmiy santykiai:
F680/F710, F680/F750 ir F710/F750. Taskai parinkti atsizvelgus | registruojamus spektrus
(3.1 pav. A) bei analizuota literatiirg. ReikSmés ties 680 nm leidzia spresti apie PSII reakcijas, o

vertés nuo 710 nm apie PSI (Franck ir kt., 2002). Kadangi apdorotuose fluorescencijos spektruose
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stebimi filtravimo algoritmo artefaktai — vertés svyravimai, iSryskéjantys bangos ilgiuose nuo 710 nm
iki 750 nm (3.1 pav. B), pasirinkta naudoti ne antrajame spektro maksimume (ties 739 nm)
registruojama fluorescencijos intensyvumo reikSme, bet pirmiausiai jvertinti visa bangos ilgiy
intervala nuo 710 nm ir 750 nm.

Statistiné analize taip pat atlikta Python programavimo kalba, naudotos statistiniy pakety Scipy
(versija 1.7.3) ir Pingouin (versija 0.5.1) funkcijos. Duomeny pasiskirstymo normalumui tikrinti
taikytas Shapiro-Wilk kriterijus. Atsizvelgus i Sio testo rezultatus, duomeny centrui jvertinti naudotos
mediany vertés, 0 Sklaida nurodyta medianiniu absoliu¢iuoju nuokrypiu nuo medianos (MAD).
Parametry rySys jvertintas Spearman koreliacijos koeficientu, sklaidos skirtumai jvertinti Brown-
Forsythe testu. Skirtumy tarp grupiy jvertinimo metodas priklausé nuo duomeny savybiy ir lyginamy
grupiy skaiciaus. Lyginant lygiai dvi grupes, naudoti Wilcoxon poriniy im¢iy ir Mann-Whitney testai,
0 keliy grupiy palyginimui taikytas Kruskall-Wallis kriterijus. Nepriklausomai nuo taikomo metodo,

rezultatai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai reikSmingumo lygmuo p < 0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Nitellopsis obtusa fluorescencijos spektrai

Siekiant aptikti skirtingo fotosintetinio aktyvumo zonas, fluorescencijos signalai fiksuoti i$ilgai
dumbliy Igsteliy. Registruoti tipiniai chlorofilo emisijos spektrai, kuriems biidingi du maksimumai.
Pagrindinis stebimas ties 680 nm bangos ilgiu, antrasis ties 739 nm (3.1 pav. A). Siuose taskuose
fiksuojamos fluorescencijos intensyvumo vertés isilgai lIgstelés yra kintanc¢ios, o parinkus skirtingo
intensyvumo (1614 s. v., 1219s.v. ir 991s.v.) signalus nustatyti ir spektro formos pokyciai.
Skirtumai iSryskéjo santykiniuose spektruose (3.1 pav. B), didziausio intensyvumo signalo vertes
padalijus i§ kity analizuojamy spektry veréiy. Be to, pateiktuose grafikuose taip pat pastebima, kad
reik§meés registruotos bangos ilgiy intervale nuo 650 nm iki 710 nm pakito santykinai daugiau nei

vertes, fiksuotos nuo 710 nm iki 760 nm.

A B
1.0 /\Zad.=405 nm 1,7
1614 s.v./ 1219 s. v.
< 1614 s. v.
— 1614 s.v./ 991s. v
Ui 1219 s. v. ‘U_) 1,6’
5 0.8 — 091 s. V. é
[ C
§ 8 1,51
0.6 1 >’
>
E 04- 7
— T 1,31
- £
€02 1
6 0.2 o 121
=z
0.0 T T T i T T 1,1 T T T T T T
640 660 680 700 720 740 760 640 660 680 700 720 740 760

Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

3.1 pav. Normuoti Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés fluorescencijos (FL) spektrai (A) ir
nenormuoty signaly santykiniai spektrai (B). Idétiniame grafike pateiktas intervalo nuo 700 nm iki
760 nm vaizdas mazesnéje intensyvumo skal¢je. Legendoje nurodyta pagrindinio maksimumo
(680 nm) intensyvumo verté

3.2 Nitellopsis obtusa fluorescencijos parametry pokyciai isilgai lastelés

Detalesné spektro formos analizé atlikta apskaicCiavus fluorescencijos intensyvumo santykius
ties bangos ilgiais, parinktuose atsizvelgus ] registruoty spektry skirtumus (3.1 pav. B). Pastebéta,
kad intensyvumo vertés ties 680 nm, 710 nm ir 750 nm kinta kartu (3.2 pav.), 0 apskai¢iavus
Spearman koreliacijos koeficientus, nustatytos stiprios (rs > 0,7) ir statistiSkai reik§ming0s ranginés
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koreliacijos (3.1 lentelé). Taciau santykiy reik§miy kitimo kreivése stebimi nukrypimai nuo bendros

tendencijos (3.2 pav.). Rezultatas patvirtina, kad skirtinguose bangos ilgiy intervaluose stebimi

intensyvumo vertés pokyciai yra santykinai skirtingi.
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3.2 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo (int.) vertés ties 680 nm, 710 nm ir 750 nm iSilgai
Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lgstelés ir Siuose taskuose registruoty intensyvumy santykiy
kitimo kreivés. Pateiktos normuotos parametry vertés

Pateiktose parametry kreivése (3.2 pav.) taip pat pastebima, kad F680/F710 ir F680/F750

santykiy reik§miy Kitimas yra panasus, 0 F710/F750 santykio ver¢iy kitimo tendencija issiskiria. Dél

Sios priezasties nuspresta apskaiciuoti visy pasirinkty bangos ilgiy bei santykiy sarySius ir jvertinti,

kurie parametrai suteikia bendros informacijos, t.y. ar jy reikSmiy pokycius lemti gali tie patys

veiksniai.

Nustatyta, kad daugumos analizuojamy parametry rySys yra stiprus ir statistiskai

reikSmingas, issiskiria tik F710/F750 santykio vertés, reikSmingai koreliuojancios tik su vienu is$

parametry, F680/F750 santykiu (3.1 lentelé). Sis rezultatas patvirtina, kad bangos ilgiy intervale nuo

710 nm iki 750 nm registruojamos fluorescencijos intensyvumy reikSmés suteikia skirtinga

informacija nei ties 680 nm fiksuojamos vertés, 0 tolimesniuose (> 700 nm) bangos ilgiuose

registruojamus reiksmiy skirtumus gali lemti papildomi veiksniai.
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3.1 lentelé. Fluorescencijos parametry rySys. Pateikti Spearman ranginés koreliacijos koeficientai rs.
Zalia spalva Zymimas stiprus (s > 0,7), 0 geltona vidutinio stiprumo (rs > 0,4) rySys. Pilka spalva
zymi statistiSkai nereikSmingus rezultatus

Intensyvumas Santykis
680 nm 710 nm 750 nm F680/F710 | F680/F750 | F710/F750

é 680 nm >0,99 0,99 0,84 0,80 0,20
% 710 nm > 0,99 >0,99 0,81 0,77 0,21
E 750 nm 0,99 >0,99 0,80 0,76 0,20
,, | F680/F710 0,84 0,81 0,80 0,92 0,15
Lé‘ F680/F750 0,80 0,77 0,76 0,92 0,49
” F710/F750 0,20 0,21 0,20 0,15 0,49

Kadangi fluorescencijos parametrai ir jy pokyciai jprastai yra siejami su fotosintetiniais
procesais (Baker, 2008), gauti rezultatai leisty manyti, jog Nitellopsis obtusa lastelése stebimos
skirtingo fotosintetinio aktyvumo sritys. Be to, trumpesniy bangos ilgiy intervalas (nuo 650 nm iki
710 nm) siejamas su PSII reakcijy efektyvumu, o bangos ilgiai nuo 710 nm su PSI (Franck ir kt.,
2002). D¢l sios priezasties, registruoti santykinai skirtingi fluorescencijos intensyvumo verciy
poky¢iai leidZia spresti ir apie skirtingus fotosistemy aktyvumo poky¢ius. Taciau emisijos parametrus
panasiai paveikti gali jvairiis fizikiniai ir fiziologiniai veiksniai (Valeur, 2001; Pedros ir kt., 2008),

tod¢l gauti rezultatai neleidZia identifikuoti pokyc¢ius lémusiy priezasciy.
3.3 Nitellopsis obtusa fluorescencijos parametry priklausomybé nuo ap$vietimo salygy

Norint sieti stebimus fluorescencijos poky¢ius su pH juostomis ir fotosintetiniu aktyvumu,
pasirinkta jvertinti emisijos parametry priklausomybe¢ nuo apSvietimo salygy. Tamsoje skirtingo
riugstingumo sri¢iy susiformavimas néra stebimas, o didesnis S$viesos intensyvumas ir ilgesné
apSvietimo trukmé jprastai lemia didesnj juosty skaiciy (Bulychev ir kt., 2003). Taigi, registravus
daznesnius analizuojamy parametry pokycius Sviesa paveiktose lastelése, biity galima teigti, jog
skirtumai fiksuojami iSilgai tarpubamblinés lastelés yra susij¢ su Sviesoje vykstanciais fiziologiniais

procesais.
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3.3.1 Nitellopsis obtusa fluorescencijos parametry laikiniai pokyc¢iai skirtingo apsvietimo sglygomis

Siekiant uztikrinti gaunamy rezultaty patikimumg, pirmiausiai atlikti kontroliniai matavimai
Sviesa/tamsa apS$vietimo rezimu laikytose ir tamsoje adaptuotose lgstelése. Nustatyta, kad
priklausomai nuo apSvietimo sglygy, bandiniuose registruojamy signaly fluorescencijos
intensyvumas yra skirtingas. Neadaptuoty Iasteliy pagrindinio maksimumo (ties 680 nm)
intensyvumo vertés kito intervale nuo 434 s.v. iki 2481 s.v., 0 tamsoje adaptuoty bandiniy nuo
1371 s.v. iki 3772s.v. Sis skirtumas yra statistiskai reikimingas (Mann-Whitney Kriterijus),
pavieniy lasteliy duomenys pateikti 3 priede (4.2 pav.). Nepaisant to, rezultatai taip pat leido jvertinti,
Jog nepriklausomai nuo ap§vietimo salygy, maksimalios fluorescencijos intensyvumo vertés laikiniai
pokyciai (1 val.) néra reikSmingi. Nustatytos stiprios (rs > 0,70) ranginés koreliacijos tarp kartotiniy

matavimy. Statistiniy parametry vertés pateiktos sklaidos diagramose (3.3 pav.).
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3.3 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo (680 nm) laikiné kontrolé, skirtingo ap$vietimo
saglygomis. Santrumpos: s — Spearman koreliacijos koeficientas, p — reik§mingumo lygmuo, k —
lasteliy skaicius, n - registruoty spektry skaicius

Panasus rezultatas gautas ir analizuojant F680/F750 santykio laikinius (1 val.) poky¢ius,
registruojamos parametro reikSmes priklausé nuo apsSvietimo salygy. Neadaptuotose lgstelése vertes
fiksuotos intervale nuo 11,47 iki 13,31, o tamsiné bandiniy adaptacija 1émé statistiSskai reikSmingg
(Mann-Whitney kriterijus) veréiy padidéjima. Siose lastelése parametro reik§meés registruotos
intervale nuo 12,20 iki 13,83. Pavieniy Igsteliy duomenys pateikti 3 priede (4.3 pav.). Nepaisant
nustatyty skirtumy, sgrySis tarp kartotiniy matavimo isliko stiprus (rs > 0,70) ir nepriklausé nuo
apSvietimo sglygy. Visgi, nustatytos ranginés koreliacijos koeficienty vertés (3.4 pav.) yra mazesnés
nei apskaiciuotos analizuojant maksimalios fluorescencijos intensyvumo reik§més (ties 680 nm)

laikinius poky¢ius.
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3.4 pav. F680/F750 santykio laikiné kontrol¢, skirtingo apsSvietimo sglygomis. Santrumpos
paaiskintos 3.3 pav.

Apibendrinant rezultatus, gautus atlikus kartotinius fluorescencijos signaly matavimus,
zadinant tas pacias lastelés sritis, galima teigti, jog valandos trukmés registravimo metu néra stebimi
reik§mingi fluorescencijos intensyvumo ir F680/F750 santykio laikiniai poky¢iai iSilgai 1gstelés. Taip
pat, apskaiciuoty ranginés koreliacijos koeficienty vertés leidzia spresti apie skirtingg analizuojamy
parametry jautruma. Fluorescencijos intensyvumas ties 680 nm po 1 val. koreliavo stipriau nei
F680/F750 santykis, nepriklausomai nuo ap$vietimo salygu, todél yra maziau jautrus. Sj rezultata
paaiskinti galéty tyrimo metodika, kadangi signalai registruojami bandinj izoliavus nuo paSalinés
Sviesos. Taigi yra sutrikdomi nuo apSvietimo priklausomi fiziologiniai procesai, pavyzdziui, pH
juosty susiformavimas, lemiantis fluorescencijos parametry pokycius (Bulychev ir kt., 2001a;
Krupenina ir kt., 2008). Be to, registruojamus ver¢iy skirtumus paaiskinti galéty ir nefiziologiniai
veiksniai. Dumbliy lgstelés néra visiskai tiesios, todél atstumas nuo Sviesolaidzio antgalio iki
bandinio gali Kisti (<5 mm), o lastelés storis taip pat néra pastovus. Kadangi emisijos signalas yra
priklausomas nuo $iy parametry (Valeur, 2001), bandiniui tolstant nuo $viesos $altinio stebimi ir
fluorescencijos intensyvumo pokyciai. Registruojama verté gali pakisti >100S.v., todél
apskaiciuojamos didesnés emisijos parametry koreliacijos koeficienty reikSmés. Taigi, prieSingai nei
F680/F750 santykis, fluorescencijos intensyvumo verté yra jautresné nefiziologiniy veiksniy jtakai.

Atlikti matavimai taip pat leido nustatyti, kad skirtingos apsSvietimo salygos lemia reikSmingus
fluorescencijos parametry: intensyvumo ir F680/F750 santykio, ver&iy poky¢ius. Sis skirtumas yra
susijes su fotosintetiniais procesais. Po tamsinés adaptacijos visi fotosistemy reakcijos centrai yra
atviri, todél zadinimas lemia greita prisotinimg ir registruojamos maksimalios fluorescencijos
intensyvumo vertés. Neadaptuotose lastelése fotosintetiniai procesai prie§ eksperimentus nebuvo
sutrike, todél dalis reakcijos centry yra uzdari dar prie$ Zadinimg ir registruojamos intensyvumo
reikSmés néra maksimalios (Baker, 2008).
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3.3.2 Nitellopsis obtusa fluorescencijos parametry priklausomybé nuo $vitinimo trukmés

Isitikinus, kad analizuojami parametrai matavimo metu reikSmingai nekinta, jvertintas
skirtingos trukmés Svitinimo poveikis dumbliy fluorescencijai. Pirmiausiai analizuoti poriniy im¢iy
eksperimenty rezultatai, siekiant nustatyti, ar paveikus tamsoje adaptuotas lgsteles balta $viesa,
registruojami reik§mingi analizuojamy parametry skirtumai. Pastebéta, kad apSviestose lastelése
fiksuojamos mazesnés fluorescencijos intensyvumo ties 680 nm vertés, nei tamsoje adaptuotuose
tarpubambliuose (3.5 pav. ir 3.6 pav.). Sis pokytis priklausé¢ nuo $vitinimo trukmés. Prie§ 15 min.
poveikj, intensyvumo vertés kito nuo 1058 s. v. iki 3346 s. v., 0 po apsvietimo registruotos intervale
nuo 281 s. v. iki 896 s. v. Svitinant Iasteles 30 min., registruoti didesni skirtumai. Prie3 § poveikj
intensyvumas kito nuo 1380s.v. iki 3704s.v., o po S§vitinimo nuo 139s.v. iki 410s.v.
Nepriklausomai nuo $vitinimo trukmés, nustatyti skirtumai buvo statistiskai reikSmingi (Wilcoxon

poriniy im¢iy testas).
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3.5 pav. I8ilgai Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés registruoty fluorescencijos (FL)
intensyvumo verciy (ties 680 nm) poky¢iai po 15 min. Svitinimo balta Sviesa. Intensyvumo
reik§més pries ir po Svitinimo atvaizduotos skirtingose skalése
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3.6 pav. Isilgai Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés registruoty fluorescencijos (FL)
intensyvumo verciy (ties 680 nm) pokyc¢iai po 30 min. Svitinimo balta Sviesa. Intensyvumo
reik§més pries ir po Svitinimo atvaizduotos skirtingose skalése
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Pateiktuose grafikuose (3.5pav. ir 3.6 pav.) taip pat pastebima, jog fluorescencijos
intensyvumo pagrindiniame maksimume (ties 680 nm) vertés kitimas iSilgai Igstelés iSlieka panaSus.
Ivertinus §io parametro reikSmiy prie§ ir po Svitinimo rySj, nustatytos statistiSkai reikSmingos
ranginés koreliacijos (3.7 pav.), pavieniy lasteliy duomenys pateikti 4 priede (4.4 pav.). Toks
rezultatas leidzia teigti, kad pagrindinis veiksnys, lemiantis fluorescencijos intensyvumo vertés
kitimg iSilgai tarpubamblinés lastelés néra Sviesos sukelti procesai. Taciau didesnés Spearman
koreliacijos koeficiento vertés apskaiciuotos lasteles apSvietus trumpiau, todél nors apsSvietimas ir
néra pagrindinis pokycius lemiantis veiksnys, jis prisideda prie fluorescencijos intensyvumo vertés

kitimo.
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3.7 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo ties 680 nm veréiy pries ir po $vitinimo rysys.
Santrumpos: rs — Spearman koreliacijos koeficientas, p — reik§mingumo lygmuo, k — lasteliy
skai€ius, n - registruoty spektry skaicius

Panasus rezultatas gautas jvertinus F680/F750 santykio poky¢ius. Svitinimas lémé parametro
reik§miy sumazéjimg, o skirtumai priklausé nuo poveikio trukmés (3.8 pav. ir 3.9 pav.). Pries
paveikiant lgsteles 15 min. trukmés S$vitinimu, registruotos F680/F750 santykio reik§més Kito
intervale nuo 11,82 iki 14,05, o po ap$vietimo nuo 9,04 iki 11,28. llgesnés trukmés (30 min.) poveikis
1émé didesnius verc¢iy skirtumus. Prie$ §j $vitinimg santykio vertés registruotos intervale nuo 12,49
iki 13,52, o po poveikio nuo 7,40 iki 10,16. Nepriklausomai nuo $vitinimo trukmés, nustatyti
skirtumai buvo statistiskai reikSmingi (Wilcoxon poriniy im¢iy testas). Taigi nuo apsvietimo trukmés
priklauso ne tik maksimali fluorescencijos intensyvumo verté (ties 680 nm), bet ir F680/F750

santykio reikSmes.
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3.8 pav. Isilgai Nitellopsis obtusa tarpubamblinés Igstelés registruoty F680/F750 santykio veréiy
poky¢iai po 15 min. Svitinimo balta Sviesa. Santykio reikSmes pries ir po Svitinimo atvaizduotos
skirtingose skalése
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3.9 pav. Isilgai Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lastelés registruoty F680/F750 santykio verciy
poky¢iai po 30 min. Svitinimo balta Sviesa. Santykio reikSmés pries ir po Svitinimo atvaizduotos
skirtingose skalése

Taip pat jvertinta ir F680/F750 santykio reikSmiy svyravimo iSilgai tarpubamblinés Igstelés
tendencijos poky¢iai po Svitinimo. Tai atlikta siekiant susieti §io parametro skirtumus su nuo §viesos
priklausomais fiziologiniais procesais. Nustatyta, kad ilgesné $vitinimo trukmé reikSmingai pakeite
parametro svyravimo tendencija. Ivertinus pradiniy ir po Svitinimo registruoty verciy sarysj,
statistiskai reik§minga koreliacija nustatyta po 15 min. poveikio, 0 po 30 min. ap$vietimo reik§mingas
rySys nebuvo nustatytas (3.10 pav.). Pavieniy lasteliy duomenys pateikti 4 priede (4.5 pav.). Sis
rezultatas nebuvo stebimas analizuojant fluorescencijos intensyvumo vertés pokycius, todél leisty
patvirtinti 3.3.1 skyrelyje pateikta teiginj, kad F680/F750 santykis yra jautresnis fiziologiniy procesy

jitakai nei fluorescencijos intensyvumo verté pagrindiniame maksimume (680 nm).
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3.10 pav. F680/F750 santykio verciy pries ir po Svitinimo rySys. Santrumpos paaiskintos 3.7 pav.

Patvirtinus, kad F680/F750 santykio verté¢ yra tinkamesné fiziologiniy procesy jtakos
jvertinimui, o $io parametro skirtumai pries ir po §vitinimo yra reikSmingi, nuspresta atlikti iSsamesne
statisting analize. Pasirinkta nustatyti sklaidos poky¢ius, kadangi $io parametro jvertinimas leisty
spresti, ar §viesos poveikis lemia didesnius vertés svyravimus isilgai lastelés. Atlikus Brown-Forsythe
testa, statistiskai reikSmingi skirtumai po $vitinimo nustatyti tik po 30 min. poveikio, o Sis skirtumas
stebimas ir pateiktuose verciy skirstiniuose (3.11 pav.). Registruojamy reiksmiy sklaida pakito nuo
0,15 iki 0,28 (pateiktos MAD reik§més). Rezultatas parodo, jog ilgesné apSvietimo trukmé lémé
platesnj po poveikio registruojamy F680/F750 santykio ver¢iy intervalg, 0 nustatyti skirtumai taip pat
leidzia spresti, kad po 30 min. poveikio S$viesa tarpubamblinése lastelése stebimos labiau

atsiskiriancios skirtingo fotosintetinio aktyvumo zonos.
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3.11 pav. Tamsoje adaptuoty Nitellopsis obtusa Igsteliy F680/F750 santykio verciy pokyc¢iai po
15 min. (A) ir 30 min. (B) $vitinimo. Pateikti normuoti skirstiniai, plotas po kreivémis lygus
vienetui. Santrumpos paaiskintos 3.7 pav.
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Be to, F680/F750 santykio reik§miy skirstiniuose (3.11 pav.) taip pat stebimi ir skirtingi verciy
kitimo intervalai tarp vienodomis apSvietimo salygomis laikyty bandiniy. Palyginus tamsoje
adaptuoty lasteliy reikSmiy pasiskirstyma, matoma, kad vienoje i§ grupiy (3.11 pav. A) registruoty
parametro ver¢iy intervalas yra platesnis nei kitos bandiniy grupés (3.11 pav. B). Toks rezultatas
leisty manyti, kad F680/F750 santykio reikSmé priklauso ne tik nuo Sviesos salygoty fiziologiniy
procesy, taciau gali biiti nulemta ir pavieniy lgsteliy savybiy.

Kadangi F680/F750 santykio vertés leidzia spresti apie spektro formos pokycius, nustacius
statistiSkai reikSmingus parametro skirtumus, palyginti santykiniai fluorescencijos intensyvumo
pokyciai visame signalo bangos ilgiy intervale. Nustatyta, kad registruojamy spektry forma yra
priklausoma nuo ap$vietimo salyguy (3.12 pav. A). Sie skirtumai isry§kéjo suvidurkinus vienos
lastelés fluorescencijos spektrus ir intensyvumo vertes registruotas pries poveikj padalijus 18 reikSmiy
registruoty po Svitinimo (3.12 pav. B). Pastebima, kad fluorescencijos intensyvumai registruoti
bangos ilgiy intervale nuo 650 nm iki 710 nm pakito santykinai daugiau nei vertés, fiksuotos nuo
710 nm iki 760 nm. Kadangi pagrindinis chlorofilo fluorescencijos spektro maksimumas siejamas su
PSII, o antrasis su PSI aktyvumu (Franck ir kt., 2002), rezultatas leidzia teigti, kad $vitinimas labiau

paveikia PSII reakcijy efektyvuma.
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3.12 pav. Normuoti vidurkiniai Nitellopsis obtusa fluorescencijos (FL) spektrai skirtingo
apSvietimo sglygomis (A), jdétiniame grafike pateiktas intervalo nuo 700 nm iki 760 nm vaizdas
mazesnéje intensyvumo skaléje. (B) Nenormuoty signaly pries ir po $vitinimo vidutiniai santykiniai
skirtumai. Nuspalvintas plotas aplink kreives vaizduoja standartinj nuokrypj, n — suvidurkinty
spektry, registruoty vienoje lasteléje, skaicius

Nustacius F680/F750 santykio priklausomybe nuo Svitinimo trukmés, nuspresta po poveikio

registruotus spektrus palyginti su signalais, fiksuotais neSvitintuose bandiniuose. [vertinta, kad tiek
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kontroliuojamomis S$viesa/tamsa apsvietimo sglygomis laikomuose, tiek tamsoje adaptuotuose
bandiniuose registruojamos didesnés parametro vertés (3.13 pav.). Neadaptavus Iasteliy
apskaiciuotos F680/F750 santykio reiksmés nuo 11,47 iki 13,31, o po tamsinés adaptacijos nustatytos
didziausios parametro vertés nuo 11,82 iki 14,05. Atlikus statisting rezultaty analiz¢ (Kruskall-Wallis
testas), patvirtinta, kad stebimi F680/F750 santykio reikSmiy skirtumai yra reikSmingi tarp visy
bandiniy grupiy. Taciau kitoks rezultatas nustatytas jvertinus sklaidos poky¢ius (Brown-Forsythe
testas). Siuo atveju reik§mingi skirtumai nustatyti tik tarp 30 min. $vitinty dumbliy lasteliy ir
nesvitinty bandiniy. Taigi, jei sklaidos parametras siejamas su labiau atsiskirian¢iomis skirtingo
fotosintetinio aktyvumo sritimis, jy susiformavimui bitina ilgesné nei 15 min. $vitinimo trukmé, Kkai

naudojamo $viesos $altinio PPFD verté siekia 829 pmol m? s,
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3.13 pav. Normuoti F680/F750 santykio skirstiniai skirtingo aps$vietimo salygomis. Santrumpos
paaiskintos 3.7 pav.

Kadangi skirtingo apSvietimo sglygomis registruojami signalai pasizymi ir skirtingomis
fluorescencijos intensyvumo vertémis, jvertintas F680/F750 santykio ir pagrindiniame spektro
maksimume (680 nm) fiksuoto intensyvumo rySys. Nustatyta, kad registruojant didesnes
fluorescencijos intensyvumo reikSmes, apskaic¢iuojamos ir didesnés F680/F750 vertés, sarysis yra
statistiSkai reikSmingas (3.14 pav.). Taciau stebima priklausomybé¢ néra tiesiné, todél norint geriau
jvertinti parametry sarysj atlikta aproksimacija eksponentine funkcija, kuri taip pat pateikta 3.14 pav.
Be to, apskaiciuota determinacijos koeficiento verté patvirtina, kad sudarytas modelis yra tinkamas
prognozuoti apsSvietimo nulemtus pokycius. Taigi nukrypimai nuo nustatytos tendencijos leisty
spresti apie kity veiksniy poveik] dumbliy lgsteliy fluorescencijos parametrams bei fotosintetiniams
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procesams. Tai patvirtinta atlikus preliminarius eksperimentus, fluorescencijos spektrus registruojant
tarpubamblius patalpinus skirtingo ragstingumo APW tirpaluose. Nustatyta, kad F680/F750 vertés
fiksuotos rugstingje (pH 4) terpéje néra budingos tokio paties intensyvumo signaly reikSméms, kai

fluorescencija registruojama nebuferiniame tirpale (5 priedas, 4.6 pav.).
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3.14 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo vertés ties 680 nm ir F680/F750 santykio sarysis.
Reiksmés aproksimuotos eksponentine funkcija. Santrumpos: R? — determinacijos koeficientas, rs —
Spearman koreliacijos koeficientas, p — reik§mingumo lygmuo

Apibendrinant skirtingo apS$vietimo salygomis registruoty Nitellopsis obtusa lasteliy
fluorescencijos spektry analizés rezultatus, galima teigti, jog skirtingos ap$vietimo salygos lemia
reikSmingus fluorescencijos parametry poky¢ius, leidziancius spresti apie fotosintetinio aktyvumo
skirtumus (Baker, 2008). Lyginant dviejy skirtingy apSvietimo trukmiy poveikj analizuojamiems
parametrams nustatyta, kad ilgesné apSvietimo trukmé (30 min.) 1émé didesnj fluorescencijos
parametry veréiy sumazéjima ir reikimingus F680/F750 santykio sklaidos poky¢ius. Sis rezultatas
leidzia spresti apie didesnius skirtumus iSilgai lastelés, taciau rezultaty interpretacija yra sudétinga.
Dauguma publikuoty Characeae seimos dumbliy fotosintetinio aktyvumo tyrimy atlikti PAM
metodika, 0 skirtingos fotosistemos néra iSskiriamos. Nepaisant to, (Bulychev ir kt., 2001b)
eksperimente, naudojant mazesnio intensyvumo $viesos Saltinj, pH juostos buvo atkurtos po 20 min.

trukmés apsSvietimo. Toks rezultatas leisty spresti, kad Siame darbe naudotas 30 min. Svitinimas taip
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pat turéty biiti pakankamas skirtingo fotosintetinio aktyvumo sritims atkurti. Ta¢iau fluorescencijos
parametry pokyciai registruoti ir tamsoje adaptuotose lgstelése, nors pH juosty reiskinys tokiomis
salygomis néra stebimas (Lucas ir Smith, 1973). Dodonova ir Bulychev (2011) eksperimente
nustatyta, kad net ir mazo intensyvumo (190 umol m2s?) lokalus $vitinimas gali lemti $arminiy
juosty susiformavima, zonose nuo zadinamos srities nutolusiose maziau nei 2 mm, o susiformavimas
trunka iki 4 min. Taciau publikuotuose moksliniuose tyrimuose Sie eksperimentai néra atlikti su
tamsoje adaptuotomis lastelémis, todél sunku spresti, ar Siame darbe zadinimui naudota $viesa galéjo
lemti Sarminiy sri¢iy susiformavimg 1 val. trukmés matavimy metu. Taip pat svarbu pastebéti, kad
dauguma publikuoty eksperimenty atlikti su Chara corallina Igstelémis, todél galimi ir skirtumai tarp
rasiy. Visgi, Bulychev ir kt. (2021) eksperimente, fluorescencijos signalus registruojant Chara
australis ir Nitellopsis obtusa Igstelése, reikSmingi rasiy skirtumai nebuvo nustatyti. Taigi norint sieti
registruojamus fluorescencijos parametry pokycius su pH juostomis, detalesné analizé yra biitina,
eksperimenty rezultatai neleidzia identifikuoti procesy, lémusiy stebimus pokycius. Nepaisant to,
pasirinktas neinvazinis tyrimo metodas yra pakankamai jautrus Siems skirtumams detektuoti.
Analizuojant $vitinimo eksperimenty duomenis taip pat buvo pastebétas ir skirtingas
fotosistemy atsakas. Nepriklausomai nuo Svitinimo trukmés, apie PSII efektyvumg spresti
leidZianciuose bangos ilgiuose registruoti santykinai didesni fluorescencijos intensyvumo pokyciai.
Publikuotuose moksliniuose Characeae dumbliy tyrimuose fotosistemos atskiriamos néra, o

pateikiamos fluorescencijos parametry vertés jprastai siejamos tik su PSII reakcijomis.
3.4 Nitellopsis obtusa fluorescencijos parametry priklausomybé nuo lasteliy laikymo salygy

Fluorescencijos parametrus panasiai paveikti gali skirtingi veiksniai (Pedros ir kt., 2008), todél
norint sieti stebimus pokycius su konkrec€iais fiziologiniais procesais, svarbu atsizvelgti | skirtingy
veiksniy jtaka registruojamiems signalams. Sioje eksperimenty serijoje nuspresta nustatyti parametry
priklausomybe nuo bandinio paruoSimo metodikos. Atsizvelgus | ankstesniuose skyreliuose pateiktus
rezultatus, pirmiausia analizuotos ne fluorescencijos intensyvumo vertes, o F680/F750 santykio
skirtumai. Nustatyta, kad Sis parametras yra priklausomas nuo bandinio paruosimo metodikos.
Eksperimentuose atskirtos dumbliy lgstelés kontroliniame APW tirpale jprastai laikomos nakt; iki
tyrimo, pastovaus apsvietimo (9,5 + 0,19 umol m2 s1) salygomis, o fiksuojamos parametro vertés
kinta nuo 11,47 iki 13,31. Taciau pakeitus $ig trukme ir signalus registruojant Iastelése, papildomai
kontroliniame tirpale laikytose 8 d., nekontroliuojamomis apsvietimo salygomis, nustatomos

didesnés parametro reikSmés, nuo 12,32 iki 15,14 (13.15 pav.).
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3.15 pav. Normuoti F680/F750 santykio verciy skirstiniai, naudojant skirtingg bandinio paruo§imo
metodika. Legendoje nurodyta laikymo kontroliniame APW tirpale trukme, pateikti skirtingy
lasteliy duomenys, t. y. matavimai néra poriniai. Santrumpos: k — lasteliy skaicius, n — registruoty
spektry skaicius.

Nepaisant verciy skirtumo, tiek fluorescencijos intensyvumo, tiek F680/F750 santykio reikSmiy
kitimas iSilgai tarpubamblinés lastelés yra islikes (13.16 pav.). Sis rezultatas leisty teigti, kad ilgesné
bandinio laikymo kontroliniame tirpale trukmé paveikia fotosintetiniy procesy efektyvuma, taciau
veiksniai, lemiantys fluorescencijos parametro verciy svyravimus, yra iSlikg. Pateiktame grafike
(13.16 pav.) taip pat galima pastebéti, kad registruotos fluorescencijos intensyvumo vertés,
ankstesniuose eksperimentuose stebétos bandinius adaptavus tamsoje. Tai leisty manyti, kad
skirtumus lemti galéjo ir apSvietimo sglygos, kadangi tiriant parametry priklausomybe nuo bandinio
paruosimo metodikos, jos nebuvo kontroliuojamos. Taciau fiksuotos intensyvumo vertés buvo
skirtingos tarp lasteliy ir kito nuo 671 s. v. iki 3892 s. v., o dalis apskaiciuoty F680/F750 santykio
reik§miy nebuvo biidingos nei vienai i$ skirtingo aps$vietimo saglygomis laikyty bandiniy grupiy. Toks

rezultatas leisty spresti apie skirtingy veiksniy poveikij registruotiems signalams.
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3.16 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo vertés ties 680 nm (A) ir F680/F750 santykio (B)
kitimas i8ilgai Nitellopsis obtusa tarpubamblinés lgstelés po 8 d. kontroliniame APW tirpale.
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Palyginus poky¢ius, stebimus keiciant bandinio laikymo kontroliniame tirpale trukme, ir
skirtumus registruotus lasteles paveikus balta Sviesa, pastebima, kad Sie veiksniai turi prieSinga
poveiki dumbliy fluorescencijai. Po Svitinimo registruotos mazesnés F680/F750 santykio vertés, o
ilgesné lasteliy laikymo kontroliniame tirpale trukme lémé didesnes reikSmes. Taciau nepriklausomai
nuo poveikio, fluorescencijos intensyvumo ir F680/F750 santykio verCiy svyravimas iSilgai Igstelés
buvo islikes. Be to, svarbu pastebéti, kad po 30 min. poveikio Sviesa nustatyti ir reikSmingi sklaidos
skirtumai, todél registruotos mazesnés fluorescencijos parametry vertés leisty teigti, kad pokyciai
iSilgai lastelés taip pat yra priklausomi nuo ap$vietimo salygy ir gali biiti siejami su fotosintetiniu
aktyvumu. Nustatant analizuojamy parametry priklausomyb¢ nuo laikymo kontroliniame tirpale
trukmés, Kkartotiniai eksperimentai nebuvo atlickami, taciau jvertinus sklaidos skirtumus
(Brown-Forsythe testas) tarp nepriklausomy matavimy, taip pat nustatytas statistiskai reik§mingas
rezultatas, sklaida buvo didesné. Toks rezultatas leisty manyti, kad Igsteliy laikymo kontroliniame
tirpale trukmé taip pat lemia didesnius ver¢iy pokycius iSilgai lastelés, taciau tam patvirtinti reikty
atlikti kartotinius matavimus. Taigi fluorescencijos parametry priklausomybés nuo lasteliy laikymo
salygy jvertinimas patvirtina, jog pasirinkti parametrai yra tinkami dumbliy fiziologinés biuklés
jvertinimui, o kontroliuojamy salygy pries eksperimentus palaikymas yra bitinas, norint uztikrinti

gaunamy rezultaty patikimuma.
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ISVADOS

Nitellopsis obtusa tarpubambliniy Iasteliy autofluorescencijos parametrai — intensyvumas ir
spektro forma, iSilgai lgstelés yra kintantys ir leidzia jvertinti skirtingo fotosintetinio

aktyvumo sritis;

Nitellopsis obtusa tarpubambliniy lgsteliy F680/F750 santykis yra tinkamesnis fotosintetinio

aktyvumo skirtumams aptikti nei absoliuti fluorescencijos intensyvumo verte;

StatistiSkai reikSmingas Nitellopsis obtusa tarpubambliniy lasteliy autofluorescencijos
parametry — intensyvumo ir F680/F750 santykio, verciy sumazéjimas po Svitinimo indikuoja

fotosintetiniy procesy poky¢ius;

Nitellopsis obtusa tarpubambliniy Igsteliy autofluorescencijos parametrai — intensyvumas ir
F680/F750 santykis, yra paveikiami Igsteliy laikymo salygy.
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SANTRAUKA

Fotosintezés metu, dalis Siam procesui biitinos energijos iS§sklaidoma fluorescencijos budu. D¢l
Sios priezasties fluorescencijos spketroskopija yra placiai taikoma fotosintetiniy procesy tyrimuose.
Menturdumbliai — unikali modeliné sistema, pastovaus ap$vietimo sglygomis isilgai $iy dumbliy
lasteliy stebimos skirtingo ragstingumo zonos, o Sio reiskinio svarba fotosintetiniams procesams dar
néra suprasta.

Sio darbo tikslas — pritaikyti fluorescencijos spektroskopija, jvertinant Nitellopsis obtusa
fotosintetinj aktyvumg. Kombinuojant optine Sviesolaiding bei bandinio padétj kontroliuoti
leidzian¢ig sistemas, dumbliy tarpubambliai zadinti 405 nm Sviesa, 0 fluorescencijos signalai
registruoti 1 mm intervalais. Matavimai atlikti Iastelése, pries eksperimentus laikomose skirtingo
apSvietimo salygomis bei paruostose skirtinga metodika.

Rezultatai atskleidé, kad registruojamy fluorescencijos spektry intensyvumas ir forma kinta
iSilgai Igstelés ir leidzia spresti apie skirtingo fotosintetinio aktyvumo sritis. Taip pat nustatyta, kad
F680/F750 santykis yra tinkamesnis spresti apie fiziologinius pokyc¢ius dumbliy lgstelése nei
maksimali fluorescencijos intensyvumo verté, kadangi parametras yra maziau jautrus nefiziologiniy
veiksniy jtakai. Be to, po 15 min. ir 30 min. $vitinimo balta Sviesa, registruotas reikSmingas Siy
parametry reikSmiy sumazéjimas, indikuojantis fotosintetiniy procesy pokycius. ReikSmingi
fluorescencijos parametry skirtumai taip pat nustatyti ir lgsteles iki eksperimento laikant skirtingomis
salygomis. Sis rezultatas parodo, kad emisijos parametrai yra paveikiami jvairiy aplinkos veiksniy.

Taigi pasirinktas optinis, neinvazinis metodas yra pakankamai jautrus detektuoti fotosintetinio
aktyvumo poky¢ius, taciau atlikty eksperimenty rezultatai kol kas dar negali identifikuoti veiksniy,
lemiancius $iuos skirtumus. Nepaisant to, eksperimenty rezultatai gali bati pritaikomi tolimesniuose

menturdumbliy fotosintetinio aktyvumo tyrimuose.
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SUMMARY

Fluorescence spectroscopy is widely used to investigate photosynthetic performance, as part of
the energy needed for photosynthesis can be emitted instead of being used in photochemical reactions.
Characean algae represent a unique model to study photosynthetic activity. Under constant
illumination characean internodes produce alternating pH bands along their surface whose
relationship with photosynthesis still needs to be investigated.

The aim of this study was to apply fluorescence spectroscopy to investigate changes of
photosynthetic activity in Nitellopsis obtusa. A controlled stepper motor paired with an optical fibre
system enabled registration of fluorescence signals along algae cells in 1 mm intervals while exciting
the cell with 405 nm light. Signals were registered in cells kept under different lighting and storage
conditions before the experiments.

Results showed that intensity and spectral shape of registered fluorescence spectra vary along
the cell and indicate zones of different photosynthetic activity. It was also concluded that the
F680/F750 ratio is a more suitable parameter to draw conclusions about physiological changes in
algae cells than the peak fluorescence intensity value as it is less affected by non-physiological factors.
Moreover, 15 min. and 30 min. illumination of algae cells resulted in lower maximum fluorescence
intensity and F680/F750 ratio values indicating changes of photosynthetic performance. Different
sample preparation technique also resulted in statistically significant changes of fluorescence
parameters showing that emission parameters are sensitive to various environmental factors.

Hence, the sensitivity of the chosen optical non-invasive method is sufficient to detect
physiological patterns. However, results of performed experiments are unable to identify the cause of
these changes yet. The obtained knowledge can be applied in further studies of Characeaen algae

photosynthetic performance.
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PRIEDAI

1 priedas. Zingsninio variklio valdymo sistemos elektriné schema
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4.1 pav. Zingsninio variklio valdymo sistemos elektriné schema. M — Zingsninis variklis, ploksté
kairéje — variklio valdiklis, jungiklis kairéje jjungia sistema. Ploksté desinéje — Arduino Uno R3

mikrokontroleris, jungiklis centre kei¢ia variklio sukimosi kryptj, o mygtukai centre paslenka
bandinj 1 mm ir 1 cm. Sistema sukonstruota konsultuojantis su darbo vadovu
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2 priedas. Zingsninio variklio valdymo sistemos programinis kodas

// Defines pins numbers
const int stepPin = 3;
const int dirPin = 2;

const int blackButtonPin =
const int redButtonPin = §;
const int switchPin = 4;
#define stepsPerRevolution 200

7;

// Variables for the status of pushbutton or switch
int blackButtonState = 0;

int redButtonState = 0;

int switchState = 0;

void setup () {
// Sets the two pins as Outputs, buttons and switch as Inputs
pinMode (stepPin, OUTPUT) ;
pinMode (dirPin, OUTPUT) ;
pinMode (blackButtonPin, INPUT) ;
pinMode (redButtonPin, INPUT) ;
pinMode (switchPin, INPUT) ;
}

void loop () {
// Read the state of the switch and pushbutton values
blackButtonState = digitalRead(blackButtonPin);
redButtonState = digitalRead(redButtonPin);
switchState = digitalRead(switchPin);

// If switch is on & black button is pressed - go 1 cm forward each push
if (switchState == HIGH && blackButtonState == HIGH) {
digitalWrite (dirPin, HIGH) ;
// 200 steps:
for(int x = 0; x < 1 * stepsPerRevolution; x++) {
// These four lines result in 1 step:
digitalWrite (stepPin, HIGH) ;
delayMicroseconds (2000) ;
digitalWrite (stepPin, LOW) ;
delayMicroseconds (2000) ;
}
}

// If switch is on & red button is pressed - go 1 mm forward each push
if (switchState == HIGH && redButtonState == HIGH) {
digitalWrite (dirPin, HIGH) ;
// 200 steps:
for(int x = 0; x < 0.1 * stepsPerRevolution; x++) {
// These four lines result in 1 step:
digitalWrite (stepPin, HIGH) ;
delayMicroseconds (2000) ;
digitalWrite (stepPin, LOW) ;
delayMicroseconds (2000) ;
}
}
// If switch is off & black button is pressed - go 1 cm backwards each push
if (switchState == LOW && blackButtonState == HIGH) {
digitalWrite (dirPin, LOW) ;
// 200 steps:



for(int x = 0; x < 1 * stepsPerRevolution; x++) {
// These four lines result in 1 step:
digitalWrite (stepPin, HIGH);
delayMicroseconds (2000) ;
digitalWrite (stepPin, LOW) ;
delayMicroseconds (2000) ;
}

}
// If switch is off & red button is pressed - go 1 mm backwards each push

1if (switchState == LOW && redButtonState == HIGH) {
digitalWrite (dirPin, LOW) ;
// 200 steps:
for(int x = 0; x < 0.1 * stepsPerRevolution; x++) {
// These four lines result in 1 step:
digitalWrite (stepPin, HIGH);
delayMicroseconds (2000) ;
digitalWrite (stepPin, LOW) ;
delayMicroseconds (2000) ;
}

}
// Delay, release button to stop

delay (1000) ;



3 priedas. Pavieniy lgsteliy fluorescencijos parametry laikinés kontrolés

Neadaptuotos Igstelés (k=5, n=219) Tamsoje adaptuotos lastelés (k = 6, n = 227)
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4.2 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo (680 nm) laikiné kontrolé¢, skirtingo ap$vietimo
salygomis. Skirtingomis spalvomis Zymimi skirtingy lasteliy duomenys. Santrumpos: k —
lasteliy skaicius, n — registruoty spektry skaicius
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4.3 pav. F680/F750 santykio laikiné kontrolé, skirtingo ap$vietimo salygomis. Skirtingomis
spalvomis zymimi skirtingy lgsteliy duomenys. Santrumpos paaiskintos 4.2 pav.
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4 priedas. Pavieniy lasteliy fluorescencijos parametrai pries ir po $vitinimo

_ 15 min. Svitinimas (k=5, n=178) _ 30 min. svitinimas (k=5, n=193)
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4.4 pav. Fluorescencijos (FL) intensyvumo ties 680 nm vertés pries ir po §vitinimo.
Skirtingomis spalvomis Zymimi skirtingy lasteliy duomenys. Santrumpos: k — lasteliy skaicius, n —
registruoty spektry skaicius

15 min. Svitinimas (k=5, n=178) 30 min. svitinimas (k=5, n=193)
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4.5 pav. F680/F750 santykio vertés pries ir po Svitinimo. Skirtingomis spalvomis Zymimi skirtingy
lasteliy duomenys. Santrumpos paaiskintos 4.4 pav.
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5 priedas. Preliminarus Nitellopsis obtusa tarpubambliy fluorescencijos parametry

jvertinimas rugsStiniame pH
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4.6 pav. F680/F750 santykio priklausomybé nuo fluorescencijos (FL) intensyvumo (ties 680 nm),

skirtingo pH terpése. Legendoje nurodyta APW tirpalo pH verté, nepateikta reik§mé zymi

nebufering sistemg (pH apie 7,2). Santrumpos: k — Iasteliy skaiéius, n — registruoty spektry skaicius
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