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Liihikokkuvote

Miksotroofse dinoflagellaadi Heterocapsa triquetra kasvudiinaamika ja toitainete omastamine

Ladnemeres on sageli registreeritud fiitoplanktoni klorofiill a pinna-aluseid maksimume.
Uheks pinnaaluseid biomassi maksimume moodustavaks liigiks Soome lahes on vertikaalse
migreerumisvoimega potentsiaalselt miksotroofne dinoflagellaat Heterocapsa triquetra. Katse
eesmark oli uurida H. triquetra kasvudiinaamikat ja fotosiinteesivdimekust erinevates
toitainete tingimustes. Testiti hiipoteesi, et veesambas vertikaalselt migreeruv H. triquetra
omastab mere siigavamates kihtides nutrikliini peal anorgaanilisi toitaineid ja seejérel rdndab
tagasi ilemisse toitainetevaesesse valgustatud veekihti, et rakusiseste toitainete varudele
tuginedes fotosiinteesida ja kasvada. Selleks lisati toitainetevaestesse kultuuridesse toitaineid
ning viidi rakud 48 h pimedasse, et kontrollida lisatud toitainete omastamise vdimekust
pimedas. Katse tulemustest selgus, et H. triquetra on vdimeline pimedas omastama
anorgaanilisi toitaineid, mis toetavad rakkude kasvu ning head fiisioloogilist tervist ja
fotostinteesivoimekust. H. triquetra on toitainetevaestes tingimustes suuteline {isna pikalt
sdilitama populatsiooni suurust ning head fotosiinteesivdimekust. See vaib olla tiheks antud
liigi domineerimise pohjuseks Soome lahe toitainetevaeses lilemises segunenud veekihis suve

teises pooles.

Mirksonad: Dinoflagellaadid, Heterocapsa triquetra, lammastiku limitatsioon, toitainete

omastamine pimedas, fotosiinteesi parameetrid, vertikaalne migratsioon.



Abstract

Growth dynamics and nutrient uptake in a mixotrophic dinoflagellate, Heterocapsa triquetra.

Sub-surface clorophyll a maxima have been observed in the Baltic Sea frequently. The
potentially mixotrophic dinoflagellate Heterocapsa triquetra, that is capable for vertical
migration, is one of the sub-surface maxima forming species in the Gulf of Finland. The aim
of this work was to investigate growth dynamics and nutrient uptake of H. triquetra. We
tested the hypothesis that vertically migrating H. triquetra takes up inorganic nutrients above
the nutricline and migrates back to the euphotic layer to photosynthesize and grow using
intracellular nutrient stores. In order to study nutrient uptake, nutrient poor cultures were re-
supplied with nutrients and placed in the darkness thereafter for 48 hours. Results show that
H. triquetra is able to take up inorganic nutrients in the dark to support cell growth and good
physiological health and capability for photosynthesis. H. triquetra was able to maintain the
population size and good photosynthetic efficiency in nutrient poor conditions relatively long.
That may explain why H. triquetra dominates the summer phytoplankton community in the
nutrient-poor upper mixed water layer of the Gulf of Finland.

Keywords: Dinoflagellates, Heterocapsa triquetra, nitrogen limitation, nutrients uptake in

dark, photosynthetic parameters, vertical migration.



1. Sissejuhatus

Fiitoplanktoni jaotus veeoOkosiisteemides on nii horisontaalselt kui vertikaalselt véga
heterogeenne. Horisontaalset jaotust seostatakse mesomastaapsete hiidrofiilisikaliste
protsessidega — pooriste ja frontidega (Kononen et al., 1996), rannikumeres ka jogede
sissevoolu ja upwelling’u stindmustega (Talpsepp et al., 1994). Fiitoplanktoni vertikaalse
jaotuse madrab kasvuks vajalike ressursside (valgus ja toitained) kattesaadavus, drasoomise
surve teiste organismide poolt, rakkude settimise kiirus, migratsioon (Fennel & Boss, 2003),
aga ka valitsevad hiidrodiinaamilised tingimused. Hiidrodiinaamilisteks tingimusteks, mis
voivad méngida olulist rolli klorofiill a maksimumi tekkimisel ja paiknemisel, on vertikaalne
stratifikatsioon, vee segunemine ja hoovuste nihe (Lips et al., 2010). Klorofiill a pinna-alused
ja siigavad maksimumid tekivad Soome lahe suvistes tingimustes, kui veesammas on
vertikaalselt kihistunud ning anorgaanilised toitained tilemises veekihis on ammendunud, kuid
toitainetevarud on saadaval allpool sesoonset termokliini. Maksimumid asuvad enamasti

termokliini alaosas, langedes kokku nutrikliini sigavusega (Lips et al., 2010).

Parast kevadditsengut, mai keskel, on Soome lahes fiitoplankton eufootsest kihist &ra tarbinud
koik lahustunud anorgaanilise ldmmastiku (DIN — dissolved inorganic nitrogen). Lahustunud
anorgaaniline fosfor (DIP — dissolved inorganic phosphate) kasutatakse méédramispiiri
lahedase kontsentratsioonini mai ldopuks/juuni keskpaigaks, enne hilissuvist fiitoplanktoni
massvohamist, kui tavaliselt domineerivad koosluses Ghuldmmastikku (N,) siduvad
tsiilanobakterid, mdnel aastal ka dinoflagellaat H. triquetra (Kononen et al., 1996; HELCOM,
2002)

Upwelling’u siindmused loovad suvisele Soome lahe fiitoplanktoni kooslusele erilised
kasvutingimused. Sesoonse termokliini alt tuuakse rannikumere upwelling’u siindmustega
tilemistesse kihtidesse jahedat ning madala DIN:DIP sisaldusega vett (Laanemets et al.,
2004). Madal veetemperatuur kiill pérsib tstianobakterite vohamist (Kanoshina et al., 2003),
aga ohuldmmastiku sidumise vOime tottu, saavutavad nad sellistes toitainete tingimustes teiste
fiitoplanktoni rithmade ees eelise. Suvises koosluses arvukalt esineval dinoflagellaadil H.
triquetra arvatakse olema voime migreeruda siigavamasse nitrakliini kohale, tdita rakusisesed
toitainetevarud ning liikuda tagasi tiles eufootilisse veekihti, et seal fotosiinteesida (Fauchot et
al., 2005, Lips et al., 2011). Ebasobivd hiidrodiinaamilised tingimused nagu viga tugev vee

segunemine pooriste tottu (Fauchot et al., 2005) ja intensiivne upwelling, mis paiskab rakud



veesambas laiali (Dugdale & Wilkerson, 1989), ei pruugi rakkude vertikaalset migratsiooni

toetada.

Kiesolevas t00s isoleeriti suvisel ajal tugevalt stratifitseerunud (temperatuuri jargi) Soome
lahest pinna-aluseid biomassi maksimume moodustav potentsiaalselt miksotroofne
dinoflagellaat Heterocapsa triquetra (Ehrenberg) Stein. Magistrit66 eesmark oli uurida H.
triquetra kasvudiinaamikat ja fotosiinteesivdimekust erinevates toitainete tingimustes. T60
kéigus testiti hiipoteesi, mille kohaselt veesambas vertikaalselt migreeruv H. triquetra
omastab mere siigavamates kihtides nutrikliini peal anorgaanilisi toitaineid ja rindab seejarel
tagasi iilemisse toitainetevaesesse valgustatud veekihti, et rakusiseste toitainete varudele
tuginedes fotosiinteesida ja kasvada. Selleks kontrolliti kaudselt H. triquetra toitainete
omastamist valguse puudumisel NO;™ ja PO,* sisalduse vihenemise kaudu kultuuris ning
uuriti  toitainete mdju rakkude fiisioloogilisele seisundile ja fotosiinteesi voimekusele.
Eesmargiks oli kvantifiseerida kui palju ja millises suhtes omastavad rakud toitaineid pimedas
ning kuidas see mojutab hilisemat H. triquetra fiisioloogiat ja fotosiinteesivdimekust.
Tédiendavalt piistitati hiipotees, et rakud poolduvad sisemiste varude arvelt keskmiselt
vdahemalt iiks kord (st populatsiooni arvukus kahekordistub).

Magistritoo kasitleb flitoplanktoni voimekust oma positsiooni veesambas vertikaalselt muuta
kui okoloogilist strateegiat. Sellise strateegiaga organismide kasvuks peavad olema tdidetud
teatavad flisioloogilised ja biokeemilised eeldused, mida on kéesolevas t60s
eksperimentaalselt kvantifitseeritud: vdimekus valguse puudusel omastada toitaineid ja
varieeruvates valgus- ja toitainete tingimustes sdilitada hasti  funktsioneeriv
fotosiinteesiaparaat. Fiisioloogilised ja bioloogilised eeldused soosivad fiitoplanktoniliikide

kasvu ja ellujadmist erinevate hiidrograafiliste tingimuste korral.



2. Lidnemeri

2.1 Uldiseloomustus

Lagnemere valgala hdlmab enda alla 1.74 miljonit km? ning sellel asub 14 riiki (Kuusisto et
al., 2008). Laanemere pindala koos Kattegati ja Taani viinadega on ligikaudu 415 000 km?
ning maht 21 000 km®. Mere keskmiseks siigavuseks on 55 m, siigavaim koht on Landsorti

stivik - 459 m (Elken & Matthdus, 2008). Laédnemeri on riimveeline veekogu.

Halva tihenduse tottu Pohjamerega, ldbi kitsaste ja madalate Taani véinade, saabub
Ladnemerre vdhe soolast vett ning veevahetus on viga aeglane. Kattegati vdinadest voolab
mo6da pShja soolane vesi sisse (keskmiselt 5 000 m* s ja pinnakihis voolab magedam vesi
vélja. Vee viibeaeg on Ladnemeres umbes 33 aastat (Meier et al., 2004). Selline vee liikumine
tingib nii horisontaalsete kui vertikaalsete soolsuse gradientide tekkimise, mis omakorda
mojutab elustiku liigilist varieerumist. Ladnemerre sisenev Vesi on enamasti soolsuse
vahemikus 12-16 (suuremate soolase vee sissevoolu siindmuste ajal v3ib soolsuseks olla 22-
25) (Elken & Matthdus, 2008). Halva veevahetuse tottu on Ladnemeri viga keskkonnatundlik
veekogu. Jogede kaudu jouab merre palju antropogeense péritoluga toitaineid, soodustades
eutrofeerumist, mis on olnud pikka aega iiks Lddnemere tdsisemaid keskkonnaprobleeme
(HELCOM, 2009). Antropogeensed toitained ning muud saasteained piisivad pika vee
viibeaja tottu veekogus kaua. Suure hulga sademete ja jogede sissevoolu tottu jouab
Ladnemerre palju magevett. Sademetest jouab Ladnemerre ligi 85% ning jogede veevoolust
umbes 80% (Omstedt & Axell, 2003), iilejadnud aurustub, imbub maapinda voi jouab monda

teise veekogusse.

Soome lahe pindala on ligikaudu 29 600 km? ja selle maht on 1100 km?®. Laht on umbes 400
km pikk ning 48-135 km lai (Bergstrom & Carlson, 1994). Soome lahe siigavus lddnepoolses
osas on 80-110 m, lahe idaosas vahem kui 30 m (Pavelson, 2005). Soome lahes on peamiselt
kaks veevahetuse komponenti: magevee sissevool jogedest ja soolase vee sissevool
Léaanemere avaosast (Alenius et al., 1998). Jogede kaudu suubub Soome lahte, peamiselt lahe
idaossa, keskmiselt 3556 m® s* magevett (Bergstrom & Carlson, 1994). Magevee sissevool
lahe idaosast ning soolase vee sissevool lddneosast tekitavad piki Soome lahte soolsuse
gradiendi. Ulemise segunenud veekihi soolsus lahe idaosas on ~1, liinepoolses osas 6-7
(Pavelson, 2005).



Vee viibeaeg Soome lahes on umbes kaks aastat (HELCOM, 1990). Suviti on laht termiliselt
kihistunud — sooja tilemist segunenud veekihti ja selle alla jadvat kiilma vahekihti eraldab
termokliin, mille paksus on keskmiselt 14 m (Liblik, 2012) ja mille ulatuses temperatuur
langeb 15-20 °C juurest termokliini lilemises osas kuni 2-4 °C termokliini alumises osas.
Soolsuslik kihistumine on sesoonselt vdiksema muutlikkusega. Soome lahe lddneosas esineb
permanentne halokliin 60-80 m siigavusel ning lahe idaosas suureneb soolsus lineaarselt

stigavusega (Pavelson, 2005).

Joonis 1: Ladnemere pinnavee keskmine soolsus juulikuus (Bock, 1971).

Anorgaanilised (NO*, NO,", PO,*) toitained on pirast fiitoplanktoni kevadditsengut iilemises
segunenud veekihis peaaegu ammendunud ning veesamba termiline stratifikatsioon takistab
iilemise toitainetevaese ja termokliinialuse toitaineterikka kihi omavahelist segunemist.
Tugeva vertikaalse kihistatuse tingimustes on upwelling tiks tdhtsamaid protsesse, mis toob

siigavamate veekihtide toitaineterikka vee pinnakihtidesse (Lips et al., 2009). Ulemise
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segunenud veekihi toitainetemaksimum on talvel ning miinimum suvel (Lips et al., 2011).
Soome lahes asub nutrikliin (toitainete hiippekiht) keskmiselt 23 m siigavusel, varieerudes
14.5-35 m siigavuseni (Lips et al., 2010).

2.2 Ladnemere 0koloogia

Riimveelisuse tdttu esineb Liinemeres nii mageveelisi, merelisi kui riimveelisi liike. Uldiselt
on riimveelised veekogud (soolsusega kuni 18 loetakse riimveeliseks veekoguks) liigivaesed,
kuna sellise soolsuse vahemikuga on kohastunud vidhesed liigid. Lisaks riimveelisusele,
loovad Ladnemerest omaparase elukeskkonna osalise jadkatte moodustumine talvel, mis
viahendab valgustingimusi, ning vdhene siigavus. Soolsuse gradient Botnia lahest Ladnemere
1dunaosani ning Taani vdinadest Ladnemere idaosani on oluline loomastiku, taimestiku ning
protistide levimise kriteerium, maéarates liikide leviala piirid (Leppikoski et al., 2002;
Lehtiniemi, 2008). Taani vdinade piirkonnas on vesi peaaegu ookeanivee soolsusega, Botnia
lahe pdhjaosas ja Soome lahe idaosas aga ldhedane mageveele (Joonis 1). Kdrgematel
laiuskraadidel mojutab Ladnemere elustikku aastaaegade vaheldumine — sesoonselt
muutuvad nii temperatuur kui valgustingimused, millest sdltub kasvuperioodi pikkus ning
primaarproduktsioon (Lehtiniemi, 2008). Ladnemerd koos Kattegatiga asustab vahemalt 6065
liiki, seal hulgas 1700 flitoplanktoni liiki. Kige rohkem fiitoplanktoni liike on Soome lahes,
umbes 1500 (Ojaveer et al., 2010). Toksilisi veeditsenguid pdhjustavaid liike on iile 60
(ICES, 2006). Okosiisteem muutub liigivaesemaks pdhja suunas. Mereliste liikide osakaal
kahaneb Taani vidinadest, Kattegatist ja Skagerrakist, Ladnemere avaosa ja Botnia laheni
(Leppakoski et al., 2002).

Kevadel, martsis-aprillis, kui keskkonnatingimused muutuvad sobivaks, suureneb
primaarproduktsioon jérsult, mille intensiivsuse médérab talvel veesambasse segatud toitainete
hulk. Kevadoitsengu maksimaalsed biomassid saavutatakse tavaliselt parast norga soolsusliku
stratifikatsiooni kujunemist ja iilemise veekihi soojenemist. Kevadoditseng 16peb kui nitraat-
ja/voi fosfaatioonid limiteerivad fiitoplanktoni kasvu tilemises segunenud veekihis. Pérast
Oitsengut settib enamus tekkinud orgaanilisest materjalist eufootsest kihist vilja ning
fiitoplanktoni produktsioon vidheneb oluliselt. Vdhemal maéddral taastavad seda uuesti
ringlusesse minevad ammoonium ja fosfaat, mis périnevad surnud aine remineralisatsioonist.
Toitainete ringlust reguleerivad temperatuur ning zooplanktoni ja bakterite metabolism,
(Lehtiniemi, 2008) vabastades toitaineid nende elutegevuse laguprotsesside tulemusena.
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Hilissuvel touseb primaarproduktsioon dinoflagellaatide ja oOhuldmmastikku siduvate
tsiianobakterite tottu. Veesambas vertikaalselt migreeruvad dinoflagellaadid omastavad
toitaineid veesamba siigavamatest kihtidest, kasutades neid {ilemises toitainetevaeses veekihis
produktsiooniks (Lips et al., 2011). Suvised maksimaalsed biomassid saavutatakse soojade ja

tuulevaiksete ilmade korral.

3. Dinoflagellaadid

Dinoflagellaadid (Dinophyta) ehk vaguviburvetikad on alveolaatide superhdimkonda
kuuluvad ainuraksed flagellaadid. Dinoflagellaatide liike on kokku umbes 2000 (van den
Hoek et al., 1995), enamik liike (90%) on merelised. Dinoflagellaadid on suuremas osas
planktilised mikroorganismid, vahesed neist on bentilise eluviisiga. Umbes pooled liikidest on
fotoautotroofsed ja pooled heterotroofsed, viimase paarikiimne aasta jooksul on avastatud
paljude liikide miksotroofsus (Hansen & Calado, 1999).

Dinoflagellaadid on levinud iile maailma, asustades nii polaar-, parasvootme, kui ka troopilisi
veekogusid (Hansen, 2011). Sobivates tingimustes (temperatuur, valgus, toiained) asustavad
nad veekogusid aastaringselt. Parasvootmes ei ole meri aastaaegade vaheldumise tottu neile
kogu aasta jooksul kasvuks sobilik keskkond. Ebasobivate tingimuse iile elamiseks

moodustavad nad puhkevorme ja langevad pdhjasetetesse.

Mitmed dinoflagellaadid toodavad toksiine, kujutades massvohamiste ajal ohtu teistele vees
elavatele organismidele ja inimestele. Inimesteni jouavad toksiinid niiteks karploomade ja
kalade s66misest. Enamik toksiine on korgele temperatuurile vastupidavad neurotoksiinid,
seega toidu valmistamisega ei vidhene saastunud mereandide toksilisus. Inimeste ja teiste
korgemate loomade haigestumist ning surmasid pohjustavad toksilised dinoflagellaatide liigid
on nditeks: Karenia brevis (Rolton et al., 2014), Alexandrium tamarense, Alexandrium
funndyense, Gymnodinium catenatum (Bolch & de Salas, 2007; Zaccaroni & Scaravelli, 2008;
Alpermann et al., 2010). Ladnemeres esinevad toksilistest dinoflagellaatide liikidest néditeks
Prorocentrum minimum (Hajdu et al., 2000) ja Alexandrium ostenfeldii (Sopanen et al.,
2011).
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3.1 Dinoflagellaatide raku ehitus

Dinoflagellaatide rakusein on jaotunud paljudeks poliigonaalseteks amfiesmaalseteks
vesiikuliteks (Dodge & Crawford, 1970; Sekida et al., 2004), mis on alveolaatide rithma
stinapomorfiks. Kui vesiikulid on tdidetud tselluloosist plaatidega, nimetatakse rakuseina
pantsriks vOi theekaks. Pantser jaguneb eesmiseks osaks — epitheeka ja tagumiseks osaks —
hypotheeka, mida iihendab omavahel ristivagu (Joonis 2). Pantser koosneb pantsri plaatidest,
mida iihendavad omavahel Omblused. Plaatide arvul, kujul ja asetusel rajaneb
dinoflagellaatide stistemaatika (Lee, 2008).

Apikaalne tipp

Omblused

Ristivibur
~a Ristivagu
Pikivagu
Hiipotheeka =
Antapikaalsed
jatked

Pikivibur
Kohtmine vaade Selgmine vaade

Joonis 2: Dinoflagellaadi raku anatoomia kohtmisel ja selgmisel poolel (Fensome et al.,
1996).

Enamikke dinoflagellaate iseloomustab kahe viburi olemasolu. Viburid asuvad neil
spetsiaalsetes viburi vagudes — ristivaos ja pikivaos. Ristivagu kulgeb ringina imber raku ja
on risti raku pikiteljega. Pikivagu kulgeb raku kohtmisel poolel, kas keskosast tagaosani voi
kogu raku ulatuses eesmisest osast tagaosani. Risti- ja pikivao ristumiskohas, dinoflagellaadi
kohtmisel poolel, asub viburite kinnitumiskoht (Lee, 1999). Enamasti tagab pikivibur raku
edasiliikumise, ristivibur on keerdunud ja unduleerib, mis paneb raku liikuma iimber oma
pikitelje ning annab ka veidi edasiliikuvat joudu. Sellise viburite t66 tulemusena on

dinoflagellaatide ujumisteekond heeliksikujuline (Fenchel, 2001).
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Dinoflagelladid teeb unikaalseks nende suur tuum ehk dinokaartion, mis voib enda alla votta
ligi kolmandiku rakust. Tuumas asub neil suur kogus DNAd, koguseliselt vdib seda olla 5-10
korda rohkem kui teistel fiitoplanktoni riihmadel (Sigee, 1984; Barsanti & Gualtieri, 2006).

3.2 Dinoflagellaatide puhkefaasid

Dinoflagellaatidele on iildjuhul omane vahelduv elutsiikkel, kus vegetatiivne elustaadium
vaheldub puhkeraku ehk tsiisti omaga. Tsiistide moodustamiseni viib védhene valgus ja
toitainete (fosfaat ja nitraat) defitsiit veesambas (Lee, 1999). Paljud dinoflagellaadid
moodustavad oma elu jooksul puhkevorme, et iile elada ajutised eluks ebasoodsad tingimused
(Dale, 1983; Ribeiro et al., 2011).

Ladnemere tingimustes, kus vahelduvad aastaajad ning peaaegu, et pool aastast on eluks
ebasobiv, on tsiistide moodustamine moddapaasmatu. Talvel ei ole rakkude elutegevuseks
piisavalt valgust. Suur osa ditsengut tekitavatest liikidest veedavad veesambas vaid mdned
kuud, tlejaanud aasta on nad puhkeseisundis veekogu pdhjasectetes (Pfiester & Anderson,
1987; Dale, 1993). Kevadel, kui keskkonnatingimused paranevad, liituvad rakud uuesti
planktoniga. Fiitopanktoni vertikaalne jaotus veesambas sdltub peamiselt valguse ja toitainete
kéttesaadavusest (Lips et al., 2010).

Terminit “tsiist” kasutatakse selleks, et kirjeldada liikumatuid bentilise eluviisiga rakke, millel
puuduvad viburid ja ujumisvéime (Olli, 2004). Dinoflagellaadid moodustavad kahte erinevat
litkki tsiiste — ajutisi tsiiste ja toeliseid puhketsiiste. Ajutised tsiistid tekivad ebasoodsate
keskkonnatingimuste v0i keskkonnaSoki tagajirjel: mehhaaniline Sokk, jarsk temperatuuri,
soolsuse vdi pH muutus, turbulents, toitainetevaene keskkond (Anderson et al., 1995; Fistarol
et al., 2004; Olli, 2004; Anderson et al., 2005). Ajutise tsiistina v3ib rakk olla veekogu pohjas
pool tundi kuni pdev. Pérast Sokist toibumist avaneb rakumembraani kattev pelliikula ning
rakk ujub viljudes amdoboidselt edasi, moodustades varsti uue rakukesta. Ajutiste tsiistide
korral on rakud haploidsed ning neis ei toimu eelnevat toitainete akumulatsiooni, see eristab

neid tdelistest puhkeoleku tsiistidest (Anderson et al., 1995).

Tdelised puhketsiistid on paksu kestaga ning vastupidavad, esinedes hooajaliselt looduslikes
planktoni populatsioonides, tihti pédrast massiivset Oitsengut, kui keskkonnatingimused on
muutunud ebasoodsaks (Anderson et al., 1995). Tdelise tsiisti tekkimiseks moodustuvad

gameedid, mis on vegetatiivsetest rakkudest natukene vidiksemad, kiirema liikumisega ja tihti
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vegetatiivsetest rakkudest morfoloogiliselt eristamatud. Gameet iihineb teise gameediga,
moodustades diploidse planosiigoodi, mis ujub moned paevad planktonis, heidab seejarel dra
oma viburid ning moodustab hiipnosiigoodi ja vajub veekogu pohja (Anderson & Wall, 1978;
Olli, 2004). Sobivates keskkonnatingimustes vdivad need, tdelised puhkeolekus tsiistid, elus
puisida maksimaalselt 5-10 aastat (Anderson et al., 1995). Uuesti idanemiseks vajavad tsiistid
paarikuulist perioodi, et valmida (Anderson, 1980). Tsiisti valmimisperiood on vajalik, et
idanemine ei hakkaks vegetatiivse raku eluks ebasobival ajal. Valmimisperioodi jarel algab
rakkudel ooteperiood. Ooteperiood on etapp, kus rakk ootab idanemiseks teatud
keskkonnasignaali, selleks vOib olla temperatuuri tdus (Anderson & Morel, 1979),
valgustugevuse suurenemine (Binder & Anderson, 1986) hapniku juurdepdds anaeroobsesse
keskkonda (Keafer et al., 1992).

3.3 Dinoflagellaatide toitumisstrateegiad

Uue rakumaterjali tootmiseks on vaja siisinikku, mida dinoflagellaadid omastavad kasutades
erinevaid strateegiaid. Fotoautotroofid saavad siisinikku vees lahustunud siisihappegaasist
ning selle transpordiks ja biosiinteesiks vajalikeks keemilisteks ithenditeks vajaminev energia
ammutatakse valgusenergiast fotosiinteesi abil. Umbes pooltel dinoflagellaatidest puuduvad
kloroplastid ja seetottu ei ole nad vdimelised fotosiinteesima. Nad on obligatoorsed
heterotroofid, saades siisiniku orgaanilistest siisinikuithenditest (lahustunud voi osakeselisest
orgaanilisest ainest) ja energia keemiliste ithendite oksiideerimisest (Gaines & Elbrichter,
1987). Paljud fototroofsed liigid on vdimelised o0sakeselist toitu neelama (fagotsiitoos) ja neid
nimetatakse heterotroofideks. Koiki dinoflagellaate ei saa jaotada heterotroofideks voi
fototroofideks. Paljud liigid suudavad nii fotosiinteesida kui heterotroofselt toituda — neid
nimetatakse miksotroofideks (Sanders et al., 1990; Jones, 1994; Stoecker, 1998; Tittel et al.,
2003). Mitmed dinoflagellaadid, kes moodustavad veeditsenguid ja on arvatud siiani olema
fotoautotroofsed, on miksotroofsed (Jeong et al., 2005).

Miksotroofseid ainurakseid jagatakse troofsuse jargi neljaks (Jones, 1997): (i) ainuraksed,
kelle peamine toitainete omastamise strateegia on heterotroofne ja fototroofiat kasutatakse
vaid siis, kui saakorganismide arvukus piirab heterotroofset kasvu, naiteks Ochromonas spp.
(Andersson et al., 1989); (ii) fakultatiivsed fototroofid, kes valguse puudumisel toituvad
fagotroofselt siisiniku ja energia saamiseks, nt. Chrysochromulina brevifilum (Jones et al.,

1993); (iii) fakultatiivsed fototroofid, kes toitainete saamiseks toituvad fagotroofselt, kui vees
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ei ole piisavalt anorgaanilisi toitaineid, et kdituda fototroofselt, nt. Uroglena americana
(Kimura & lIshida, 1985), Dinobryon sertularia (Jones & Rees, 1994); (iv) fakultatiivsed
fototroofid, kelle saagi piitidmise osakaal on viga madal, nad omastavad saaki vaid
pikemajalise pimeda perioodi ajal (Jones, 1997), nditeks mageveelised Cryptomonas ovata ja

Cryptomonas erosa (Tranvik et al., 1989).

Enamikul miksotroofsetel dinoflagellaatidel on piisivad kloroplastid, moned liigid, néiteks
Amphidinium poecilochroum, Gymnodinium acidotum, Pfisteria piscicida, Dinophysis
acuminata suudavad mdnda aega séilitada saakorganismist omastatud kloroplaste (Fields &
Rhodes, 1991; Burkholder et al., 1998; Park et al., 2006). Dinoflagllaatide

toitumismehhanismid ning saagi valik vdivad olla viga erinevad.

Toitumismehhanismidest v3ib esineda niiteks terve saagi neelamine ehk fagotroofus (Hansen
& Calado, 1999). See on laialt levinud kestata dinoflagellaatide perekondade seas, niiteks:
Gymnodinium, Gyrodinium, Noctiluca, Oxyrrhis ja Polykrikos (Gaines & Elbrachter, 1987,
Hansen, 1991b; Schnepf & Elbrichter, 1992). Saak omastatakse tavaliselt 1dbi pikivao.
Madnedel dinoflagellaatidel esineb toitumine "toitumistoru™ kaudu (tube feeding), mille kéigus
imetakse saagi rakusisu vilja (Hansen & Calado, 1999). Enne toidu allaneelamist saaklooma
tsiitoplasmat ei vedeldata, seetottu voib mikroskoobis sageli ndha saakorganismi organelle
dinoflagellaadi toitevakuoolides. Taoline toitumismehhanism voib esineda kestata
dinoflagellatide perekondadel: Amphidinium, Gymnodinium ja Gyrodinium (Spero, 1982;
Calado et al., 1998; Larsen, 1988), kuid ka kestaga perekondadel: Crypthecodinium,
Dinophysis, Oxyphysis, Peridiniopsis ja Pfisteria (Elbrachter, 1991; Hansen, 1991a; Jacobson
& Andersen, 1994; Ucko et al., 1997; Calado & Moestrup, 1997; Burkholder et al., 1998).
Rakuviline seedimine (pallium feeding) esineb paljudel kestaga heterotroofsetel
dinoflagellaatidel (nditeks Protoperidinium sp.) (Hansen & Calado, 1999). Need
dinoflagellaadid kasutavad pseudopoodi, et timbritseda ja seedida saaki in situ (Gaines &
Taylor, 1984; Jacobson & Anderson, 1996). Pseudopoodi abil toitumine on teada ainult

merelistel liikidel perekonnast Protoperidinium ja Diplopsalis (Hansen & Calado, 1999).

Dinoflagellaatide saagi seedimisele eelnevad selle piliidmine ja saagiga manipuleerimine.
Olenevalt dinoflagellaadi ujumiskiirusest jaotatakse dinoflagellaate saagi ,,otsijateks* ja saagi
,varitsejateks®. Enamasti saagist kiiremini ujuvad dinoflagellaadid jdlitavad saaki ja on saagi
,,otsijad” ning saagist aeglasemini ujuvad dinoflagellaadid peavad saakorganismi varitsema ja

10ksu piitidma (Hansen & Calado, 1999). Saaki otsivate dinoflagellaatide seas on kahte tiitipi
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jélitajaid, tihed piiravad oma saagi sisse ujudes ringjalt iimber raku (Gyrodinium spirale ja G.
dominuns) voi sik-saki kujulise mustrina (Protoperidinium spp.) (Hansen, 1992; Jacobson &
Anderson, 1996), teised (Amphidinium crussum, A. poecilochroum, Frugilidium
subglobosum) kinnituvad oma saagile eelneva spetsiifilise ujumiskditumiseta (Larsen, 1988;
Hansen, 1991b; Skovgaard, 1996). Saagi ,,varitsejad* on iildjuhul kiire ujumisvdimekusega
ripsloomadest toituvad dinoflagellaadid (Ceratium furca, Gymnodinium rubrum, G.
sanguineum, Gyrodinium instriutum, G. puvillurdii, Oxyphysis oxytoxoides) (Bursa, 1961;
Bockstahler & Coats, 1993b; Jacobson & Andersen, 1994; Uchida et al., 1997). Toksiline
Pfesteria piscicida, kes s66b peale teiste protistide ka kalu, on ekstreemne nidide sellest
kategooriast. P. piscicida vabastab vette toksiine, mis surmab kala ja tungib seejérel
amoobilaadselt kala kudedesse (Burkholder et al., 1998).

Moned dinoflagellaadid  (Diplopsalis, Gymnodinium,  Gyrodinium, Percdiniopsis,
Protoperidinium spp.) piitiavad saaki filamendi heitmise abil, mis iihendab dinoflagellaadi
oma toiduobjektiga (Hansen, 1992; Jacobson & Anderson, 1996; Calado & Moestrup, 1997).
Filamendi pikkus tihtib iildiselt saaklooma suurusega ning on diameetrilt vdhem kui 1 um
(Hansen & Calado, 1999). Sageli seedivad dinoflagellaadid enda suuruseid (Hansen et al.,
1994) vai isegi suuremaid rakke (Skovgaard, 1996).

Miksotroofne eluviis nduab panustamist nii fotosiinteesi kui heterotroofsetesse rakusiisteemi
osadesse (Tittel et al., 2013). Arvatakse, et suuremate kulutuste tottu on miksotroofid ja
fakultatiivsed heterotroofid aeglasemad kasvajad vorreldes fotoautotroofidega (Rothhaupt,
1996). Monikord annab miksotroofne eluviis suured eelised fotoautotroofide ees.
Anorgaaniliste toitainete ammendumise korral omastatakse orgaanilisi toitaineid voi
osakeselist toitu, milleks fotoautotroofid voimelised ei ole (Nygaard & Tobiesen, 1993) ning
seetdttu voivad miksotroofid saavutada eelise anorgaaniliste toitainete vaestes tingimustes
(Granéli & Carlsson, 1998). Miksotroofsed dinoflagellaadid suudavad omastada kuni 100%
vajaminevast fosfori kogusest partikulaarset toitu omastades (Nygaard & Tobiesen, 1993).
Dinoflagellaat Gyrodinium sanguineum suudab ldmmastikuvaeses vees potentsiaalselt tdita
15% oma lammastikuvajadusest tarbides toiduks ripsloomi (Bockstahler & Coats, 1993a). Kui
fotosiinteesi pole voimalik 1dbi viia sdltub miksotroofsete rakkude kasv saakorganismide
kéttesaadavusest. Miksotroofsus suurendab liikide piisimist koosluses Vvarieeruvates

keskkonnatingimustes.
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3.4 Heterocapsa triguetra

Heterocapsa triquetra (Ehrenberg) Stein on mereline potentsiaalselt miksotroofne
dinoflagellaat (Joonis 3). H. triquetra moodustab laiaulatuslikke veeditsenguid ning
arvatakse, et ta migreerub veesambas vertikaalselt (Kim et al., 1990; Kononen et al., 1999;
Litaker et al., 2002; Olli, 2004) H. triquetra ujumiskiiruseks turbulentses keskkonnas voib
olla 0.5-0.75 m h™* (Anderson & Stolzenbach,1985). Soome lahes on antud liigi vertikaalseks
liikumise kiiruseks hinnatud kuni 1.6 m h™ (Lips et al., 2011).

H. triquetra talub vdga erinevaid soolsuseid (vahemikus 10-25) ja temperatuure ning on
voimeline ellu jddama ka vdga madalatel soolsustel nagu 3-5. Mdlemas soolsuse vahemikus
moodustab dinoflagellaat veeditsenguid ning voib domineerida kooslustes. Rakkude kasvu
optimaalseks temperatuuri vahemikuks on 10-25 °C, kuid nad suudavad jddda ellu ka 5 °C

juures ning kasvada 8 °C toitaineterikkas vees rohkem kui 30 pdeva (Jeong et al., 2013).
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Joonis 3: Etanooliga fikseeritud Heterocapsa triguetra rakud kultuuris mikroskoobi all
vaadatuna

H. triquetra massvohamised on Ladnemeres tavaliselt suvel, kui veetemperatuur on
vahemikus 10-20 °C ning kaovad augustis vOi septembris. Maksimaalseks biomassiks
oitsengute korral voib olla 10 000-100 000 rakku ml? (Lindholm & Nummelin, 1999; Olli,
2004; Berge et al., 2012).
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H. triquetra ei erita toksiine (Hansen, 1995), kuid tema pohjustatud veeditsengud on viga
tihedad ning tekitanud seeldbi nii 6koloogilisi kui majanduslikke kahjusid (Litaker et al.,
2002). Tihedad Gitsengud halvendavad nii valguse, hapniku kui ka toitainete tingimusi ning
mdjuvad sel moel negatiivselt dkosiisteemile. Oitsengud rannikualadel v&ivad kahjustada
turismimajandust. H. triquetra massvohamise ajal on vee labipaistvus halb ning see pdhjustab
kehvasid valgustingimusi teistele fotoautotroofidele ning kaladele. Secchi ketta siigavus H.
triquetra oOitsengu ajal voib olla alla meetri (Lindholm & Nummelin, 1999).
Oitsenguperioodiga kaasneb vee pH tdus, mis vdib ulatuda iile 9 kuna fiitoplankton vihendab
lahustunud CO, kontsentratsiooni vees. H. triquetra talub korget pH-d, isegi iile 9, kuid
teistele, kdrget pH mittetaluvatele liikidele, voib selline elukeskkond muutuda ebasobivaks
(Berge et al., 2012).

Sellel dinoflagellaatide liigil on oluline roll populatsiooni sidilitamise suutlikkuses madala
toitainetekontsentratsiooni ja valgustugevusega keskkonnas (Legrand et al., 1998; Olli, 2004).
Anorgaaniliste toitainete madala kontsentratsiooni korral suudab H. triquetra toitaineid
omastada nii lahustunud kui partikulaarsel kujul (Baek et al., 2011) ning madalal

valgustugevusel ja isegi valguse tdielikul puudumisel (Legrand et al., 1998).

H. triquetra voib liilituda saakorganismidest toitumisele kui anorgaanilised toitained voi
valgustingimused on keskkonnas kasvu limiteerivaks teguriks (Legrand et al., 1998; Stoecker,
1999), tarbides toiduks niiteks flagellate suuruses 3 pm ja rénivetikaid suuruses 6 pm
(Legrand et al., 1998), maksimaalse diameetriga 12.1 um (Jeong et al., 2005). Saagi neelab H.
triquetra pikivao kaudu (Jeong et al., 2005).

Saakorganismide tarbimise hulk H. triquetra rakkudel sdltub valguse limitatsiooni pikkusest.
Liihiajalise inkubeerimisperioodi (24 h) jooksul toitainete limitatsiooni tingimustes on
ndidatud, et saagi omastamise hulk pimedas iihe raku kohta on 0.28-0.38 rakku péevas, samal
ajal valges on moddetud madalam tulemus: 0.1-0.16 rakku pdevas. Pikaajalise
inkubeerimisperioodi (111 h) ajal on aga H. triquetra saagi omastamise maéir pimedas
madalam (0.21 rakku pédevas), kui valges (0.39 rakku pdevas) (Legrand et al., 1998). Antud
tulemused kehtivad eeldusel, et pikemaajalise pimeperioodi jooksul vdhenenud saagi
omastamist ei mdjuta bakteriaalne ega keemiline riknemine inkubatsiooni kaigus (Legrand et
al., 1998). Erinevate flagellaatide liikidega 1dbi viidud katsetes, kus uuriti saagi omastamist
pimedas ja valges, pole tulemustes kindlat seaduspérasust leitud. Poterioochromonas

malhamensis puhul ei ole leitud, et valgusintensiivsus mojutaks saagi omastamist ja rakkude
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kasvu (Sanders et al., 1990). Merelise Ochromonas sp. bakterite omastamine on viiksem

madalamatel valgustingimustel (Keller et al., 1994).

H. triquetra fagotroofne toitumine pimedas méngib olulist rolli keskkonnas, kus liihiajaliselt
ei ole fotosiinteesimiseks piisavalt valgust. Obligatoorse fototroofina ei suuda H. triquetra
kasvada pimedas (Stoecker, 1999), kuid miksotroofne toitumine voib liihiajaliselt toetada
rakkude kasvu (Jeong et al., 2005).

3.5 Pinna-alused fiitoplanktoni biomassi maksimumid ja
vertikaalne migratsioon

Ladnemeres on sageli registreeritud pinna-aluseid fiitoplanktoni klorofiill a maksimume
(Kononen et al., 1998; Pavelson et al., 1999; Kononen et al., 2003). Tiiipilised nn ,,6hukeste
kihtide* paksused ulatuvad monest sentimeetrist kuni mone meetrini. Kahekihiline hoovus,
ajas ja ruumis varieeruv piiknokliini siigavus, mesomastaapsed fiitisikalised protsessid ning
minimaalne turbulentne segunemine on Shukeste kihtide moodustumiseks soodsad tingimused
(Lund-Hansen et al., 2006). Soome lahes on pinna-aluste klorofiill a maksimumide ja
ohukeste kihtide tekke eelduseks vertikaalne stratifikatsioon, estuaari tiilipi voolamine
(ilemises veekihis liigub vesi lahest vélja ja sligavamates kihtides lahte sisse) ning

tuuletekkelised mesomastaapsed vee liitkumised (Liblik, 2012).

Soome lahes esinevad pinna-alused klorofiill a maksimumid suvises temperatuuri Kihistumise
tingimustes, kus tilemises segunenud veekihis on toitained ammendunud, kuid kdorged
toitainetevarud on saadaval allpool sesoonset termokliini. Klorofiill a maksimumid tekivad
termokliini alaossa, langedes kokku nutrikliini ehk toitainete hiippekihi siigavusega, mis

paikneb kesmiselt 23 m siigavusel. (Lips et al., 2010).

Vertikaalne migratsioon on efektiivne ellujaamisstrateegia stratifitseerunud keskkonnas, kus
valgus ja toitained on eraldatud fiiiisikaliste gradientidega (Lips & Lips, 2014). Vertikaalne
migreerumisvoime voimaldab rakkudel padseda ligi siigavamas veekihis asuvatele toitainetele
voi véltida paeval liiga intensiivset valguskiirgust veepinna lahedal (Cullen & Horrigan, 1981;
Passow, 1991). Dinofalgellaatide ujumiskiirus soltub liigist ja raku suurusest, varieerudes
150-500 pm s Teoreetiliselt tahendab see rakkude vdimekust ujuda kuni 1.8 m h™ (Hand et
al., 1965). Siigavamas veekihis olevaid nitraatide varusid on peetud dinoflagellaatide

Alexandrium tamarense (Maclntyre et al., 1997), Prorocentrum minimum ja Ceratium furca
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(Olsson & Granéli, 1991) 6ise migreerumise pohjuseks. Gonyaulax catenata (Passow, 1991)
ja Gymnodinium splendens (Cullen & Horrigan, 1981) migreeruvad péeval siigavamatesse
kihtidesse valtimaks liiga tugevat valgustugevust, mis pérsiks fotosiinteesi (Fauchot et al.,
2005). Selline migreeruv kditumine vaib olla kontrollitud fototaksise (lilkumine valguse poole
voi valgusest eemale), geotaksise (orienteerumiseks kasutatakse Maa gravitatsiooni),
O0pdevaste riitmide (pdeva ja 60 vaheldumine) voi rakusisese toitainete sisalduse pohjal

(Cullen & Horrigan, 1981; Passow, 1991; Maclintyre et al., 1997).

H. triquetra on hea vertikaalne migreeruja (Olli, 2004). H. triquetra moodustab suvel Soome
lahes pinna-aluseid biomassi maksimume 20-30 m siigavusel, jaddes nitrakliini peale (Lips &
Lips, 2014). Nitrakliin asub Soome lahes fosfokliinist siigavamal, mistottu oletatakse, et rakud
migreeruvad just nitrakliinini, et omastada eelkdige lammastikuiihendeid, mis on iilemises
segunenud veekihis kasvu limiteerivaks. Rakkude migratsioon vodib olla bimodaalne. Osa H.
triquetra populatsioonist migreerub keskpéevaks iilemistesse veekihtidesse tagasi, et
fotostinteesida ja paljuneda, teine osa jaab siigavamatesse kihtidesse kauemaks (Lips et al.,
2011; Lips & Lips, 2014). Valguse puudumisel saavad rakud ldmmastikuiihendeid omastada
nii kaua, kuni neil jatkub fotosiinteesist saadud energiat, millest peab piisama ka pinnakihti
tagasi ujumiseks. Neil ei ole pohjust kauemaks kui toitainetevarude tditmiseks pimedasse
jaada. Rakud péasevad eufootilisse kihti piirkondades, kus on norgem stratifikatsioon ning ei
esine aktiivset vee segunemist (Lips & Lips, 2014). Selliseid soodsaid olusid mitte leides

voivad rakud eufootilisse kihti mitte paédseda.

3.6 Toitainete omastamine valguse puudumisel

Fiitoplankton vajab biomassi tootmiseks palju toitaineid, eriti tdhtis on lammastik, mis on
Soome lahes peale kevadoditsengut fiitoplanktoni kasvu limiteerivaks komponendiks.
Arvatavasti on pimedas toitainete omastamise ja veesambas vertikaalselt migreerumise vdime
dinoflagellaatide pohjustatud ditsengute tekkimise ning piisimise eelduseks (Eppley et al.,
1968; Dortch & Maske, 1982; Lips & Lips, 2014). Teistes Ladnemere basseinides, nagu

Botnia lahes, voib limiteerivaks toitaineks olla ka fosfaat.

Laboratoorsed uuringud on ndidanud, et nitraadi (NOs) omastamine pimedas toetab
dinoflagellaatide kasvu: Gymnodinium splendens (Cullen & Horrigan, 1981), Prorocentrum
minimum, P. micans, Ceratium furca (Olsson & Granéli, 1991), Alexandrium tamarense

(Maclintyre et al., 1997). Dinoflagellaatide voimekus pimedas nitraati omastada varieerub
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olenevalt liigist. Moned dinoflagellaadid on voimelised pimedas omastama nitraati vaid peale
lihiajalist lammastikundlga (Paasche et al., 1984; Cullen, 1985), aga liikidel niiteks
Gyrodinium aureolum ja Gymnodinium galatheanum puudub peaaegu taielikult voimekus
pimedas nitraati omastada (Paache et al.,, 1984). Nitraadi assimilatsioon 606sel soltub
stisivesikute hulgast. Stisivesikud akumuleeruvad toitainete 10ppemise korral voi liiga tugeva
valgusintensiivsuse puhul. Siisivesikuid lagundatakse kui puudub valgus, CO, voi kui paraneb

toitainete kattesaadavus (Olli, 1997).
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4. Materjal ja meetodid

4.1 Eksperimendi iilesehitus ja kasvutingimused

H. triquetra rakud isoleeriti Soome lahest 2012. aasta juulis ja valmistati mitteakseeniline
monokultuur, mida kasvatati filtreeritud ja autoklaavitud mereveest valmistatud
modifitseeritud f/2 s66tmes (Guillard & Ryther, 1962), mida tdhistatakse T2 (Spilling et al.,
2011). Kultuure siilitati kontrollitud kasvutingimustes temperatuuril 15 °C, valgustugevusel
200 pmol m? s ning valguse:pimeduse tsiikkel oli 16:8 h. Eksperiment viidi libi samades
tingimustes kui ei ole 6eldud teisiti. Kiimme pdeva enne eksperimendi algust inokuleeriti
viike kogus kultuuri (1-2 ml) kahte 250 ml Erlenmeyeri kolbi, mis olid eeltdidetud 120 ml
ulatuses steriilse mereveega. Kolbidesse lisati fosfaati arvutuslikult 6 pmol L™ ning 24 pmol
L nitraati, mikroelemente ja vitamiine lisati nitraadiga samas koguses. Fosfaati lisati liias
(N:P = 4) kuna sooviti véltida fosfaadi limitatsiooni teket kultuurides.

Katse alguses lisati H. triquetra kultuuri inokulum kolme 500 ml Erlenmeyeri kolbi, mis
taideti seejérel filtreeritud ning autoklaavitud mereveega, saavutades rakkude arvukuse 820
rakku ml™. Kultuure lahjendati iihel korral, katse teisel pdeval, steriilse ja toitainetevaese
mereveega, et viltida eksponentsiaalse kasvu jarel voimalikku lahustunud CO; limitatsiooni
(ja sellest tulenevalt pH tdusu). Rakkude arvukus eelistati hoida alla 1000 raku ml™, kuna
sellise tiheduse juures piisis kultuuride pH looduslikule mereveele sarnases vahemikus (7.7-
8.2), mis lubas eeldada, et rakkudel on piisav juurdepdds lahustunud siisihappegaasile. Katse
kuuendal pédeval kui rakud olid joudnud statsionaarsesse kasvufaasi, jaotati kultuurid kuude
500 ml kolbi, igasse moddeti 230 ml (= 2.5 ml) kultuuri. Enne kolbidesse jaotamist valati
rakukultuurid kokku 3 L anumasse, et iihtlustada rakutihedused. Kolm kultuuri séilitati ilal
kirjeldatud kasvutingimuste juures kuni katse 16puni, iilejadnud kolm maéssiti fooliumisse ning
neile lisati toitaineterikast kasvuséodet. Selleks valmistati kahekordselt lahjendatud T2 s66de
ja seejdrel lisati 1.59 ml s66det kultuuridele: fosfaadi 16ppkontsentratsioon oli 0.124 umol LY
nitraadil 2 pmol L™ (N:P=16). Seejirel inkubeeriti kultuure pimedas 4 °C juures 48 h, misjarel
viidi kultuurid tagasi 15 °C ja valgustugevuse 200 pmol m? s juurde (Joonis 4). Peaaegu
igapdevaselt kontrolliti kultuuride pH-d (pH-meeter Mettler Toledo SevenEasey), mida
vajadusel reguleeriti 1M HCI lahusega ning vdeti proove rakkude arvukuse ja fotosiinteesi
parameetrite modtmiseks. Katse 10petati kui rakukultuurid olid joudnud surmafaasi, ehk

nende kasvukiirus oli negatiivne enam kui iihel paeval.
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Joonis 4: H. triquetra kultuurid. Esireas eksperimendi kestel toitainete poolt limiteeritud
kultuurid, tagareas toitainetega rikastatud kultuurid, mis on hetk tagasi pimedast esialgsetesse

kasvutingimustesse tagasi toodud.

4.2 Rakutiheduse ja fotosiinteesiparameetrite mootmine

Rakutiheduse loendamiseks pipeteeriti kultuuridest 1-3 ml proovi 20 ml plastikviaalidesse.
Rakkude lugemise lihtsustamiseks lahjendati vajadusel proove steriilse mereveega. Proovid
fikseeriti Lugol’i lahusega, fikseeritud proovi hulk oli 3 ml. Rakkude loendamiseks kasutati
Sedgewick Rafter loenduskambrit, mille maht on 1 ml. Kultuuride kasvukiirus arvutati

vorrandiga 1:

_1n(% )
p= (1)

kus p on kasvukiirus (pdevas), Ny rakkude algkontsentratsioon, N rakkude arvukus ajahetkel

t1, 4t = t; - tp on aeg (pdevades).

Fotosiinteesiparameetrite mootmiseks kasutati MULTI-COLOR-PAM fluoromeetrit (Heinz
Walz GmbH, Effeltrich, Saksamaa) (Joonis 5).
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Joonis 5: MULTI-COLOR-PAM fluoromeeteri programmiaken.

Enne mddtmiste alustamist jalgiti, et ndrgale pulseerivale valgusele (1 pmol m™ s, 440 nm)
eksponeeritud rakkude fluorestsentsi signaal reaalajas (F;), mis on proovi tihedusest soltuv,
oleks ~0.02-0.03. Selline véirtuste vahemik saadi pilootmodtmiste kdigus, et selgitada
minimaalne arvukus, mille juures fluoromeeter detekteeriks signaali. Sobiva F; véirtuse
saamiseks lahjendati vajadusel proovi steriilse toitainetevaese mereveega vOi muudeti
instrumendi tundlikkuse astet. Koikidel replikaatidel moddeti fotosiinteesi fluorestsentsi

parameetreid kolm korda.

Analiiiisiks pipeteeriti kvartskiivetti 1.5 ml kultuuri, mida seejérel hoiti 10-20 min pimedas
(fooliumisse missituna) 15 °C juures. Pimeadaptatsioon on eeltingimus minimaalse
fluorestsentsi (Fo) modtmiseks. Seejdrel pandi kiivetti magneetiline segaja, viltimaks rakkude
settimist kiiveti pohja ning proov asetati fluoromeetrisse. Fluorestsentsi parameetrid moddeti
pérast taustafluorestsentsi maha arvutamist, mis oli eelnevalt mdddetud steriliseeritud

mereveest.

Maksimaalne fotostinteesi efektiivsus pimeadapteeritud kultuuris (F./Fn, ) saadi eksponeerides
proovi esmalt 30 sekundit norgale pulseerivale valgusele (1 pmol m? s?, 440 nm), mis on
piisavalt nork, et mitte redutseerida PSII elektronakseptoreid, aga voimaldab detekteerida
minimaalse fluorestsentsi (Fo). Seejérel rakendati lithike PSII reaktsioonitsentreid kiillastav

valgusimpulss (300 ms, 5710 pmol m™ s, 440 nm) ja mdddeti fluorestsentsi maksimum (Fp).
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Neid parameetreid mooddeti kolm korda umbes 30 sekundiliste intervallide jérel, lastes
kiillastavate impulsside vahel PSIl reaktsioonitsentritel reoksiideeruda. F./Fy arvutati
valemiga 2 (Kitajima & Butler, 1975):

12 Fm—Fop

= m=f )

Fmn Fm

Vorrand (2) kirjeldab potentsiaalset fotosiinteesivoimekust kui PSII reaktsioonitsentrid on
oksiideeritud. Seda parameetrit kasutatakse fiitoplanktoni flisioloogilise seisundi hindamisel.

Fluorestsentsi maksimumi (Fy,) ja miinimumi (Fo) erinevus on muutuv fluorestsents (F).

Fotosiinteesi efektiivsuse leidmiseks valgusele adapteeritud kultuurides eksponeeriti rakud 30
sekundiks pidevale valgusele (200 pmol m™ s™ 440 nm). Selle aja jooksul stabiliseerus F, mis
nditab, et sel valgustugevusel saavutati stabiilne elektronvoog. Seejdrel rakendati PSII
reaktsioonitsentreid kiillastav valgusimpulss (300 ms, 5710 pmol m? s™, 440 nm) ja saadi
maksimaalne fluorestsentsi saagis (Fn’) valgusele adapteeritud rakkudel. Fotosiinteesi
efektiivsus valgusele adapteeritud kultuuris arvutati valemiga (Genty et al., 1989):
Fy'  Fp -F'

Qu=po = S+ 3)

Vorrand (3) niitab proportsiooni neelatud valgusenergiast, mida kasutati fotosiinteetilisteks

reaktsioonideks.

Fluorestsentsi mittefotokeemiline kustutus (onpg) On proportsioon neelatud valgusenergiast,
mis rakut6d relgulatsiooni tulemusena valgust piilidvate antennide tasandil ldheb

soojuskadudeks. See arvutati valemiga (Genty et al., 1996):

F F
PNPQ =7 T T (4)

Fluorestsentsi ja soojuskadude proportsioon neelatud valgusenergiast PSII reaktsioonitsentrite
tasandil, mille hulka rakk aktiivselt reguleerida ei saa, tdhistati @no ja arvutati valemiga
(Genty et al., 1996):

F

PNnO=1 (5)

o1, Onprg ja Ono 0N komplementaarsed saagised, mille summa on 1:

Qi+ OPNPQ + ONO =1 (6)
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4.3 Toitainete analiiis

Anorgaaniliste toitainete, nitraadi + nitriti  (NO4) ja fosfaadi, analiitisideks voeti
rakukultuuridest proove eksperimendi jooksul kokku kuuel korral: katse alguses, enne ja
parast lahjendusi, pérast toitainete lisamist, parast 48 h pimeinkubatsiooni ja katse 15pus.
Lisaks voeti proove katses kasutatud autoklaavitud toiteinetevaesest veest. Proovid koguti 10
ml Falcon tuubidesse ning siigavkiilmutati -20 °C juures kuni analiiliside libiviimiseni.
Toitainete analtiisid viidi 1dbi vastavalt ISO 15681-1 meetodile NOy mddtmiseks, kasutades
toitainete automaatanaliisaatorit Lachat QuikChem 8500 Series 2 (Lachat Instruments, Hach

Company). Magramispiir PO,> ja NO* miiramisel oli vastavalt 0.06 ja 0.07 pmol L™.
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5. Tulemused

5.1 Rakukultuuride arvukuse ja kasvukiiruse diinaamika

Toitainetevaestes kultuurides peatus rakkude kasv ootuspdraselt pédrast eksperimendi
kolmandat pieva, jiddes arvukuse 900-1000 rakku ml™ juurde (Joonis 6A). Rakkude

kasvukiirus langes ja jdi eksperimendi viiendast paevast nulli iimber (Joonis 6B).

Toitaineterikaste kultuuride arvukus pérast pimedas inkubeerimist kasvas alates eksperimendi
kiimnendast pédevast, SO kaks O0pdeva pédrast pimeinkubatsiooniaja 16ppu, 31.6%. Kahe
kultuuri arvukused ei olnud statistiliselt oluliselt erinevad (t-test, p = 0.144, n = 21).

Toitaineterikaste kultuuride maksimaalne kasvukiirus jii ~ 0.2 (pdevas) juurde (Joonis 6B).
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Joonis 6: Heterocapsa triquetra arvukus (A) ja kasvukiirus (B) toitainetevaestes ja —rikastes
kultuurides eksperimendi kestel. Siimbolid tdhistavad triplikaatide keskmiseid. Veapiirid

néitavad keskvairtuse standardviga (n=3).
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5.2 Fotokeemiline aktiivsus

5.2.1 Maksimaalne fotosiinteesi efektiivsus

Maksimaalne fotosiinteesi efektiivsus (F\/Fy) langes toitainetevaestes kultuurides kuni
eksperimendi 11. pdevani, kahanedes 0.8st 0.6ni (Joonis 7), ndidates rakkude maksimaalse
fotosilinteesi vOoimekuse vidhenemist ehk jarjest enamate reaktsioonitsentrite t66voimetuks
muutumist. Toitainetevaeste kultuuride Fu/Fy, viihenes ajas (Joonis 8; Regressioonanaliiiis, R?
=0.52, p=1.77-10"). Katse kahel viimasel paeval t3usis toitainetevaestes kultuurides Fy/Fp
védrtuseni 0.7, mis viitab tookorras reaktsioonitsentrite osakaalu tousule ning raku
fotostinteesi aparaadi iildisele paranemisele. Toitainetevaeste kultuuride F./Fy, ja kasvukiiruse
vahel statistiliselt olulist korrelatsiooni ei leitud (Pearsoni korrelatsiooni analiiiis, R = 0.32, p
=0.07, n = 33).
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Joonis 7. Heterocapsa triquetra toitainetevaeste ja -rikaste kultuuride fotosiinteesi
efektiivsus. Siimbolid tdhistavad triplikaatide keskmiseid. Veapiirid nditavad keskvairtuse
standardviga (n = 3).

Toitaineterikaste kultuuride F,/Fp, saavutas parast pimeinkubatsiooni suurema stabiilsuse ning
vadrtused jaid 0.75-0.8 juurde, ndidates toitainetevaestest kultuuridest paremat fiisioloogilist
seisundit eksperimendi teises pooles. Kahe kultuuri F,/Fn, vaartused olid statistiliselt oluliselt

erinevad (t-test, p=2.57-10°, n = 45).
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Joonis 8: Toitainetevaeste kultuuride F./Fn, ajas, mida saab kirjeldada vorrandiga F./Fy =
0.81-aeg-0.02.

5.2.2 Komplementaarsed fluorestsentsisaagised

Komplementaarsete fluorestsentsisaagiste diinaamika toitainetevaestel kultuuridel oli
eksperimendi esimeses pooles suhteliselt ebastabiilne (jarsud muutused ¢ ja ¢@no
parameetritel). Eksperimendi teises pooles on nende diinaamika stabiilsem, kuid toimunud on
fotoregulatiivne muutus. @y langes eksperimendi jooksul langenud F./Fp, tottu (jarjest suurem

osa reaktsioonitsentritest muutus todvoimetuks) ja suurenenud @npg ja @no tottu.

Kui eksperimendi alguses kasutasid rakud 60-70% neelatud energiast fotosiinteetilisteks
reaktsioonideks (@), siis eksperimendi 10pus oli selleks vaid 40%. Eksperimendi 15pus
slivenevas toitainetestressis, kadus koige suurem osa neelatud energiast soojuseks ja
fluorestsentsiks  (pnpg  ja  Ono).  Umbes  45% neelatud  valgusenergiast — eraldus
reaktsioonitsentrite tasandil (eno), védiksem osa neelatud energiast eraldus valgust piitidvate
pigmentide antennitasandilt (¢npg), olles eksperimendi esimestel pdevadel 0.1 ja viimastel

pdevadel 0.2.

Komplementaarsete fluorestsentsisaagiste diinaamika toitaineterikastel kultuuridel oli
markimisvaérselt stabiilsem kui enne toitainete lisamist katse esimeses pooles.
Pimeinkubatsiooni jarel kasutati ~60% neelatud valgusenergiast fotosiinteetilisteks
reaktsioonideks (¢n), katse 10pus langes see ~40-50% juurde. onpg Oli  pérast

pimeinkubatsiooni vahemikus 0.06-0.17, seevastu ¢ langes komplementaarselt 11%
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vahemikus 0.64-0.53 katse 10pus. @y langus ja komplmentaarne @npq tdus tédhendab, et iiha
suurenev osa neelatud energiast suunati soojusenergiaks ja vidhenev osa fotosiinteetilisteks
reaktsioonideks. ono védrtused piisisid ~0.3 juures pimeinkubatsiooni 10pust kuni katse

viimase paevani.
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Joonis 9: Heterocapsa triquetra toitainetevaeste (A) ja toitaineterikaste kultuuride (B)
komplementaarsed fotosiinteesi fluorestsentsi parameetrid: efektiivne fotosiinteesi efektiivsus
(ou), reguleeritav mittefotokeemiline energia kustutus (oneg) Jja mittereguleeritav
mittefotokeemiline energia kustutus (ono). Stimbolid téhistavad triplikaatide keskmiseid.

Veapiirid néditavad keskvéaartuse standardviga (n = 3).

5.2.3 Toitainete omastamine

Enne toitainete lisamist katse kuuendal paeval oli kultuurides 0.44 pmol L ™nitraati ning 0.67

umol L™ fosfaati (Joonis 10).

Katse kuuendal péeval rikastati enne pimedasse viimist pooled kultuurid toitainetega.
Toitainete lisamise jdrel oli kolbides 4.53 pmol L™ nitraati ja 0.91 pmol L™ fosfaati. 48 h
pimeinkubatsiooni jdrel védhenes oluliselt nitraadi sisaldus kultuuris (Joonis 10). Nitraati
omastati pimeperioodi jooksul triplikaatide keskmisena 2.08 pmol L™, fosfaati 0.15 pmol L™.
Pédrast pimeperioodi mdddeti toitainete sisaldust uuesti 24 h méddumisel inkubaatoris, kus oli

valguse:pimeduse tsiikkel (16:8 h) ning valgustugevus 200 pmol m? s, mille jooksul oli
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kolme replikaadi keskmisena omastatud 1.69 pmol L™ nitraati ja 0.14 pmol L™ fosfaati.

Nitraati ja fosfaati omastas H. triqutra nii pimedas kui valges iisna sarnases suhtes, vastavalt
13:1ja 12:1.
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Joonis 10: Toitainete (NO,, PO,%) sisaldus toitaineterikastes kultuurides enne toitainete
lisamist ja pimedasse viimist, parast toitainete lisamist pimedasse viies, parast 48 h pimedas
ning pérast seda, kui kultuurid olid olnud 24 h inkubaatoris (valge:pime tsiikkel 16:8,

2 s1). Tulbad tihistavad triplikaatide keskmiseid. Veapiirid
nditavad keskvéaartuse standardviga (n=3).

valgustugevus 200 umol m

Toitainetevaestesse kultuuridesse ei lisatud katse 10puni toitaineid, ometi niitasid viimasel
péeval vdetud toitainete analiiiisid NOy sisalduseks triplikaatide keskmisena 1.32 pmol L™,

ehk NOy kontsentratsioon katse 16puks toitainetevaestes kultuurides tdusis kolmekordseks.

32



6. Arutelu

Too peamiseks eesmargiks oli ndidata, et dinoflagellaat Heterocapsa triquetra suudab
pimedas omastada toitaineid ning sisemiste toitainete varude abil paljuneda ning parandada
oma fiisioloogilist seisundit ja fotosiinteesivoimekust. Katses selgus, et H. triquetra on
voimeline pimedas anorgaanilisi toitaineid omastama, mille tulemusena paranes maksimaalne
fotostinteesi efektiivsus (F.,/Fn) ning siilis korge efektiivne fotosiinteesi efektiivsus (oy)

vorreldes toitainete lisamise eelse perioodiga.

Katse tulemused nditasid, et H. triquetra suudab siilitada populatsiooni suurust ja head
fotosiinteesivoimekust suhteliselt pikka aega pérast toitainete l0ppemist vees. Sellised
tulemused lubavad eeldada, et suvisel ajal iilemises segunenud veekihis esinev H. triquetra
voib taluda hésti toitainetevaeseid tingimusi, kuni kasvuks sobilike tingimuste paranemiseni.
Selle toestuseks on Soome lahe tilemises toitainetevaeses segunenud veekihis registreeritud
2009. aastal korged klorofiill a sisaldused, kui koosluses domineerisid tsiianobakterid ja H.
triquetra (Lips et al., 2011). Oitsengud kestsid iile iihe nidala, langedes pdhimdtteliselt kokku

magistritdo katse pikkusega.

Pirast 48 h toitaineterikast pimeinkubatsiooni ei tdusnud uue valgusperioodi alguses rakkude
kasvukiirus. Populatsiooni kasvu moddeti alles 72 h pérast pimeinkubatsiooni 16ppu, mille
itheks pohjuseks voib olla see, et toitainete moju realiseerumine rakujagunemisena voib
dinoflagellaatidel olla pikem protsess, mille tulemused on néha paari pdevase viibega. Samal
ajal oluliselt paranenud fotosiinteesi efektiivsused (nii FJ/Fn kui ka ¢) vorreldes
toitainetevaeste  kultuuridega, olid moddetavad juba  jargmisel pdeval pérast
pimeinkubatsiooni 16ppu. Tdendoliselt kasutati sisemisi toitainete varusid kohe uute

fotosiinteesiks vajalike biomolekulide siinteesimiseks ja raku fiisioloogia parandamiseks.

Nitraati ja fosfaati omastas H. triqutra nii pimedas kui valges sarnases suhtes. Rakud ei
omastanud 48 h pimeperioodi jooksul toitaineid tdielikult dra, seega kumbki element ei jadnud
omastamist limiteerima, kiill aga vois kultuuri s66tmesse vdike kogus jérgi jaanud toitaineid
mdjutada edasist kasvu jargnenud valgusperioodi valtel. Eksperimendi viimasel, 13. paeval,
moddeti seni kogu aeg toitainete ndljas olnud kultuurides oodatust korgemad nitraadi ja
fosfaadi kontsentratsioonid, mille mdju vdis avalduda ka fotofiisioloogia paranemises. Selle
pOhjuseks voiks olla vananevas kultuuris surnud rakkude poolt vette lekitatud toitained, mis

toetasid elujoulisemate rakkude filisioloogiat.
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6.1 Arvukus

Parast eksperimendi teisel paeval tehtud lahjendust, mille eesmérgiks oli viia rakkude arvukus
~1000 rakku ml™ piirdesse, ei esinenud toitainetevaestes kultuurides enam rakkude arvukuses
olulisi muutusi kuni katse 16puni. Toendoliselt limiteeris rakkude kasvu madal NOy
kontsentratsioon. Magistrit66 tulemused toetavad seda, et H. triquetra suudab fototroofina
(lisaks potentsiaalsele miksotroofsusele) iile elada ebasobiva kasvuperioodi, mis vdib olla ka
tema domineerimise pohjuseks hilissuvistes Oitsengutes. Populatsiooni piisimisele vois kaasa
aidata toitainetevaestes kultuurides rakkude suuruse vihenemine (andmeid kéesolevas t60s
esitatud ei ole), mis on omane oligotroofsetele veedkosiisteemidele (Rhee, 1978; Suttle &
Harrison, 1988) ning vois olla potentsiaalne kohastumus iile elamaks mineraaltoitainetevaene

periood.

Pimedas omastatud NOj3™ toetab mitmete dinoflagellaatide kasvu valguses (Maclintyre et al.,
1997). H. triquetra toitaineterikastes kultuurides oli kahel eksperimendi pdeval pérast
pimeperioodi positiivne kasvukiirus. Katses lisatud toitainete hulk oli piisav, et teoreetiliselt
olnuks voimalik kultuuride arvukuse tdus 100% liihikese perioodi (2-3 pideva) jooksul,
reaalselt kasvas populatsioon alates kiimnendast katse paevast 31.6%. Arvukuse tousu ei
pruukinud pohjustada iiksnes pimedas omastatud toitained, see vois olla tingitud ka pérast
pimeinkubatsiooni valges omastatud toitainete hulgast. Eeldatust madalam populatsiooni kasv
voib olla seletatav erinevate pohjustega. Kasvu vois limiteerida liiga madal vees lahustunud

CO; kontsentratsioon voi tundsid rakud puudust monest mikroelemendist.

6.2 Kultuuride maksimaalne fotostinteesi efektiivsus

Fiitoplanktoni rakkudele on olulised makrotoitained (nditeks nitraat ja fosfaat), mis on
vajalikud rakkude kasvuks, ning piisav kogus rauda, mis on vajalik fotosiinteesiaparaadi
korrashoiuks (Mackey et al., 2008). Raua ja makrotoitainete limitatsioon tekitab fiisioloogilist
stressi. Pidev toitainetestress, kui muud kultiveerimise tingimused (valgus, temperatuur,
lahustunud siisihappegaas) on optimaalsed (Parkhill et al., 2001), avaldab moju
fotosiinteesivoimekusele, mille heaks indikaatoriks on F./Fn. Madalaid F,/F véirtusi voib
seostada N ja/vdi P vaegusega ning toitainete lisamine voib viia kdrgemate F\/Fp, vdértusteni

(Rattan et al., 2012).
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H. triquetra fotosiinteesi efektiivsus (F./Fn) vahemikus 0.6-0.8 (Joonis 7) viitab rakkude
potentsiaalselt hésti funktsioneerivale fotosiinteesi aparaadile ja rakkude heale fiisioloogilisele
seisundile nii toitainetevaestes kui —rikastes kultuurides (Falkowski & Raven, 2007). Sarnase
tulemusteni on joudnud Maclintyre et al., (1997) toitainete poolt limiteeritud Alexandrium
tamarense poolkemostaatkultuurides. Oletatakse, et lammastikundlja ajal on (iilearunc)
lammastik (N) varutud CO; siduvasse ensliimi RUBISCO ja sealt on vdimalik N
mobiliseerida mujale ldmmastikku vajavatesse funktsioonidesse, nditeks fotoslinteesi aparaadi

t00sse, mis voib olla korge F,/Fr, pohjuseks (Geider et al., 1998).

Lammastiku limitatsiooni ajal toitanetevaestes kultuurides F./Fn langes (kuni katse 11
pdevani), aga mitte kriitiliselt madalale tasemele. F,/Fp, tdus alates katse 11. pdevast vois olla
tingitud vananevas kultuuris rakkude poolt vette lekitatud toitainetest, mis parandasid teiste
rakkude fotosiinteesivoimekust. Lammastikulimitatsioonist tingitud F./Fp vdhenemist on
dokumenteeritud ka teistel fiitoplanktoni liikidel: Phaeodactylum tricornutum (Geider et
al.,1993), Dunaliella tertiolecta (Berges et al., 1996; Geider et al., 1998), Thalassiosira
weissflogii (Berges et al., 1996).

Toitaineterikaste kultuuride F./Fn, vdartused olid kohe pimeinkubatsiooni 10ppedes kdrgemad
kui toitainetevaestel kultuuridel, mis tdhendab, et pimedas omastatud toitained toetasid
piisivat korget F./Fn, ja seega rakkude head fiisioloogilist tervist. Limmastiku lisamise jérel
omastati NO3™ tdendoliselt kohe, et sdilitada korge F./Fn. F./Fy, reageerimine nii toitainete
limitatsioonile kui nende lisamisele niitab, et F,/Fn, saab kasutada toitainete limitatsiooni
diagnostikuna (Falkowski & Raven, 2007). Katse tulemused F,/Fr, kohta toitainetrikastes ja
-vaestes kultuurides toetavad varem kirjanduses avaldatud tulemusi. Harilikult iseloomustab
toitainetendljas kultuuride F\/Fn, vaartusi vahemik 0.3-0.4 (Berges et al., 1996; Lippemeier, et
al., 2003; Young & Beardall, 2003) ning toitaineterikastel kultuuridel piisisid vahemikus 0.5-
0.7 (Berges et al., 1996; Lippemeier, et al., 2003; Young & Beardall, 2003). Uldlevinud
arvamusele, et F,/F, on hea indikaator toitainete limitatsiooni diagnostikas, leidub ka
vastupidiseid arvamusi (Parkhill, 2001).

6.3 Komplementaarsed fluorestsentsisaagised ¢y, Ono, Pnpo

Rakkude poolt neelatud valgusenergial on kolm vdimalikku teekonda. Neelatud energia
voidakse dra kasutada fotosiinteetilisteks reaktsioonideks (¢;) voi eraldatakse soojusena

antenni (Qnpg) vOi Soojuse ja fluorestsentsina reaktsioonitsentrite (Qnpg) tasandil. Katses jélgiti
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antud parameetrite (@, Ono, Onpg) kditumist toitainetevaestes ja —rikastes H. triquetra

kultuurides.

Lammastiku limitatsioon voib mdjutada mitmeid flitoplanktoni protesse, néiteks fotosiinteesi,
ja valkude siinteesi (Berges et al., 1996; Jansen et al., 1996). Fotosiintees voib olla mojutatud
nditeks energia kogumise efektiivsuse vdhenemise kaudu, mille pohjuseks on klorofiill a
viahenemine (klorofiill a sisaldab lammastikku). Samuti vdhendab N-limitatsioon valkude
slinteesi, mis mdjutab fotosiisteem I (PSI) ja fotosiisteem I1 (PSII) reaktsioonitsentrite valkude
sisaldust, viies 10puks fotokeemilise energia muundamise suutlikkuse véihenemisele.
Lammastikustressi korral on raku vOime parandada fotosiisteemikahjustusi vidhenenud
(Iammastik on vajalik valgu D1 siinteesiks de novo), seega D1 kahjustused suurenevad ning
on saagikus vidheneb (Prezelin & Matlick, 1986; Kolber et al., 1988). D1 on PSII
reaktsioonitsentritega seotud valk, mis aitab parandada fotoinhibeeritud reakstsioonitsentreid.
Valgu D1 kiire ringluse tottu arvatakse PSII olevat rohkem mojutatud ldmmastiku

limitatsioonist kui PSI, mille valgud on stabiilsemad (Berges et al., 1996).

Kéesolevas t60s mojutas ldmmastiku  limitatsioon  toitainetevaeste  kultuuride
komplementaarseid fluorestsentsisaagised. Ebastabiilsed fluorestsentsi parameetrid katse
esimeses pooles voivad viidata juba algavale fotosiinteesistressile. ¢ langus ja
komplementaarne ¢no ja ¢@npq tdus on indikatsioon reaktsioonitsentrite kahjustustest —
neelatud energiat kasutatakse vdhem siisiniku sidumiseks ja toitainete assimilatsiooniks
(biomolekulide siinteesiks). Suurem osa neelatud energiast ‘“raisatakse” soojuse ja
fluorestsentsina. Suurenev soojuse eraldumine stressi tingimustes on fiitoplanktoni normaalne
reaktsioon kui kéttesaadavatest ressurssidest ei piisa et utiliseerida pigmentidele langev
valgus. Soojuse eraldamine aitab véltida fotokahjustusi, mis &drmistel juhtudel voib viia
pigmentide pleekimiseni ja raku surmani. Soojuse eraldumise taga on erinevad protsessid ja
seetdttu eristatakse peamiselt kahte liiki energia mittefotokeemilist Kustutust: ono ja @npg.
Harilikult iseloomustab heas fiisioloogilises seisundis kultuuri @npg, mis on kdrgem kui @no,
mis tdhendab, et suurem osa soojusest eraldatakse valgust piitidvate fotosiinteesipigmentide
antenni tasandil. Viimase pdeva korgenenud ¢ ja vdhenenud o¢no véadrtuse pohjuseks
toitainetevaestes kultuurides voib olla vananevas kultuuris surnud rakkude poolt vette
lekitatud toitained, mis parandasid elus rakkude fotosiinteesivoimekust. Selle toestuseks voib
pidada eksperimendi viimasel pdeval modddetud oodatust kdrgemaid nitraadi ja fosfaadi

kontsentratsioone. Mingeid kindlaid oletusi iihe modtmispéaeva alusel siiski teha ei saa.
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6.4 Toitainete omastamine pimedas

Pimedasse viidud toitaineterikkad H. triquetra kultuurid omastasid 48 h pimefaasi ajal 2.08
umol L™ nitraati ning fosfaati vastavalt 0.15 umol L™ (Joonis 10). Eelnevalt kirjanduses
avaldatud t66d dinoflagellaatide toitainete (eriti nitraadi) omastamise kohta pimedas annavad
vastakaid tulemusi nii erinevate kui samade liikide seas. Heterocapsa niei (Loeblich 111)
Morrill & Loeblich III) omab pimedas limiteeritud voimekust omastada ja redutseerida
nitraati (Hersey & Swift, 1976). Cullen (1985) on nididanud, et nitraadikiillases koguses
kasvanud Heterocapsa niei omastab pimedas 60% vihem nitraati, kui valges. Oitsengus, kus
domineeris Gymnodinium splendens, moodustas pimedas omastatud nitraadikogus keskmiselt
69% valges omastatud kogusest (Dortch & Maske, 1982). Kédesoleva t66 tulemused néitasid,
et H. triquetra omastas pimedas nitraati 46% (48 h jooksul) olemasolevast kogusest ning
valges (24 h jooksul) 37.2 %. Kuna pimeperiood ja valges toitainete omastamisel mdddetud
periood on erineva pikkusega ei saa kindlalt viita, kas H. triquetra omastas rohkem toitaineid
pimedas voi valges, kuid kuna toitainete omastamine pimedas on energiakulukam kui valges,
siis voib eeldada, et H. triguetra omastas valges iihe pdeva kohta rohkem toitaineid Kui
pimedas. Arvestades pimedas omastatud nitraadi hulka iihe pieva kohta ja eeldades lineaarset
toitainete omastamist, moodustas pimedas omastatud nitraatide hulk ligikaudu 62% valges

omastatud nitraatide kogusest, langedes kokku kirjanduses eelnevalt avaldatud tulemustega.

Nitraati ja fosfaati omastas H. triquetra nii pimedas kui valges {isna sarnases suhtes (13:1 ja
12:1). Tulemused ei voimalda &elda, millises suhtes nitraat ja fosfaat biomolekulidesse
assimileeriti, aga N:P omastamise suhe, mis on <16, niitab, et limmastikku omastati vdhem
kui Redfieldi suhe eeldab. Fiitoplanktoni rakud assimileerivad C:N:P keskmiselt suhtes
106:16:1 (Redfieldi suhe) kui iikski element pole limiteerivaks teguriks (John & Flynn, 2000),
seetottu veekogus, kus N:P suhe on niiteks 30 viib see P limitatsioonini ning kui N:P suhe on
nditeks 5, tekib N limitatsioon (Beardall et al., 2001).

Rakud assimileerisid suhtes <16, mis on Redfield suhtest (Geider & Roche, 2002) veidi
madalamad, toetades siiski seni kirjanduses publitseeritut, kus on ka néidatud, et see suhe pole
alati konstantne (Falkowski, 2000). Laboris kultiveeritud fiitoplanktoniliigi korral voib
omastatud N:P suhe varieeruda 5:1 kuni 15:1 (Ryther & Dunstan, 1971), suurenedes
Alexandrium tamarense kultuuris eriti ekstreemse toitainete imitatsiooni korral kuni 20:1
(Nalewajko & Lean, 1980).
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Eksperimendi viimasel, 13. pdeval mdddeti seni toitainetendljas olnud kultuurides oodatust
korgemad nitraadi ja fosfaadi kontsentratsioonid, mille moju avaldus ka rakkude
fotoflisioloogia paranemises (F./Fy tous 60% juurest peaaaegu 70%ni) aga ei joudnud
realiseeruda rakkude arvukuse muutuses enne eksperimendi 16ppu. Esitame hiipoteesi, et
vananevas kultuuris lekitasid surevad rakud vette toitaineid, mis toetasid elujoulisemate

rakkude fiisioloogiat.

Toestatud H. triquetra voimekus omastada pimedas anorgaanilisi toitaineid toetab t60
hiipoteesi, et veesambas vertikaalselt migreeruv H. triquetra voib omastada mere
stigavamatest kihtidest anorgaanilisi toitaineid ning rdnnata seejdrel tagasi iilemisse
valgustatud toitainetevaesesse veekihti, et rakusiseste toitainete varude abil fotosiinteesida ja
kasvada. Soome lahes on tilemises segunenud ja valgustatud veekihis limiteerivaks toitaineks
nitraat, mistottu peaksid rakud siigavamatesse veekihtidesse migreerudes omastama just
nitraati. Selline tulemus toetab (Lips & Lips, 2014) uuringuid, kus néidati et H. triquetra
moodustab pinna-aluseid biomassi maksimume, mis asuvad nitrakliini peal ning kus pinna-

alused maksimumid vdivad esineda nidalaid.
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7. Kokkuvote

Ladnemeres on sageli registreeritud fiitoplanktoni klorofiill a pinna-aluseid maksimume.
Soome lahes esinevad pinna-alused klorofiill a maksimumid suvistes tingimustes, kus vesi on
temperatuuri jargi kihistunud ning iilemises segunenud veekihis on toitained ammendunud,
kuid korged toitainetevarud on saadaval allpool sesoonset termokliini. Vertikaalne
migreerumisvdoime voOimaldab rakkudel péddseda ligi siigavamas veekihis asuvatele
toitainetele. Vertikaalset migratsiooni voib pidada efektiivseks ellujidmisstrateegiaks

stratifitseerunud keskkonnas, kus valgus ja toitained on eraldatud fiitisikaliste gradientidega.

Kirjanduses on niidatud, et miksotroofne dinoflagellaat Heterocapsa triquetra on vdimeline
vertikaalseks migratsiooniks. Soome lahes moodustab H. triquetra pinnaaluseid biomassi
maksimume ~20 m siigavusel, jdddes nitrakliini peale. Kuna nitrakliin asub Soome lahe
fosfokliinist siigavamal, siis eeldatakse, et rakud migreeruvad sinna, et omastada
lammastikuiihendeid, mis on pealmises veekihis kasvu limiteerivaks komponendiks. Kui
anorgaanilised toitained vdi madalad valgustingimused on kasvu limiteerivad, siis on H.

triquetra rakkudel miksotroofina potentsiaal liilituda iimber saakorganismidest toitumisele.

Magistritoo tditis katse alguses piistitatud hiipoteesi — H. triquetra on vdimeline omastama
pimedas toitaineid, mis aitasid sdilitada rakkude head fiisioloogilist tervist ning tdsta
populatsiooni arvukust. Sellised tulemused lubavad arvata, et vertikaalselt migreeruv H.
triquetra omastab mere siigavamates kihtides nutrikliini peal anorgaanilisi toitaineid ja
seejarel migreerub tagasi iilemisse toitainetevaesesse valgustatud veekihti, et rakusiseste

toitainete varudele tuginedes fotosiinteesida ja kasvada.

Toitainetevaeste kultuuride muutumatu arvukus ning rakkude head fiisioloogilist tervist
néditavad F/F, védirtused lubavad oletada, et H. triquetra suudab siilitada populatsiooni
suurust ja head fotosiinteesivoimekust veel suhteliselt pikka aega pérast toitainete 10ppemist
vees. Sellised tulemused lubavad eeldada, et suvisel ajal {ilemises segunenud veekihis esinev
H. triquetra voib taluda hésti toitainetevaeseid tingimusi, kuni kasvuks sobilike tingimuste
paranemiseni. See voib olla pohjuseks, miks H. triquetra on toitainetevaeses vees voimeline
moodustama laiaulatuslikke ja pikaajalisi Oitsenguid koos ohuldmmastikku (N;) siduvate
tsiilanobakteritega. Eelnevalt pole t66 autorile teadaolevalt dokumenteeritud dinoflagellaadi H.
triquetra toitainete omastamise voimet valguse puudumisel, mistottu kéesolev t66 on

mirkimisvéirse tdhtsusega ning aitab kaasa Ladnemere dkosiisteemi diinaamika mdistmisel.
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8. Summary

The sub-surface chlorophyll a maxima have been observed in the Baltic Sea frequently. Sub-
surface Chl a maxima appear in the Gulf of Finland during summer, when water is stratified
by temperature and the upper layer of the gulf is depleted of nutrients, while below the
seasonal thermocline high nutrient reserves excist. The ability to migrate vertically allows
phytoplankton cells to access nutrients located in deeper layers. Vertical migration can be
regarded as an effective survival strategy in stratified environments, where light and nutrients

are separated by physical gradients.

This thesis is focused on a potentially mixotrophic dinoflagellate, Heterocapsa triquetra,
which has previously been shown to migrate vertically in the Gulf of Finland. H. triquetra
forms sub-surface maxima at a depth of ~20 m, accumulating above the nitracline. Nitracline
is located deeper than fosfocline in the Gulf of Finland, so it has been suggested that the cells
migrate exactly to nitracline to absorb nitrogen compounds that are growth-limiting factors in
the upper layer. H. triquetra as a potential mixotroph may take up particulate food when the

lack of inorganic nutrients or poor lighting conditions starts to limit phototrophic cell growth.

Master's Thesis answers the hypothesis proposed at the beginning of the experiment. The
experiment showed that H. triquetra is able to take up inorganic nutrients in the dark, which
supports cell growth and good physiological health. These results indicate that vertically
migrating H. triquetra acquires inorganic nutrients above the nutricline and travels back to the
euphotic zone to photosynthesize and grow using intracellular nutrient stores. Constant cell
count and high F,/Fy values in nutrient poor cultures indicate that cells were in a good
physiological health. Thus, H. triquetra may tolerate nutrient poor conditions in the upper
mixed layer during the summer until suitable conditions for growth are met. This may be the
reason why H. triquetra is capable of forming long-lasting blooms in nutrient-poor waters and
co-dominate in the phytoplankton community with nitrogen-fixing cyanobacteria. The novelty
of this work relys on that nutrient uptake in darkness by H. triquetra cells has not been

previously shown so far.
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