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Sissejuhatus

Oksiidatiivset  stressi  pOhjustavad reaktiivsed hapnikuiihendid, mis on tekkinud
ultraviolettkiirguse ja loodusliku orgaanilise aine omavahelisest interaktsioonist ning vdivad
veekogudes kasvada suurte kontsentratsioonideni (Xenopoulus, Bird, 1997). Kboige
plisivamaks reaktiivseks hapnikuiihendiks on vesinikperoksiid (H;0,), mis on vdimeline
liikkuma ldbi rakumembraani (Lesser, 2012), tekitades sellega kahjustusi makromolekulidele
(DNA, RNA, lipiidid, proteiinid; Xenopoulus & Bird, 1997) ja klorofiillile. See omakorda
mojutab fiitoplanktoni fotosiinteesiaparaati, fotosiinteesi efektiivsust ja ldbi selle ka eluiga
ning produktiivsust (Lesser, 2012; Wong et al., 2002).

Varasemalt on teostatud akuutseid katseid, mis uurivad oksiidatiivse stressi negatiivseid
mojusid fotosiinteesi efektiivsusele, kuid neid on vihe ja valdav osa neist keskendub
sinivetikatele, mille tundlikus stressorile on suur (Xenopoulus & Bird, 1997). Akuutse mdju
uurimiseks on enamasti kasutatud mitme stressifaktori koosmdju (ultraviolettkiirguse ja
vesinikperoksiidi mdju) fotosiinteesi efektiivsusele, mistdttu on andmed ainult oksiidatiivse
stressori kohta tihti vasturdédkivad ja ebapiisavad (Xenopoulus & Bird, 1997; Barrington and
Shadouan, 2008).

Bioloogilise mitmekesisuse ja liigirikkuse seisukohast on oluline teada, mis on oksiidatiivse
stressori pikaajaline toime ning kuidas see mojutab Okosiisteemi funktsioneerimist ja
stabiilsust (Loreau et al., 2001). Pikaajalise toime ennustamine on aga keeruline, sest
plankterite vesinikperoksiidi lagundamise kiirused on liigiti varieeruvad. Teada on, et
sinivetikatele voib juba vidike doos osutuda letaalseks ning rohe- ja ridnivetikad on stressi
suhtes reisistentsemad, kuid millest see on tingitud, pole teada (Drabkova et al., 2007;
Xenopoulus & Bird, 1997; Lesser, 2012).

Kiesoleva uurimust6d eesmidrk on anda ilevaade uurimustest, mis on Kkésitlenud
fiitoplankterite biodiversiteeti, funktsionaalset mitmekesisust ja oksiidatiivset stressi. T60
praktilises osas on uuritud oksiidatiivse stressori moju fiitoplankterite fotosiinteesi
efektiivsusele ja selle sdltuvust funktsionaalsest mitmekesisusest. T66 peamine hiipotees on, et
korgem funktsionaalne mitmekesisus leevendab oksiidatiivse stressori (vesinikperoksiidi;

H,0,) mojusid.



1. Bioloogiline mitmekesisus

Bioloogiline mitmekesisus on Okosiisteemide toimimise iiheks oluliseks indikaatoriks, mis
voimaldab vaadata muutusi nii ajas kui ruumis. Seda saab kasutada erinevate 6kosiisteemide
hindamiseks ja seireks (Chiarucci et al, 2011), kuna hdlmab koiki elusorganisme, nende
omavahelisi interaktsioone, kui terveid kooslusi (Mouchet et al, 2010). Mitmekesisus on
oluline ka Okosiisteemide stabiilsusele. Suur bioloogiline mitmekesisus toimib looduses
puhvrina, stabiliseerides Okosiisteemi funktsioone (nditeks produktsiooni) keskkonna
muutlikkuse tingimustes (Loreau et al., 2001).

Bioloogilise mitmekesisuse enim kasutatud indikaatoriks on liigiline mitmekesisus, mis
korreleerub tugevasti ka teiste indikaatoritega, nagu geneetiline mitmekesisus ja okosiisteemi
funktsionaalsus (Chiarucci et al., 2011). Olenemata suurest kasutatavusest 6koloogide seas,
kaasneb liigirikkuse moodtmisega komplikatsioone (Chiarucci et al., 2011). Peamiseks
puuduseks on just loendusmeetod, mis poOhineb erinevate liikide mdaédramisel, jittes
arvestamata nende arvukuse (Galotelli & Colwell, 2013; Chiarucci er al., 2011).
Usaldusvédrsete tulemuste saamiseks on uuringusse vaja kaasata rohkem kui iitht muutujat
(liikkide arv), mistottu on ©6koloogide seas leidnud laialdast kasutust Sahannon-Wieneri ja
Simpsoni indeksid. Mdlema indeksi t60pohimdte ldhtub vektorite moodustamisest ja korratuse
modtmisest, mis vOimaldab teha reaalseid hinnanguid uuritava oOkosiisteemi liigilisest
koosseisust (Masisi et al,. 2008). Sellised meetodid voimaldavad hinnata siisteemi entroopiat

ehk korratust (Chiarucci et al., 2011).

Fiitoplanktoni mitmekesisus

Fiitoplankton on poliifiileetiline rithm, mille evolutsioon algas umbes 3,5 miljardit aastat tagasi
sinivetikate tekkega. Erinevalt maismaataimedest on tegemist mikroorganismidega, millel
puuduvad lehed, varred ja juured ning mis on kohastunud pidevaks eluks vee pindmises kihis,
kuhu jouab fotosiinteesiks vajalik pdikesevalgus (Lee et al., 2010). Evolutsiooni tulemusena
on see mitmekesine organismide rithm jaotunud kaheks suureks grupiks: eukariioodid ja
prokariioodid. Prokariioodid on kahest grupist vanim ja tekkis maale umbes 3,5 miljardit
aastat tagasi. Prokariiootide ainukeseks oksiigeenseks fotoautotroofide rithmaks on

tstiaonobakterid ehk sinivetikad (Cyanobacteria). Nende nimi (Cyanobacteria) rdhutab



fiillogeneetilist kuulumist just bakterite hulka, mida kinnitab ka ehituslik olemus ja organellide
puudumine (puuduvad plastiidid, mitokonder, Golgi aparaat ja membraaniga iimbritsetud
tuum). Oluline areng, mille tulemusena kaks suurt gruppi lahknesid, tuleneb eukariiootide ja
bakterite omavahelisest endosiimbioosist, mis ldbi evolutsiooni viis plastiidi (kloroplasti)
tekkeni vabalt elavast tsiianobakterist (Lee et al., 2010; Reynolds, 2006). Erinevalt
prokariiootidest on eukariioodid péristuumsed, millele on iseloomulik kaksikmembraaniga
timbritsetud rakutuum, mitokondrid, Golgi kompleks ja muud eukariiootsed organellid. Rakku
katab rakumembraan, mis reguleerib ja kontrollib protoplasmasse liikuvate ainete sisse- ja
viljavoolu. Liitkumiseks on osadel fiitoplankteritel olemas vibur. (Lee et al., 2010; Reynolds,
2006). Olenemata liigitusest on fiitoplankterid viga olulised nii inimesele kui ka loodusele

(Giovanni & Stingl, 2005).



2. Funktsionaalne mitmekesisus

Funktsionaalne mitmekesisus (edaspidi FD, mis on tuletatud inglise keelsest mdistest
functional diversity) on mitmekesisuse komponent, mis mdjutab ja reguleerib Skosiisteemi
funktsioneerimise diinaamikat, stabiilsust, produktiivsust, toitainete tasakaalu ja palju teisi
aspekte. Erinevalt bioloogilisest mitmekesisusest ei ldahtuta FD mddtmisel mitte liikide arvust,
vaid moddetavatest tunnustest, mis mdjutavad iihte voi mitut Okosilisteemi funktsiooni
(Tillman et al, 2001). Tunnuste véaartusi kasutatakse mitmedimensionaalse koordinaatpilve
koostamisel, kus iga koordinaat vastab teatud liigile tunnusruumis (Schleuter et al., 2010).
Sellise 1dhenemine voimaldab uurida 6kosiisteemide erinevate protsesside, pakutavate teenuste
ja keskkondlike muutuste vastastikmehhanisme (Gray, 1997, Laliberte & Legendre, 2010).
Eeliseks on ka informatsioon, mis vOimaldab luua pohjuslikke seoseid Okosiisteemi
funktsioneerimise ja liikide tunnuste vahel. Erinevate seoste ja funktsioonide pohiselt saab
uurida keskkonna ja litkide omavahelisi interaktsioone, millest vOib teha jareldusi, miks teatud
liigiline koosseis on tekkinud (Devictor et al., 2010; Petchey & Gaston, 2002). Kuigi
funktsionaalse mitmekesisuse konseptsioon on vordlemisi kergesti mdistetav, on hiljutised

uuringud néidanud, et selle modtmine on osutunud keeruliseks (Schleuder et al., 2010).

Funktsionaalsed tunnused

Funktsionaalsed tunnused on fenotiiiibi osad, mis mojutavad erinevaid protsesse 0kosiisteemis
ja médravad dra liikide rolli selle funktsioneerimisel (Petchey & Gaston, 2006; Cadotte et al.,
2011). Tunnuseks voib olla itikskdik milline omadus, mis potentsiaalselt mdjutab organismi
kohasust. See voib olla fiiiisiline, biokeemiline, kditumuslik voi fenoloogiline (Cadotte et al.,
2011; Violle & Jiang, 2009; Verbeck et al., 2013).

Erinevalt taksonoomilisest ldhenemisest vdimaldavad funktsionaalsed tunnused tuua
pohjuslikke seoseid liigi ja keskkonna vahel. Tunnuste pohiselt saab uurida 6kosiisteemi poolt
pakutavate teenuste (elupaigad, toit) kasutust ning teha jédreldusi uuritava piirkonna
mitmekesisuse kohta - piisima jddvad liigid, millel on vastava keskkonna suhtes vajalikud
adaptatsioonid (Verbeck et al., 2013). Muutused keskkonnas reguleerivad ka ©kosiisteemi
liigilist ja funktsionaalset koosseisu, sest erinevad looduslikud ja antropogeensed héired
voivad muuta viljakujunenud adaptatsioonide olulisust. Ressurside iimberjaotused ja tunnuste

muutused on mitmekesisuse seisukohast erakordselt olulised, sest voimaldavad hinnata liikide



ja mitmekesisuse piisimajddmist (Verbeck et al., 2013).

Fiitoplanktoni funktsionaalsed tunnused

Fiitoplanktonite funktsionaalseid tunnuseid médrates ldhtutatakse nende morfoloogiast, sest
see on tugevasti seotud funktsionaalsete omadustega nagu suurus, vajumise kiirus, toitainete
omastamine, herbivooria ja populatsiooni suurus ning selle biomass (Kruk et al., 2010;
Litchman et al., 2007).

Toitainete kittesaadavust mojutab enim just suurus - fiitoplanktoni suurus ja kuju méiérab dra
raku pindala ja ruumala omavahelise suhte, mis otseselt mdjutab toitainete omastamist.
Ellujddmise seisukohast on oluline ka fiitoplanktonite liikuvus ehk motoorika. Mobiilsed
plankterid on vdimelised migreeruma soodsamatesse pelaagilistesse kihtidesse, mis tagab neile
parema toitumis- ning valgustingimused ja vdimaldab viltida settimist. Liikuvus soodustab
toitainete kiiremat omandamist, sest selle kdigus Oheneb diffusiooni piirkiht raku timber
(Weithoff, 2003). Okosiisteemides, kus limmastik piirab kasvu, saavad eelise sinivetika liigid,
mis on vOimelised siduma ohulammatikku (Lee et al., 2010).

Fiitoplanktonit mdjutavad oluliselt veetemperatuur ja valgustingimused, mis reguleerivad
fotosiinteesi kaudu toimuvat siisiniku sidumist ning respiratoorseid vajadusi (Reynolds, 2006;

Harvey et al., 2013).

Raku suurus kui oluline tunnus

Viiksemate modtmetega plankterid (alla 5 um) omavad eelist keskkonnas, kus toitained on
limiteeritud. Viiksemad rakumodtmed tdhendavad, et raku pindala ja ruumala suhe on
toitainete omastamiseks soodsam (Mousing et al., 2014). Kuigi suured rakud ei ole toitaine
omastamises nii efektiivsed kui vidikesed, esineb neil teatud tunnuseid, mis seda
kompenseerivad. Suured modtmed on kasulikud olukorras, kus toitainete kittesaadavus on
kdikuv, sest vakuoolid on vdimelised neid varuma. Kuna mootmed reguleerivad ka plankterite
vajumist, siis sOltuvalt keskkonnast ja sealsetest hdiringutest, voivad need &dra médrata
elukestvuse (Lichtman et al., 2010). Kuigi viiksemad plankterid omavad eelist toitainete
omandamises, on nad kergemini omastatavad zooplankterite poolt (Weithoff, 2003).
Pigmendiline koosseis

Fiitoplanktoni rakud neelavad valgust fotosiinteesivate pigmentidega. Pigmendid neelavad
footoneid kindlatest spektri piirkondadest, peegeldades teisi lainepikkuseid samaaegselt tagasi

(Stomp et al., 2004). Peamisteks fotosiinteesivateks pigmentideks on erinevad klorofiilli
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vormid, fiikobiliinid ja karotinoidid, mis on heas kooskdlas fiitoplanktoni taksonoomilise
kuuluvuse (Lee, 2008).

Pigmendilisest koosseisust sOltub millistel lainepikkustel ja intensiivsustel on plankterid
vOimelised valgust piilidma. Arvestades, et valgustingimused on isegi homogeenses
keskkonnas — nagu niiteks meri — ikkagi vordlemisi vahelduvad, siis liikide mitmekesisuse
kujunemisel saab oluliseks just plankterite vdime fotosiinteesida ka kehvades

valgustingimustes (Stockenreiter et al., 2013).

Fiitoplanktoni funktsionaalsed rithmad

Funktsionaalse = mitmekesisuse =~ mo0tmine on  vOrreldav  tunnuste  jaotumisega
multidimensionaalses ruumis (Mouchet er al., 2010), mis tihendab, et enne kui FD-d saab
modta, tuleb kindlaks teha liikide tunnused ning jaotada need rithmadesse (Petchey & Gaston,
2002. Petchey & Gaston, 2006). Riihmadesse jaotatakse liigid, kellel on sarnane moju
Okosiisteemile (Diaz & Cabido, 2001). Selline metoodika ei ldhtu klassifitseerimisel
taksonoomiast, kiill aga vOib korreleeruda taskonoomiaga, juhul kui funktsionaalsed tunnused

on fiillogeneesis konserveerunud (Kruk et al., 2010).

Kruk et al. (2010) on fiitoplanktonid jaotanud seitsmesse funktsionaalsesse gruppi (joonis 1):

1. vidikesed. suure eripinnaga organismid (S/V);

2. viikesed viburiga organismid, mil esinevad rakuvilised rinist struktuurid;
3. suured niitjad aerotoopidega fiitoplankterid;

4. keskmise suurusega eritunnuseta organismid;

5. tiherakulised viburiga varustatud keskmised kuni suured organismid;

6. ranipantsriga viburita organismid;

7. suured limajad kolooniad.
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Joonis 1. Fiitoplanktoni seitse morfoloogiapohist funktsionaalset rithma (Kruk et al,, 2010)

Funktsionaalse mitmekesisuse viljendamiseks kasutatavad indeksid

Funktsionaalse mitmekesisuse indeksid uurivad, kui suur osa uuritavast Okosiisteemist on
erinevate litkide ja nende tunnuste poolt hdivatud (Schleuter er al., 2010). Modtmiseks
kasutatakse mitmeid indekseid, mis voimaldavad tunnustepohiselt anda erinevaid hinnanguid
okosiisteemide kohta (Schleuter et al., 2010; Petchey & Gaston, 2006). Levinuimad on neli
erinevat mitmedimensionaalset indeksit, mis koosnevad pidevate tunnuste véirtustest ja
kirjeldavad erinevaid FD aspekte: funktsionaalne rikkus (edaspidi FRic, mis on tuletatud
inglise keelsest mdistest functional richness), funktsionaalne iihtlus (edaspidi FEve, mis on
tuletatud inglise keelsest mdistest functional eveness), funktsionaalne lahknemine (edaspidi
FDiv, mis on tuletatud inglise keelsest mdistest functional divergence; Mason et al., 2005) ja
funktsionaalne dispersioon (edaspidi FDis, mis on tuletatud inglise keelsest mdistest
Sfunctional dispersion; Laliberte & Legendre, 2010).

FRic ehk funktsionaalse rikkuse indeks moddab, kui suur osa niSiruumist on mingite koosluste
liikkide poolt hdivatud (Schleuter er al., 2010). FRic modtmisel ldhtutakse kas iihest voi
mitmest tunnusest, mille pohiselt arvutatakse erinevate liikide jaotus tunnuseruumis. Kui
uuritavaks on ainult iiks tunnus, siis selle vairtus saab olla vahemikus 0-100% (Mason et al.,
2005). Mitme tunnuse puhul tuleb kasutada multidimensionaalset moddet, mis kaasab
arvutusse koosluse erinevad darmuslikud véartused. See tdhendab, et kui mone liigi tunnus

jadb koosluse miinimumi ja maksimumi vahele, siis ei mojuta see FRic vairtust (Villeger et

al., 2008).



FEve moodab liikide ja nende funktsionaalsete tunnuste jaotuse iihtlust. Uuritakse, kas liikide
omadused on tunnuseruumis jaotunud regulaarselt ehk omavad sarnaseid véirtuseid ldhimate
naabritega (Schleuter et al., 2010). Indeksi arvutamisse kaasatakse tunnuste iihtlus nii
liigisiseselt kui ka liikide vaheliselt, nédidates sellega dra Okosiisteemide erinevate niSide
hdivatuse (mis suuruses, milliste liikide poolt). See tdahendab, et kui FEve on madal, siis teatud
Okostisteemide nissides on tunnused jaotunud ebaiihtlaselt, mistottu ei kasutata dra nende tiit
potentsiaali (Villeger et al., 2008).

FDiv mdoddab liikide funktsioonide varieeruvust ja nende jaotust/koondumist tunnuseruumis
(Schleuter er al., 2010). FDiv arvutamisel ldhtutakse iihest voi mitmest tunnusest (Mason et
al., 2005). Arvutades seda iihest tunnusest, saadakse teada, kuidas on funtsionaalsete tunnuste
arvukus uuritavas 0kosiisteemis jaotunud. Mitu tunnust véimaldab vaadata, kuidas on liikide
arvukus erinevate funktsionaalsete tunnuste vahel jaotunud (Villeger ef al., 2008). Madal
divergents tdhendab, et arvukamate liikide funktsionaalsed tunnused on populatsiooni
keskmisega sarnased, mistdottu on liikide vahelised erinevused viikesed ja konkurents
ressurside pérast suur. Suur divergents eeldab aga keskmisest ddrmuslikemaid véértusi, mis
annaksid eelise olelusvoitlusel ja tdstaks ressurside kasutamise efektiivsust (Villeger et al.,
2008; Mason et al., 2005).

FDis on iiksikute ja koikide tunnuste vaheline keskmine kaugus mitmemddtmelises
tunnusteruumis. See voimaldab arvutada funtsionaalset mitmekesisust, nihutades selleks
arvukama liigi védrtust populatsiooni keskmise védrtuse suunas, millest arvutatakse keskmine
dispersioon. Keskmise dispersiooni ja iiksikute liikide vaheliste kauguste pohiselt mdoddetakse
tunnuste viaartust. FDis on keskmise absoluutse korvalkalde indeksi (MAD, mis tuleneb
inglise keelsest sOnast mean absolute deviation) analoog, kus mitmete erinevate muutujate
kaasamine vdimaldab likvideerida FD arvutamise potentsiaalsed vead, mis on tingitud

liigirikkuse kaasamisest (Laliberte & Legendre, 2010).
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3. Oksiidatiivne stress

Looduses esineb aatomeid ja molekule, mis omavad paardumatta elektrone (radikaalid), mis
on ebastabiilsed ja viga reaktiivsed, sest moodustavad paare teiste elektronidega. Selline
protsess kutsub esile hapniku redutseerumise, mis pohjustab oksiidatiivset stressi (seisund, kus
oksiidatsioon {iletab antioksiidandi siisteemi ldvendi, muutes sellega nende omavahelist
tasakaalu; Yoshikawa & Naito, 2002). Redutseerumine voib toimuda kahel viisil: otsene nelja
elektroni redutseerumine hapnikust vetteja kahe elektroni redutseerumine vesinikperoksiidiks.
Oksiidatiivne stress kujutab endast suurt ohtu, sest kahjustab rakke, makromolekule (DNA,
RNA, lipiidid, proteiinid) ning tapab baktereid (sinivetikad; Xenopoulus & Bird, 1997). Enim
levinud oksiidatiivse stressori allikateks looduses on reaktiivsed hapnikuiihendid (Xenopoulus
& Bird, 1997).

Reaktiivsed hapnikuiihendid (edaspidi ROS, tuleneb inglise keelsest sOnast reactive oxygen
species) kuuluvad molekulide perekonda, mis sisaldavad viga reaktiivseid vabu
hapnikuradikaale (nt superoksiidanioon ja hiidroksiiiilradikaali; Gough &Cotter, 2011). ROS
(nt vesinikperoksiid) on tekkinud ultraviolettkiirguse ja loodusliku orgaanilise aine
omavahelisest interaktsioonist ning nende sisaldus vOib tdusta suurte kontsentratsioonideni,
pOhjustades oksiidatiivset stressi (Xenopoulus & Bird, 1997).

Reaktiivsete hapnikuiihendite toksilisus on tingitud nende ehitusest: nende viliskihis on iiks
paardumatta elektron. On olemas ka ithendeid, mis omavad paaris molekule (H,O,), kuid mida
kaasatakse siiski ROS hulka. See on tingitud nende aatomite rithma ebastabiilse O-O sideme
tottu, mille katkemisel vabanevad loodusesse viga reaktsioonivoimelised radikaalid (HO;
Lesser, 2012).

Kuigi veekogudes leidub reaktiivseid hapnikuiihendeid, siis nende kontsetratsioonid
varieeruvad piirkonniti (Sullivan er al., 2005). Varieeruvused on tingitud nii piirkondade
eriparadest (kliima) kui ka antropogeensetest mojudest (Fabry et al., 2008; Harvey et al.,
2012). Peamisteks allikateks peetakse fotokeemilisi reaktsioone, atmosfédri depositsiooni ja
bioloogilist produktsiooni, millest fotokeemilise osatihtsus on kdige suurem (Wong et al.,

2002).
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ROS moju veekogude okosiisteemile ja fiitoplankterile

Looduses esineb veekogusid, kus ROS kontsentratsioonid on korged (Wong et al., 2002).
Konsetratsioonid voéivad ulatuda kuni 10 uM, kuid iildiselt on vahemikus 0,5-200 nM
merevees ja kuni 800 nM jirvedes (Xenopulus & Bird, 1997). Oksiidatiivne stress veekogus
vOib pohjustada klorofiillide pleekimist, mutatsioone ja kahjustada rakumembraane, mis
omakorda mojutavad fotosiinteesivoimet (Lesser, 2012; Wong et al., 2002).

ROS lagundamise kiirus soltub nii liigist, pigmendilisest koosseisust kui ka raku suurusest
(Wong et al., 2002). Kuigi erinevad uurimustddd on kisitlenud oksiidatiivset stressi (Wong et
al., 2002; . Xenopoulus & Bird, 1997; Barrington & Ghadouani, 2008), siis nendes toddes ei
ole uuritud oksiidatiivse stressi mdju fiitoplanktoni fotosiinteesiaparaadile ning selle sdltuvust

funktsionaalsest mitmekesisusest.
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4. Materjal ja meetodid

4.1 Eksperimendi iilesehitus
Eksperimendi eesmirk oli uurida oksiidatiivse stressi mojusid fiitoplanktonile ja selle sdltuvust

koosluse funktsionaalsest mitmekesisusest. Katses on kasutatud kuut erinevat fiitoplanktoni
liikki (Tabel 1), kombineerides neid erineva funktsionaalse mitmekesisusega kunstlikeks
kooslusteks. Oksiidatiivse stressi tekitajana kasutati apteegist ostetud hiidroperiiti, mis sisaldab
vesinikperoksiidi (H,0;). Valituks osutus just vesinikperoksiid, sest selle leidumine
looduslikes veekogudes on laialdane (Xenopoulus & Bird, 1997).

Oksiidatiivse  stressori  moOju  uurimiseks katseorganismides moddetsin  fotosiinteesi
kvantsaagist. Klorofiilli fluorestsents, selle erinevad véirtused ergastunud ja ergastumata
olekus, voimaldavad vilja arvutada fotosiinteesi kvantsaagise ehk fotosiinteetilise efektiivsuse
(Fv/Fm), olles otseseks indikaatoriks fiitoplanktoni fiisioloogiale (madal Fv/Fm on
indikaatoriks, et rakk on stressis; Schreiber et al., 1998).

Stressori moju fiitoplanktoni fotosiinteesiaparaadi toimimise uurimiseks teostati kokku kolm
katseseeriat. Selle moju uuriti iihes lithiajalises ja kahes pikaajalises katses. Liihiajalises katses
moddeti oksiidatiivse stressori moju iheliigilistele monokultuuridele. Selleks teostati kokku
neli modtmiste seeriat erineva vesinikperoksiidi kontsentratsioonidega, mille jdarel moddeti
PAM fluromeetriga Fv/Fm suhet iga minuti tagant kokku kiimme minutit. Teine ja kolmas
katse olid pikaajalisemad katsed, kestes kokku seitse pdeva ja fotosiinteesi kvantsaagist
moddeti iga 24 tunni tagant. Teises katses vaadeldi vesinikperoksiidi pikaajalist moju
monokultuuridele, mis vodimaldas uurida ka erinevate fiitoplanktonite taastumiskiirust
individuaalselt. Kolmandas katses kasutati kunstlikult koostatud multikultuure, toomaks vilja
funktsionaalse mitmekesisuse vastumehhanismi oksiidatiivsele stressile. Kasutatavad
multikultuurid koosnesid kolmest, neljast, viiest ja kuuest erinevast liigist. Liihiajalistes

katsetes teostati neli ja pikaajalistes katsetes kolm replikaati.
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Tabel 1. Fiitoplanktoni liigid ja nende funtsionaalsed tunnused. Binaarsed tunnused (0 —

tunnus puudub; 1 — tunnus on olemas): Miksotroof — miksotroofia véime. Si — rinist rakuseina

moodustamise voime. Liikuvus — viburi olemasolu. Fyco — fiikobiliinide sisaldus. Chlb —

klorofiill b sisaldus. Pidevad tunnused: Suurus — raku keskmine lineaarne moode (um). S/V

raku pindala ruumala suhe.

Miksotro | Si Liikuv |Fyc [Chl |Suur |S/V
Liik of (réani) |us o b us suhe
Brachimonas submarina
(rohevetikas) 0 0 1 1 0 6,69 |1,45
Monoraphidium contortum
(rohevetikas) 0 0 1 0 0 4,81 |1,504
Rhodomonas salina
(kriiptomonaat) 0 1 0 0 0 444 1,83
Thalassiosira nana (ranivetikas) 0 0 1 0 1 545 3,286
Isochrysis galbana (haptofiiiit) 0 0 0 0 1 4,62 19,104
Pavlova lutheri (haptofiiiit) 1 0 0 1 0 590 |1,2

Kasvutingimused

Kultuure kasvatati 100 ja 300 ml Erlenmayeri kolbides {/2 sodtmes (retsept kittesaadav:

http://weis.science.oregonstate.edu/files/weis/Protocols/Symbiodinium/Algal %20cultures.pdf)

. Kultuuride ettekasvatus teostati 300 ml kolbides ja eksperimentides kasutati 100 ml kolbe.

So6tmed valmistati autoklaavitud ja filtreeritud (Whatman GF/F, klaaskiudfiltrit poori suurus

0,7 pm) Léddnemere veest. Hea fiisioloogilise seisundi tagamiseks lahjendati kultuure iga

14



http://weis.science.oregonstate.edu/files/weis/Protocols/Symbiodinium/Algal%20cultures.pdf

pieva, vahetades vilja 20% s60tme ruumalast. Katseorganisme kasvatati looduslikku valgust
imiteeriva valgustite all valguse pimeduse tsiiklis 16:8h. Temperatuur hoiti piisivalt 17 °C

juures.

3.2 Mootmised

Biomass

Katseorganismide biomassi midramiseks kasutasin osakesteloendurit CASY TT (Schirfe
System, Saksamaa), mille t60pohimdte seisneb elektrilise takistuse mdodtmisel. Veeproovi
ruumala ja rakutiheduse miidramiseks imetakse rakud 14bi mootmiskapilaari. Raku kapillaarist
labimine pohjustab elektrilise takistuse tdusu, mille modtmise abil proovi rakutiheduse ja iga
raku suuruse. Rakkude suurusest ja rakutihedusest on arvutatav proovi biomass.
Usaldusvédrsete tulemuste saamiseks on oluline, et rakud ldbiks kapillaari {ihe kaupa, mistottu
on enne mootmist tehtud katseorganismidele 100-kordne lahjendus osakestevaba isotoonilise
lahusega. Kuna katses kisitleti palju erineva tihedusega kultuure, kasutati osakesteloenduril
150 um kapillaari. Koiki modtmisi viidi 14bi neljas korduses.

Fotosiinteetilise efektiivsuse mo6otmine

Fotosiinteetilise efektiivsuse méédramiseks kasutasin analiisaatorit PhytoPam (tuleneb
inglisekeelsest sOnast pulse-aplitude-modulation), mis kasutab klorofiilli fluorentsentsi
midramiseks intensiivseid liithikesi valgussdhvatusi. Analiisaator kasutab valgustamise
protsessis nelja erineva virvusega dioodi: sinine (470nm), roheline (520 nm), punakas (645
nm) ja tumepunane (665 nm). See voimaldab eristada liitke nende klorofiilli ja kaaspigmendi
pohiselt, sest eri pigmentide ergastumine on erinevatel lainepikkustel varieeruv. Pirast
valgustust on klorofiilli seisund ergastunud ning naaseb normaalolekusse, milleks on kolm
voimalust: 1) energia eraldumine fluorentsentsina; 2) fotokeemilised reaktsioonid; 3) energia
eraldumine soojusena. Termodiinaamika esimese seaduse pohjal moodustatud valem
voimaldab fluorentsentsi modtes mddrata fotosiinteelise efektiivsuse ja soojuse eraldumise
(fluorentsents + fotokeemilised protsessid + eralduv soojus= 1; Heinz Walz GmbH, Saksamaa,
2003).

Fotosiinteesi efektiivsuse moodtmiseks kasutab PAM liihiajalist pulseerivat valgust, mille
kdigus ei toimu fotokeemilist sidumist. Katseorganisme valgustatakse liihiajaliselt erksa

valgussidhvatusega, mis pohjustab PS II (fotosiisteem II) aktseptorite sulgumist. Tulemuste
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saamiseks moodab Phyto-PAM fluorentsentsi aktiivsust enne pulseerivat valgust (F),
maksimaalst fluorentsentsi védrtust valgussdhvatuse ajal (Fm). Kahe mdd6tmistulemuse
erinevus annab varieeruva fluorestsentsi, s.t. fluorentsentsi tdusu, mis valgustuse ajal leidis
aset (Fv=Fm-F). See vdimaldab vilja arvutada PS II efektiivsuse (Fv/Fm), mis arvutatakse
valemiga: Fv/Fm=(Fm-F)/Fm (Heinz Walz GmbH, Saksamaa, 2003). PS II efektiivsus, ehk

fluorestsentsi kvantsaagis on rakkude fiisiloogilise seisundi ja stressori mdju indikaator.

3.3 Katsete teostus

3.3.1 Pilootkatse

Pikaajaline stressijirgne taastumine

Pikaajaliste pilootkatsete eesmérgiks oli vilja selgitada vesinikperoksiidi kogus, mis poleks
katseorganismidele letaalne ning véimaldaks vaadata fiitoplanktonite fotosiinteesi efektiivsuse
taastumist ja selle kiirust.

Enne kui uuriti vesinikperoksiidi moju fotosiinteesi efektiivsusele, pidid koikidel kultuuridel
olema sama summaarne ruumala ithes milliliitris, ehk liigi biomass. Pilootkatses oli kultuuride
biomassiks 14 mg/L"', mida kasutati ka 1oppkatses. Kuna pilootkatse eesmirgiks oli vilja
selgitada, millise millise vesinikperoksiidi koguse juures on kultuurid vdimelised taastuma,
siis teostati katsed, kus kasutati viite erinevat lahust: vesinikperoksiidi konsentratsioon 0,05%,
0,15%, 0,25%, 0,35 % ja 0,5 %. Valituks osutus doos, kus vesinikperoksiidi konsentratsioon
oli 0,25%, sest polnud kultuuridele letaalne ja vdimaldas uurida pikaajalist stressijargset
taastumist.

AKkuutne méju

Liihiajalistes katsetes kasutati ainult monokultuure. Nouded liigi biomassile olid samad, mis
pikaajalistes katsetes. Akuutse mdju uurimiseks panin Phyto-PAMi modtekiivetti 2 ml
kultuuri, kus juurdelisatava 2 ml lahuse vesinikperoksiidi konsentratsioon varieerus: 5%,
3,3%, 2,5%, 1,25% ja 0 % (vesinikperoksiidida kortroll). Enne igat katset vahetati
vesinikperoksiidi poolt mdjutatud kultuur virske vastu. Kuna erinevad konsentratsioonid
andsid hea iilevaate, kuidas fotosiinteei efektiivsus on mojutatud vesinikperoksiidist, siis

kasutati neid ka l16ppkatses.
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3.3.2 Loppkatsete teostus

Katseks kasutati ldhtekultuure, mis voeti eelkasvatuskolbidest. Enne iga katse teostust
kontrolliti kultuuride vastavust eelnevalt sitestatud parameetritele: Fv/Fm vidhemalt 0,5, liigi
biomass 14 mg/L™". Kui kultuuri biomass oli valitud kriteeriumist suurem, siis seda lahjendati
/2 so6tmega.

Vajaliku biomassi ja hea tervisega katseorganismidele lisati oksiidatiivset stressorit, mille
kontsentratsioon oli lithi- ja pikaajalistes katsetes erinev. Tervet protsessi korrati enne iga
katseseeria algust koikide kisitlevate kultuuridega.

Akuutne méju

Liihiajalistes katsetes lisati Phyto-PAM modtekiivetti 2 ml katseorganismi rakususpensiooni,
pirast mida teostati modtmisteseeria, kus Phyto-PAM modtis kultuuri fotosiinteesi efektiivsust
iga 60 sekundi tagant. Esimese mootmise jirel (aeg 0) lisati mootmiskiivetti oksiidatiivset
stressorit viies erinevas konsentratsioonis: vesinikperoksiidi 5%, 3,3%, 2,5%, 1,25% ja 0 %
(vesinikperoksiidida kortroll). Uks md&tmisseeria kestis kokku 10 minutit (10 mddtmist) ja iga
erineva konsentratsiooniga teostati neli replikaati.

Pikaajaline stressijirgne taastumine mono- ja poliikultuuridel

Pikaajalistes katsetes oli kultuuride biomass, ruumala ja doseeritav oksiidatiivse stressori
konsentratsioon koikides katsetes sama (rakukultuuri biomass 14 mg/L'], ruumala 40 ml,
vesinikperoksiidi konsentratsioon 0,25%). Mootmisseeriad kestsid seitse pdeva ja iga 24 tunni
tagant teostati kultuuri fotosiinteesi efektiivsuse mootmine. Kokku tegin iga katseorganismiga
kolm replikaati.

Pikaajaliseid katseid oli kokku kaks. Esimeses katses mdddeti fotosiinteesi efektiivsust pérast
oksiidatiivse stressori lisamist koikidel monokultuuridel eraldi. Teises katses keskenduti
multikultuuridele, kus vesinikperoksiidi mdju fiitoplanktoni fotosiinteesiaparaadile moddeti
kolme-, nelja- ja viieliigilistes (koikide liikidega) koosseisudes. Poliikultuuride
moodustamiseks kasutati kolme liigirikkuse taset, kus igast tasemest valiti kaks maksimaalse
ja kaks minimaalse funktsionaalse mitmekesisusega kooslust.

Monokultuuridega katsetes mootsin  kultuuride esimese pdeva Fv/Fm langust ning
maksimaalset ja minimaalset Fv/Fm langust. Uurimaks, kuidas funktsionaalne mitmekesisus
mojutab poliikultuuride stressijargset taastumist, mootsin peale stressori lisamist Fv/Fm

esimese pdeva langust, taastumiskiirust ja taastumise tdielikkust seitsemendaks pdevaks.
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3.4 Statistilised meetodid

Multikultuuridega katsete konstrueerimiseks kasutati programmi R 3.10.1 (R Development
Core Team (2012) R: A language and environment for statistical computing R Foundation for
Statistical Computing, http://www.R-project.org. ISBN: http://www.R-project.org).

Mitmeliigiliste koosseisude funktsionaalse mitmekesisuse arvutamiseks kasutati R paketti FD.
FD pakett kasutab erinevaid funktsionaalseid tunnuseid (Tabel 1), mis vdoimaldavad arvutada
koosluse funktsionaalse mitmekesisuse erinevaid indekseid. Kasutavateks indeksiteks on:
funktsionaalne mitmekiilgsus (FRic), tasasus (FEve), divergents (FDiv) ning tunnuste vaheline
dispersioon (FDis; Laliberte et al., 2015). Kéesolevas to0s uuriti oksiidatiivse stressori
mojusid kolme-, nelja-, viieliigililistes kooslustes. Kuna erinevate koosluste moodustamiseks
on viga palju erinevaid kombinatsioone, arvutati eelnevalt igal liigirikkuse tasemel (3 — 5)
koigi  voimalike  liigikombinatsioonide  funktsionaalse = mitmekesisuse  indeksid.
Liigikombinatsioonide  funktsionaalsed indeksid standardiseriti (keskvéddrtus = O,
standardhilve = 1) ning arvutati iga liigikombinatsiooni kohta indeksite keskviirtus.
Laborikatseteks kasutati kahte korgeima ja kahte malalaima funktsionaalse mitmekesisusega
kombinatsiooni igal liigirikkuse tasemel. Selline meetod voimaldab uurida, kas oksiidatiivse

stressori moju soltub funktsionaalsest mitmekesisusest, sdltumatult liigirikkusest.
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5. Tulemused

Katse tulemused demonsteerivad vesinikperoksiidi (H,O,) negatiivset moju fiitoplanktoni
fotosiinteesi efektiivsusele (Fv/Fm; joonis 2). Akuutsetes katsetes, kus kasutati monokultuure,
ilmnes vesinikperoksiidi negatiivne moju kiirelt - Fv/Fm langes juba peale esimest mddtmist
(1 minut). Pikaajalistes katsetes omas vesinikperoksiid samuti negatiivset efekti, kuid
vorreldes monokultuuridega oli poliikultuurides stressijdargne taastumine kiirem (joonised 1-3).
See nditab, et funktsionaalne mitmekesisus pérsib vdhemalt osaliselt oksiidatiivse stressori

moju fotosiinteesi efektiivsusele.

5.1 Stressori akuutne moju monokultuuridele
Oksiidatiivse stressori  kontsentratsiooni tdstmisel langes katseorganismide fotosiinteesi

efektiivsus (joonis 2). Stressori mdju erinevatel kontsentratsioonidel oli liigiti sarnane. Kuigi
tulemused osaliselt kattusid, siis litkide fotosiinteesi efektiivsuse langused samadel
kontsentratsioonidel varieerusid, mis vOoimaldab need reastada vastavalt nende tundlikusele -
liigispetsiifiline stressori moju (joonis 2).

Tundlikuse hindamiseks on uuritud vetikaliikide maksimaalset Fv/Fm langust, kus esialgsest
Fv/Fm védrtusest (enne vesinikperoksiidi lisamist) lahutatakse maha maksimaalse
languspunkti védrtus (joonis 2). Kdige tundlikum kultuur oli selle muutuja alusel Rhodomonas
salina, mille maksimaalne Fv/Fm langus oli sarnane koikide vesinikperoksiidide
kontsentratsioonide juures. Madala toksiini kontsentratsioonidega (<0,5) katsetes oli kodige
viiksema tundlikusega rohevetikad Monoraphidium ja Brachimonas, mille Fv/Fm langus oli

madalate vesinikperoksiidi kontsentratsioonide juures viikseim (joonis 2).

19



Monoraphidium Brachimonas Rhodomonas

oN
R\ } A
° [N \
04 - DRSS KX
'
HE

03 -

Fv/Fm
Fv/Fm
Fv/Fm

04 - \\\E\\\\;“\ \
N

02

02 -

01 0.1 01+

Aeg (min) Aeg (min) Aeg (min)

Pavlova Thalassiosira Isochrysis

06 4 &

05 - \z\:\\g\\-\

/<// '
/
/

s N ¢
E 04 - 2 \\‘:\\ ey 2 04 \\ 04 -
2 BN N % EN
S, o NS " %
0 N 03 - N\ Sy 034 R ‘ .
3 . % % \ .
5 3 ¢
5 B
02 02 - \ 02 - e ‘Q
o \
01 4 01 04 H
T T T T T T T T T T ? ; T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Aeg (min) Aeg (min) Aeg (min)

Joonis 2. Monokultuuride akuutne reaktsioon oksiidatiivse stressori erinevatele
kontsentratsioonidele: vesinikperoksiidi 5%, 3,3%, 2,5%, 1,25% ja 0 % (vesinikperoksiidida
kortroll) (vesinikperoksiidida kortroll). Reaktiivse hapnikuiithendi konsentratsiooni ja koguse
suurenemise korral kasvab oksiidatiivne stress, millega suureneb negatiivse mdju ulatus ja

kiirus (aeg; x - telg) fotosiinteesi efektiivsusele (y — telg; Fv/Fm).

5.2 Stressori pikaajaline moju monokultuuridele
Oksiidatiivse stressori pikaajaline moju oli liigispetsiifiline. Kdige paremini talusid stressi

rohevetikad, mille esimes pdeva Fv/Fm suhte langus oli madal ning taastumiskiirus ja
taastumise tdielikkuse nditajad korged.

Pikaajalistes katsetes selgus, et katseorganismide esialgne reaktsioon oksiidatiivsele stressorile
sarnanes akuutsete katsete andmetega (joonis 2), kus toimus kohene jirsk Fv/Fm langus
(joonis 3). Tugev negatiivne esialgne moju esines kolmel fiitoplanktoni liigil: Rhodomonas

salina, Thalassiosira nana ja Isochrysis galbana, mille esimese paeva Fv/Fm langes vastavalt
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0.6, 0.54 ja 0.52 iihikut. Rohevetikad Brachimonas submarina ja Monoraphidium contortum
omasid esimese pdeva languses sarnaseid vddrtusi. Koige vihem langes esimesel pédeval
Fv/Fm haptofiiiidil Pavlova lutheri (joonis 3).

Rohevetikad olid ainukesed kultuurid, mis suutsid tédielikult taastuda ja isegi tdsta enda Fv/Fm
taset esialgsest. Kdige kehvemini taastus stressist kriiptomonaat Rhodomonas, mille esialgne
reaktsioon stressorile oli ka kdige negatiivsem. Haptofiitidid Isochrysis galbana, Paviova
lutheri ja rinivetikas Thalassiosira nana ei saavutanud enda esialgset Fv/Fm taset uuritud
ajavahemikus. Samas omasid need kultuurid sarnaseid véiértusi tdielikus taastumises (joonis
3).

Stressijirgne taastumine oli kiireim rohevetikatel. Huvitavaks oli asjaolu, et Monoraphidiumi
stressijdargne taastumine kuni viienda pédevani oli aeglane, peale mida aga toimus hiippeline
Fv/Fm suhte tous. Teiste kultuuride taastumine oli sarnane, omades viikeseid varieeruvusi-
aeglaseim taastumine Rhodomonas salina’l, mille tundlikkus stressorile oli suurim ka
lithiaajalistes katsetes. Katsest oli ka nidha, et esimese pdeva viike Fv/Fm langus ei taga

kultuuri kiiret taastumist (Pavlova lutheri; joonis 3).
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Joonis 3. Monokultuuride pikaajalise stressijargne taastumine oksiidatiivsest stressorist
(rohevetikad  Brachimonas submarina ja Monoraphidium contortum, kriitomonaad
Rhodomonas salina, rinivetikas Thalassiosira nana ja haptofiiiidid Isochrysis galbana ja

Pavlova lutheri).

5.3 Stressori pikaajaline moju poliikultuuridele
Katsete andmeid analiiiisides selgus, et korgem funktsionaalne mitmekesisus teatud

koosseisudes, ei taganud tdielikku stressijdrgset taastumist (joonis 6) ja vidiksemat esimese
pdeva fotosiinteesi efektiivsuse langust (joonis 4). Samas stressijdrgne taastumine oli kiirem
just poliikultuurides, kus FD véirtus oli kdrgem (joonis 5).

Esimese pdeva Fv/Fm langus vidhenes FD védrtuste suurenemisel kolme- ja viieliigilistes
kooslustes. Neljaliigilistes koosseisudes oli tulemus vastupidine, kus FD véirtuste
suurenemisega kaasnes korge Fv/Fm viirtuse langus. Statistiliselt oluline seos esimese pédeva
Fv/Fm languse ja funktsionaalse mitmekesisuse védrtuse vahel oli nelja- ja viieliigilistes

kooslustes (joonis 4; tabel 2).
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FD ja algse Fv/Fm languse lineaarne regressioon
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Joonis 4. Poliikultuuride keskmine normaliseeritud FD ja esimese pdeva Fv/Fm languse
vaheline lineaarne regressioon. Legendil olevad tdhised) kajastavad poliikultuuride kolme

replikaadi keskmisi védrtusi, mille sisesed varieeruvused olid viga viikesed.

Suurem funktsionaalne mitmekesisus tagas parema taastumiskiiruse koikides poliikultuuride
koosseisudes, kuid kolme- ja viieliigilistes ei olnud see statistiliselt oluline. Kdige paremini on
seda ndha neljaliigiliste poliikultuuridega teostatud katsetes, kus taastumise kiiruse ja FD
védrtuse vahel esines ka statistiliselt oluline seos. Kdige viiksem FD ja taastumise vaheline
keskviirtuste soltuvus iiksteisest oli kolmeliigilistes poliikultuurides, kus sarnaste FD

vidrtuste juures oli taastumiskiirus vdga erinev (joonis 5; tabel 2).
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FD ja taastumise kiiruse lineaarne regressioon

0
o | © kolmesed
A neljased
g | + viiesed
o
»
» S itm
E o
= 8
8 ©
e
2 q 4
s o
©
= o
(\.! —]
o
Lo
— - o
< imp
o tbm
— (@]
< I I I I I
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

FD vaartus

Joonis 5. Poliikultuuride normaliseeritud FD ja taastumise tdielikkuse vaheline lineaarne

regressioon.

Kolme-ja viieliigiliste poliikultuuride taastumise tdielikkuse ja FD védrtuse vahel esines
positiivne seos, kus FD suurenemisega tOusis ka taastumise tédielikkus. Statistiliselt oluline
seos FD viidrtuse ja taastumise vahel esines katsetes, kus oli kasutatud viieliigilisi
poliikultuure. Neljaliigilistes koosseisudes oli taastumise tdielikkus parem just madalama FD-

ga poliikultuuridel (joonis 6; tabel 2).
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FD ja taastumise taielikkuse lineaarne regressioon
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Joonis 6. Poliikultuuride normaliseeritud FD ja

regressioon.
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Tabel 2. Poliikultuuride normaliseeritud FD ja esimese pideva Fv/Fm languse, taastumiskiiruse

ja taastumise tdielikuse vaheline lineaarne regressioon.

FD ja esimese pieva Fv/Fm suhte languse vaheline
lineaarne regressioon.

Kolmesed Neljased Viiesed
y=0,15x +

y=-0,007x + 0,09 0,23

R’=0,018 R*=0,86 R*=0,99

p=0,87 p=0,044 p=0,003

FD ja taastumiskiiruse vaheline lineaarne regressioon

Kolmesed Neljased Viiesed
y=0,13x + y=0,02x +

y=0,002x + 0,21 0,31 0,23

R*=0,0005 R’=0,95 R’=0,32

p=0,98 p=0,0233 p=0,43

FD ja taastumise tiielikkuse vaheline lineaarne

regressioon.

Kolmesed Neljased Viiesed
y=-0,021x + |y=0,12x +

y=0,001x + 0,12 0,01 0,09

R*=0,06 R’=0,01 R’=0,92

p=0,3 p=0,69 p=0,04
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6. Arutelu

Kéesolevas t60 eesmirgiks oli uurida oksiidatiivse stressori mojusid fotosiinteesi
efektiivsusele akuutselt, pikaajaliselt ja kuidas see sdltub fiitoplanktoni tehislike koosluste
funktsionaalsest mitmekesisusest. Monokultuuridega teostatud akuutsetes ja pikaajalistes
katsetes oli niha, et vesinikperoksiidi negatiivne mdju on kiire, sdltub kontsentratsioonist ning
on liigispetsiifiline. Niiteks olid rohevetikate voimelised kiiremini ja tdielikult taastuma. T60s
uuritud peamine hiipotees, et kdrgem funktsionaalne mitmekesisus tagab tugevama vasupanu
oksiidatiivse stressori modjule, andis vastuolulisi tulemusi. Regressioonianaliiiisi andmeid
vorreldes selgus, et funktsionaalse mitmekesisuse roll esimese pieva fotosiinteesi efektiivsuse
langusele ja taastumise tdielikkussel oli poliikultuuride koosseisudes varieeruv. Funktsionaalse
mitmekesisuse positiivne mdju avaldus koikide koosseisude taastumiskiiruses, mis oli parem
korgemate FD viirtuste juures. Samuti oli koikide poliikultuuride esimese pédeva fotosiinteesi
efektiivsuse langus vorreldes monokultuuridega viiksem.

Oksiidatiivset stressi pohjustavad reaktiivsed hapnikuithendid, mida leidub k&ikides
looduslikes veekogudes (Xenopoulus & Bird, 1997; Yoshikawa & Naito, 2002; Wong et al.,
2002). Madalatel kontsentratsioonidel ei pruugi nende moju olla tajutav, kuid tdustes voib see
pohjustada klorofiillide pleekimist, mutatsioone ja kahjustada makromolekule (DNA, RNA,
lipiidid, proteiinid) ning rakumembraane, mis omakorda mdjutavad fotosiinteesivoimet
(Lesser, 2012; Wong et al., 2002; Xenopoulus & Bird, 1997). Kuna ultraviolettkiirgus
pohjustab lahustunud orgaanilise aine kiiremat lagundamist, 1dbi mille vabanevad
looduslikesse veekogudesse ka reaktiivsed hapnikuiithendid nagu seda on vesinikperoksiid, siis
oksiidatiivse stress voOib tulevikus kujutada reaalset ohtu veekogude Okosiisteemile ja
fiitoplanktonile (Xenopoulus & Bird, 1997).

Varasemalt on oksiidatiivse stressori mojusid uuritud pikaajalisemalt, kus modtmised
toimuvad 24 vOi rohkema tunni tagant (Drabkova et al., 2007). Akuutse mdju uurimiseks
kasutatavaid vordlusandmeid on vihe, sest valdavalt uuritakse katseorganismide vd&imet
oksiidatiivset stressorit (vesinikperoksiidi) lagundada (Xenopoulus & Bird, 1997). Liihiajaliste
katsete eeliseks on asjaolu, et vesinikperoksiidi lagundamine on véga viike, mis vOimaldab
uurida oksiidatiivse stressori mojusid soltuvalt selle kontsentratsioonist. Akuutsed katsed
lasevad kiirelt ka uurida, kas vesinikperoksiidi negatiivne mdju varieerub katseorganismide

vahel, mis vdimaldab reastada kultuure nende tundlikuse alusel. Negatiivseks asjaoluks
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akuutsetes katsetes on looduslike keskkonnatingimustega (valgus) mitte arvestamine, mistottu
ei ole saadud andmed loplike jdrelduste tegemiseks piisavad. Nimelt pohjustab suurem ja
pikem ekspositsioon valgusele kiiremat vesinikperoksiidi lagundamist, 14bi mille vabanevad
ohtlikud radikaalid, mis suurendavad oksiidatiivset stressi (Drabkova et al., 2007). See vois
olla ka pohjuseks, miks fotosiinteesi efektiivsuse esimese pdeva langus oli suurem just
pikaajalistes katsetes, kus vesinikperoksiidi kontsentratsioon vorreledes akuutse katsega oli
mitu korda madalam.

Vesinikperoksiidi liigispetsiifiline mdju oli oodatav, sest kdikides katsetes esines liike, kes
olid vesinikperoksiidi moju suhtes vastupidavamad (rohevetikad) ja liike, kes olid vdhem
vastupidavamad (Drabkova et al., 2007; Xenopoulus & Bird, 1997; Lesser, 2012; joonis 2).
Varieeruv tundlikkus on tdendoliselt tingitud liikide erinevatest vesinikperoksiidi
lagundamiskiirusest. Varasemad wuuringud (Drabkova et al., 2007) on nédidanud, et
rohevetikate tundlikkus oksiidatiivse stressile vorreldes rini- ja sinivetikatega on madalam.
Liigispetsiifilisi teadmisi on kasutatud ka veepuhastusjaamades teostatud katsetes, kus
vesinikperoksiidi kasutati sinivetikate vohamise likvideerimiseks. Juba viike doos
vesinikperoksiidi oli sinivetikatele letaalne, kuid tekitas teistele kultuuridele oksiidatiivset
stressi, millest need olid vdimelised taastuma (Barrington and Shadouan, 2008). Kultuuride
tundlikust mdjutab ka nende rakumembraani ehitus (vesinikperoksiid on rakumembraanides
viga liikuv), ensiiimid ja pigmendiline kosseis. Ensiiiimid reguleerivad taastumiskiirust, sest
asendavad kahjustatud geneetilist materjali (Xenopoulus & Bird, 1997). Pigmendilisest
koosseisust soltub millistel lainepikkustel ja intensiivsustel on plankterid voimelised valgust
pliidma. Arvestades, et valgustingimused on isegi homogeenses keskkonnas — nagu néiteks
meri — ikkagi vordlemisi vahelduvad, siis kehvades valgustingimustes on teatud liikide
fotosiinteesi efektiivsus suurem (Stockenreiter et al., 2013). See tdhendab, et vihese valgusega
keskkonnas, kus vesinikperoksiidide lagundamine on aeglane (Drabkova et al., 2007) on
teatud fiitoplanktonid siiski voimelised fotosiinteesima.

Kodige paremini talusid oksiidatiivset stressi just rohevetikad. Nimelt suutsid rohevetikad
Brachimonas submarina ja Monoraphidium contortum uuritavas ajavahemikus enda
fotosiinteesi efektiivsust vorreldes algusega isegi parandada. Parem fotosiinteesi efektiivsus
vorreldes algusega voOis olla tingitud asjaolust, et esialgses koosluses voOis olla kehva

fiisioloogia ja madala kvantsaagisega rakke, mis peale vesinikperoksiidi doseerimist hukkusid.
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Nende klorofiill ei andnud katseseeria 10pus PAM'ile signaali, mistottu populatsiooni
summaarne kvantsaagis tousis korgemale katse eelsega vorreldes. Samuti oli nende
taastumiskiirus vorreldes teiste katseorganismidega kiirem. Analoogne stressijargne
pikaajaline taastumine rohevetikatel vdis olla tingitud nende sarnastest tunnustest. Nimelt
voisid nende sarnased rakustruktuurid ja pigmendiline koosseis tagada ka sarnase
vesinikperoksiidi lagundamise ja stressitaluvuse (Choo et al., 2004).

Poliikultuuridega katsetes kasutati kunstlikult koostatud kooslusi, toomaks vélja oksiidatiivse
stressi moju sOltuvust funktsionaalsest mitmekesisusest. Funktsionaalne mitmekesisus on
heaks parameetriks, sest voimaldab uurida Okosiisteemide erinevate protsesside, pakutavate
teenuste ja keskkonnamuutuste (oksiidatatiinse stress) vastumehhanisme (Gray, 1997,
Laliberte & Legendre, 2010). See informatsioon voimaldab luua pdhjuslikke seoseid
Okosiisteemi funktsioneerimise ja liitkide tunnuste vahel. Erinevate seoste ja funktsioonide
pohiselt saab uurida keskkonna ja liikide omavahelisi interaktsioone, millest vdib teha
jareldusi, miks teatud liigiline koosseis on tekkinud (Devictor et al., 2010; Petchey & Gaston,
2002).

Praeguseni ei ole uuritud vesinikperoksiidi mdju soltuvust fiitoplanktoni funktsionaalsest
mitmekesisusest, mistottu puuduvad vordlusandmed. Eeldus oli, et suurema FD védrtustega
poliikultuuride koosseisudes on oksiidatiivse stressori mdju vidiksem, mida vastuoluliste
tulemuste tottu ei saanud vdita. KoOige vastuoluliseimaid tulemusi andsid neljaliigilised
poliikultuurid, kus funktsionaalse mitmekesisuse suurenedes kasvas esimese pideva Fv/Fm
langus, suurenes taastumiskiirus ja langes taastumise tdielikkus. Pohjuseks voib olla ka
limiteeritud voi lithike mddteperiood. Nimelt olid antud koosseisus kdige kiiremini taastuvad
just korgema FD-ga poliikultuurid, mis pikema ajavahemiku jooksul oleks ka ilmselt
saavutanud parema taastumise tiielikkuse — madala funktsionaalse mitmekesisusega kultuurid
saavutasid enda ldvendi juba seitsme mootmispédeva jooksul. Samuti oleks tulevikus maistlik
kasutada suuremat kuntlike kooslsute valikut. Praegune katse iilesehitus piirdus toomahukuse
tottu vaid nelja kunstliku kooslusega.

Positiivseks oli aga FD mdju taastumiskiiruses, kus koikide koosseisude taasumise kiirus
kasvas suurema funktsionaalse mitmekesisusega. Kahjuks pole sellelaadseid uuringuid varem
tehtud, mistdttu saab ainult jireldada, et suurem funktsionaalne mitmekesisus soodustab

stressijargset kiiret taastumist. Vastuoluliste tulemuste pohiselt voib ka jdreldada, et
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oksiidatiivse stressori sdltuvus liigispetsiifilistest omadustest endast on suurem, kui koosluse
funktsionaalsest mitmekesisusest. Stressijirgne taastumine voOis sOltuda ka liigirikkusest —
erinevalt monokultuuridest, suutsid kdik poliikultuurid tdielikult taastuda ning nende esialgne
Fv/Fm langus oli madalam. Vastuoluliste tulemuste itheks pdhjuseks vdib olla ka asjaolu, et

moddetud funktsionaalsetel tunnustel ei ole seost vastupanuvdimega oksiidatiivsele stressile.
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Kokkuvote

To6 peamine hiipotees oli, et oksiidatiivse stressori negatiivne moju fotosiinteesi efektiivsusele
soltub funktsionaalsest mitmekesisusest. Katsetest saadud andmed olid ebaveenvad, mistottu
ei saa sellist iildistust toetada. Funktsionaalse mitmekesisuse ainuke kindel positiivne mdju
esines poliikultuuride taastumiskiiruses, kus funktsionaalse mitmekesisuse suurenemisega see
kasvas. Samuti olid poliikultuurid, vOrreldes monokultuuridega, siiski vastupidavamad
vesinikperoksiidi negatiivsele toimele.

Akuutsetes katsetes oli nidha vesinikperoksiidi kiiret negatiivset mdju fotosiinteesi
efektiivsusele, mis konsentratsioonide suurendamisega ka kasvas. Uldiselt olid varieeruvused
erinevate dooside juures viikesed, kuid voimaldasid siiski uurida liigispetsiifilisi reaktsioone
stressorile.

Pikaajalistes katsetes leidis kinnitust véide, et oksiidatiivse stressori moju fiitoplanktonile on
liigispetsiifiline. Taastumiskiirus ja taastumise tdielikkus oli parem rohevetikatel, mis
stressijargse taastumise 10pus suutsid endi esialgset fotosiinteesi efektiivsust isegi tosta.
Tulemuste adekvaatseks tdlgendamiseks oleks tulevikus vaja teostada katseid, mis mdddavad
erinevate kultuuride vesinikperoksiidi lagundamiskiirust ning ka funktsionaalseid tunnuseid,
mis seda enim mojutavad. Need teadmised vOimaldaks matemaatiliste mudelite abil
prognoosida, millised liigilised koosseisud vdivad oksiidatiivse stressori kontsentratsiooni
tousmisel tekkida ning luua pdhjuslikke seoseid Okosiisteemi funktsioneerimise ja liikide

tunnuste vahel.
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The Role of Functional Diversity on the Resistance of
Phytoplankton to Oxidative Stress

Summary

The main hypothesis is that the negative effect of oxidative stressor on effectiveness of the
photosynthesis depends on the functional diversity. However, the data gathered from the tests
were vague and therefore it cannot be argued with certainty. The only certain positive effect
occurred in terms recovery rate of the polycultures: the rate grew higher as the functional
diversity increased. Polycultures in overall were more resilient to oxidative stress than
monocultures.

The negative effect of peroxide on the effectiveness of photosynthesis was noticeable in the
acute tests: it grew with the increase of concentrations. In general, the variability between
different dose amounts was small. The data made it possible to analyse the species-specific
reactions on the stressor.

The long-term tests confirmed that the oxidative stressors impact on the phytoplankton is
species-specific. The rate and totality of recovery was higher in case of green algae, which
could even increase the original effectiveness of photosynthesis after post-stress recovery.

To interpret the results more adequately in the future, it would require to carry out the tests
measuring the rate of decomposition of different cultures and also functional characteristics
that effect it the most. These data would help predict which composition of species might
evolve with the increase of oxidative stressor concentration and create causal relations

between the function of the ecosystem and the characteristics of species.
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