Sinice w wodach Battyckich — wstepna analiza
mozliwosci zastosowania roznych metod do
wyznaczania ich biomasy
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Sinice (cyjaonbakteria) wystgpujace w Srodowisku morskim sg grupg glonow
zroznicowang pod wzgledem taksonomicznym. Wystepuja W przeciggu catego roku jako
pojedyncze komorki, cenobia, kolonie i nici. S uwazane za organizmy prokariotyczne biorgce
udzial w procesie fotosyntezy a organizacja ich wewnatrzkomorkowych struktur wykazuje
cechy charakterystyczne zarowno dla roslin, jak i bakterii. System anten w aparacie
fotosyntetycznym sinic, oprocz karotenoidow zawiera dodatkowo kompleksy réznych
biliprotein tzw. fikobilisomow zlokalizowanych w membranie tylakoidow (np. MacColl 1998).
Najczesciej wystepujacymi fikobilinami sg fikoerytryna (PE), fikocyjanina (PC) i
allofikocyjanina (AP) a ich wtasciwos$ci powalaja na pochtanianie $wiatta w pasmie od 450 do
660 nm (np. Grossman i wsp. 1993). Wsrdd karotenoidow — zeaksantyna jest powszechnie
uznawana za biomarker tej grupy glonow (Jeffrey i Vesk 1997, Roy i wsp. 2011), natomiast
pozostate karotenoidy, takie jak echinenon, myksoksantofil, afanizofyl, kantaksantyna,
odnotowano w komorkach cyjanobakterii w ilo§ciach nie przekraczajgcych 10% sumarycznej
zawartosci pozostatych sktadnikow komoérkowych. Obecnos$¢ réznych rodzajow pigmentow,
ktorych stezenie jest zmienne 1 zalezne od warunkow srodowiskowych, jest glownym
czynnikiem wptywajacym na widma absorpcji $wiatla widzialnego przez spotecznos$ci
fitoplanktonu.

W ostatnich dziesigcioleciach zaobserwowano wzrost produktywnosci i wystepowania
potencjalnie toksycznych zakwitow sinic W wodach przybrzeznych 1 otwartych Morza
Battyckiego oraz niektorych polskich jeziorach pomorskich (np. Plinski i wsp. 1998). Ogromne
zakwity sinic pojawiaja si¢ niemal kazdego lata, obejmujac obszar dochodzacy do 100 000 km?
(np. Kahru i wsp. 1994). Nodularia spumigena, Aphanizomenon flos-aque oraz niektore gatunki
z rodzaju Anabaena to dominujace cyjanobakterie wystepujace w Zatoce Gdanskiej (Plinski i
wsp. 2007), natomiast Microcystis spp. sa zdecydowanie najczeSciej wystepujacymi
cyjanobakteriami w  zbiornikach stlodkowodnych (Kobos 1 wsp. 2005, 2013).
Picocyjanobakterie jak Synechococcus spp. lub Synechocystis spp. odgrywaja rowniez wazna
rolg podczas zakwitow (Mazur-Marzec i wsp. 2013). Ich biomasa moze stanowi¢ do 80%
catkowitej biomasy glonéw 1 moga one odpowiada¢ nawet za 50% pierwotnej produkcji w
akwenie (np. Stal i wsp. 2003). Oprocz tych dominujacych gatunkow sinic, inne organizmy,
takie jak Pseudanabaena spp. sa rowniez obecne w Morzu Battyckim i stodkowodnych
zbiornikach zbiorowisk sinic (Stal i wsp. 2003, Mazur-Marzec i wsp. 2013).

Ze wzgledu na zdolnos¢ wytwarzania biologicznie aktywnych zwigzkéw, zardwno
toksyn, jak i potencjalnych farmaceutykow, battyckie cyjanobakteric sg w ostatnich latach
interesujacym przedmiotem badan (Mazur-Marzec i wsp. 2015).
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Wyznaczenie biomasy tych organizméw jest niezwykle istotnym zagadnieniem, nie tylko ze
wzgledu na okreslenie produktywnosci danego akweny czy ilo$ci zaabsorbowanej przez te
organizmy energii stonecznej, ale rowniez ze wzglgdu na ich toksyczne wiasciwosci.

Klasyczng metodg wyznaczania biomasy poszczegdlnych grup glonéw, w tym réwniez
cyjanobakterii, jest mikroskopowa analiza sktadu gatunkowego fitoplanktonu wyst¢pujacego
w danym rejonie i sezonie. Jest to metoda niezwykle czasochtonna i wymagajaca wysokich
specjalistycznych kwalifikacji do oceny taksonomicznej organizmow.

Inng metoda szacowania biomasy danej grupy fitoplanktonu jest wykorzystanie
zidentyfikowanego odpowiedniego zestawu barwnikéw wskaznikowych charakterystycznych
dla danych klas glonéw. Metoda takiej aproksymacji, wykorzystujaca optyczne wlasciwosci
aktywnych sktadnikéw komoérek znalazta zastosowanie w badaniach oceanograficznych (Roy
et al. 2011; Sobiechowska et al. 2010; Ston-Egiert et al. 2010). Pigmenty, naturalnie
wystepujace w strukturach komorkowych w postaci kompleksow pigmentowo-biatkowych, sg
izolowane z komoérek glonow przy wykorzystaniu rozpuszczalnikow organicznych (aceton,
etanol, metanol) lub innych mediow oraz mechanicznego zniszczenia $cian komorkowych.
Stezenie danego barwnika wskaznikowego jest okreslane na drodze chromatograficznego
rozdzielenia mieszaniny zwigzkéw barwnych lub pomiarow intensywnos$ci ich fluorescencji
oraz odpowiedniej analizie ilosciowej opartej na wczesniejszych  kalibracjach
wykorzystywanych systemow. Zastosowanie tej metody daje dobre rezultaty w przypadku
okreslenia catkowitej biomasy fitoplanktonu w zaleznosci od stgzenia chlorofilu a, lub biomasy
odpowiedniej grupy fitoplanktonu tworzacej zakwit, czyli stanowigcej ponad 90% calkowitej
biomasy fitoplanktonu, w zaleznos$ci od stezenia odpowiedniego karotenoidu wskaznikowego.
Mozna wowczas zaktadac, ze st¢zenie danego barwnika wskaznikowego zwigzane jest
wylacznie z obecnoscig konkretnej klasy glonow (Latelier i in. 1993, Andersson i in. 1996,
Pecken 1997, Mackey i in. 1996, Ston-Egiert i wsp.2010). W przypadku fitocenoz ztozonych z
mieszanych grup glonow, sytuacja jest bardziej skomplikowana, gdyz st¢zenie
charakterystycznego dla danej klasy pigmentu-markeru nie zawsze musi odpowiada¢ danej
klasie. Barwniki, jak widomo, wystepuja w réznych proporcjach jakosciowo-ilosciowych w
komorkach organizméw przynaleznych do danej klasy, ale roéwniez wystepuja w komorkach
glonéw nalezacych do réznych klas. Ponadto — zawarto$¢ barwnikow w komoérkach moze
ulega¢ modyfikacjom pod wptywem roznych czynnikdéw stresowych dla komorek. Dlatego tez,
Szacowanie biomasy réznych grup fitoplanktonu na podstawie stgzen odpowiednich barwnikow
obarczone jest pewnymi niedoktadnos$ciami.

Kolejna metoda wykorzystywana do okreslenia biomasy grup glonéw oparta jest na
zdolnosci fitoplanktonu do fluorescencji, czyli do emisji promieniowania przez wzbudzone
czastki odpowiednich barwnikéw zawartych w komorkach (Ostrowska i wsp. 2015, Houliez i
wsp. 2017) . Wiasciwos¢ ta jest wykorzystywana w przyrzadach pomiarowych pozwalajacych
na okreslenie odpowiednio zdefiniowanych grup glonéw bezposrednio w srodowisku morskim
na podstawie charakterystycznych widm wzbudzenia fluorescenciji. In situ, in vivo fluorometria
(IVF) jest uwazana za cenne narzedzie do uzyskiwania bardzo szybkiej informacji i duzej ilosci
danych dotyczacych przestrzennych i czasowych zmian fitoplanktonu, umozliwiajac
wykrywanie sinic w rozmaitych ekosystemach wodnych, szczegdlnie w strefach przybrzeznych
(Seppdld 2009). Zazwyczaj sondy tego typu wykorzystuja dlugosci fali fluorescencji
charakterystycznych wyekstrahowanych pigmentow, aczkolwiek w wielu instrumentach tego
typu diugos¢ fali §wiatta uzytego do wzbudzenia fluorescencji moze by¢ nieoptymalna dla
zbiorowisk fitoplanktonu w ktérych sinice stanowig wazny sktadnik (Kromkamp and Forster,
2003, Raateoja i wsp., 2004b, Simis i wsp.,2012).

Wilasciwe okreslenie biomasy sinic jest istotne ze wzgledow monitoringowych
szczegblnie w okresie letnim. Przedstawimy porownanie réznych (w tym zdalnych) metod



okreslania biomasy tej grupy glonow. W tym celu wykorzystana zostanie baza danych
empirycznych Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk zawierajgca wieloletnie wyniki
pomiarow wilasciwosci fizykochemicznych cyjanobakterii, stezen zwigzkow barwnych
zawartych w ich komdrkach oraz wyniki oznaczen mikroskopowych.

Material empiryczny i metodyka oznaczen

Material empiryczny wykorzystany do realizacji celu obejmowat lata 2010 — 2015. W
tym okresie w czasie rejsow w roznych rejonach Morza Baltyckiego w réznych miesigcach
(patrz rys.1 1 tab.1) kolekcjonowano probki wody morskiej z powierzchni i dodatkowych
glebokosci w celu przeprowadzenia odpowiednich oznaczen laboratoryjnych oraz
wykonywano pomiary in situ r6znych charakterystyk srodowiska morskiego. Rejsy odbywaty
si¢ na statkach r/v ‘Oceania’ i ‘Oceanograf® (latem 2011 i 2012 i 2013 w rejonie Zatoki
Gdanskiej).

Zgromadzono nastgpujace dane empiryczne:
- wyniki stezen barwnikéw fitoplanktonu okreslane metoda chromatograficzng RP-HPLC i
spektrofluorymetryczng w probkach wody,
- wyniki oznaczen sktadu taksonomicznego fitoplanktonu i jego biomasy wyznaczane na
podstawie oznaczen mikroskopowych,
- wyniki stezen odpowiednich grup glonéw wyznaczane na podstawie przeprowadzanych in
situ pomiarow fluorescencji fluorymetrem FluoroProbe bbe (Moldaenke).

Tab.1. Zestawienie miesiecy w poszczegolnych latach pomiarowych 2010-2015, w ktoérych
pobierano material empiryczny w réznych rejonach Morza Battyckiego. Oznaczenia:
ob. — wody otwartego Baltyku, zg — Zatoka Gdanska, zp — Zatoka Pomorska, zs — Zalew

Szczecinski.
2010 2011 2012 2013 2014 2015

ob.|zg |zp |z5 |ob. |zg |zp |zs |ob.|zg |zp |zs |ob.|zg |zp |zs |ob.|zg |zp |zs |ob.|zg |zp |Zs
styczen
luty X x| x| x[x
marzec X | x X | x| x X | x X | x X X[ x| x|x
kwiecien X | x X | x x| x X[ x
maj X | x X | x X | x X | x X | x X [ x
CZerwiec X X X X
lipiec X X X X
sierpien X X X X
wrzesien X | X X | X | x| x| x| x| x x| x
pazdziernik X | X X | X X
listopad x| X X | X X
grudzien




szeroko$¢ geograficzna [deg N|

1] 1 L} 1 ] Ll Ll 1 1] T 1
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
dtudos¢ geograficzna [deg E]

Rys 1. Rozmieszczenie stacji pomiarowych w latach 2010-2015.

Opis metodyki pomiarowej:
- metodyka oznaczen stezen chlorofili i karotenoidéw metoda chromatograficzna

Barwniki byly izolowane z komérek fitoplanktonu przy wykorzystywaniu 90% acetonu
(Strickland i Parsons 1972, Parsons i in. 1984), a pdzniej rozdzielane z mieszaniny przy
zastosowaniu techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) wykorzystujac
odpowiednie procedury i konfiguracje systemu opisane w pracach (Ston i Kosakowska 2002;
Ston-Egiert 1 Kosakowska 2005). Kalibracja systemu chromatograficznego zostata
przeprowadzona w oparciu o komercyjnie dostepne wzorce chlorofili i karotenoidéw (The
International Agency for 14C Determination DHI Institute for Water and Environment w
Danii).

Jako$ciowa 1 ilosciowa identyfikacji odpowiednich chlorofili i karotenoidow zostata
przeprowadzona w oparciu o odpowiednie dla kazdego barwnika uzyskane krzywe
kalibracyjne.

- metodyka oznaczen st¢zen fikobiliprotein metoda spektrofluorymetryczna

Ekstrakcja barwnikow fikobilinowych, czyli fikocyjaniny i fikoerytryny przebiegala przy
zastosowaniu odpowiedniego medium ekstrakcyjnego sktadajgcego sie z 0.25 M Trizma Base,
uwodnionego 10 mM disodium EDTA (2H20) i 2 mg cm 2 lizozymu, o pH = 5.5 (Steward and
Farmer 1984).

Z kolei jakosciowa 1 ilosciowa -charakterystyka fikocyjaniny 1 fikoerytryny w
analizowanych probkach opierata si¢ na wynikach pomiarow spektrofluorymetrycznych (Cary
Eclipse, Varian, Agilent Technologies) uprzednio przygotowanych ekstraktow tych zwigzkow.
Kalibracja urzadzenia i okreslenie wspotczynnikow kalibracyjnych zostato przeprowadzone na
bazie komercyjnie dostepnych wzorcow fikobilin (ProZyme Inc., USA), a szczegdtowy opis
procedur metodycznych jest zamieszczony w pracy Sobiechowska-Sasim i in. (2014).
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- metodyka mikroskopowego oznaczen skladu gatunkowego fitoplanktonu i okreslenia
biomasy poszczegolnych klas glonow

Mikroskopowym oznaczeniom sktadu gatunkowego fitoplanktonu poddano odpowiednio
konserwowane (wodnym roztworem jodku potasu) i przechowywane probki wody morskie;.
Analiza jakosciowa i ilosciowa fitoplanktonu w probkach byta wykonywana przy zastosowaniu
techniki komor sedymentacyjnych Utermohl’a (Willen 1962) i wykorzystaniu mikroskopu
odwroconego (typu Axiovert 35, Carl Zeiss, Germany). Zliczenia komorek fitoplanktonu
przeprowadzano w oparciu o procedur¢ zamieszczong w pracy Manual for Marine Monitoring
in the COMBINE Programme of HELCOM (1997).

W trakcie analizy mikroskopowej poszczegolne osobniki byty identyfikowane do gatunkéw lub
wyzszych jednostek systematycznych zgodnie z obowigzujacym podzialem systematycznym
(Héllfors 2004). Wyznaczano objetos¢ kazdej komodrki na podstawie pomiardw jej
odpowiednich charakterystyk morfometrycznych, przy zatozeniu podobienstwa ksztattow
komorek do figur stereometrycznych (Olenina i in. 2006). Objetos¢ zidentyfikowanych
komoérek przeliczano na biomase przy zalozeniu, ze 1 pm? jest rowny 1 pg (Edler 1979).
Zawartos¢ wegla w probkach fitoplanktonu wyliczano wedlug rownan przedstawionych
w pracy Menden-Deuer i Lessard (2000):
e dla okrzemek (ze wzgledu na nizszg zawartos$¢ wegla):
Carbon [pgC cell'] = 0,288 * cell volume®8!
e dla pozostatych grup fitoplanktonu (z wyjatkiem okrzemek):
Carbon [pgC cellY] = 0,216 * cell volume?®9%
gdzie cell volume jest wyrazona w um?.

- metodyka pomiarow stezen odpowiednich grup glonow wyznaczanych na podstawie
pomiaréw in situ fluorescencji fluorymetrem FluoroProbe bbe (Moldaenke).

Pomiary fluorescencji poszczegdlnych grup glonéw przeprowadzane byty przy
wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe (Moldaenke). Jest to bardzo czuly instrument
pomiarowy wykorzystywany do pomiaru chlorofilu a z mozliwo$cia wyszczegodlnienia
nastepujacych grup alg: zielenic (Chlorophyceae, green algae), sinic (cyjanobakteria, blue-
green algae), okrzemek (Bacillariophyceae, diatoms), bruzdnic (Dniophyceae, dinoflagellates)
i kryptofitow (Cryptophyceae). Mozliwos¢ rozroznienia tych grup wynika z podobienstwa w
sktadzie 1 wzajemnych proporcjach barwnikow fotosyntetycznych w komodrkach glonow
nalezacych do danej klasy, stad tez widma wzbudzenia fluorescencji dla odpowiedniej grupy
glonéw sa charakterystyczne. Glony nalezace do sinic charakteryzuja si¢ maksymalnym
wzbudzeniem przy 610 nm zwigzanym z wlasciwosciami fotosyntetycznego pigmentu
antenowego — fikocyjaniny. Fluorescencja obecnego w komdrkach sinic chlorofilu a wykazuje
niskie nat¢zenie przy 450nm, co jest wynikiem maskujgcego wptywu fikocyjaniny na widmo
emisji fluorescencji tych glonow.

Porownanie roznych metod okreslania stezen skladnikow optycznie aktywnych w
komérkach glonow oraz biomasy fitoplanktonu w tym sinic

Zgromadzony material empiryczny zawierajacy wyniki: stezen barwnikdéw, biomasy glonow i
zawartosci glonéw okres§lonych fluorymetrycznie przedstawiony we wcze$niejszym rozdziale,
stanowit podstawe do poszukiwan wzajemnych zwigzkow pomiedzy réznymi metodami
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pozwalajacymi na okreslenie stezen sktadnikow optycznie aktywnych wystepujacych w
komorkach glonow oraz biomasy fitoplanktonu w tym zidentyfikowanych w wodach sinic.

W wyniku analiz statystycznych ustalono nast¢pujace zaleznosci pomiedzy:

e stezeniami poszczegdlnych karotenoidow wystepujacych w  komorkach sinic:
echinenonu, zeaksantyny, b-karotenu, kantaksantyny, afanizomnnonu, myksoksantorilu
zidentyfikowanych dzigki zastosowaniu metody HPLC i st¢zeniami fikobiliprotein
(fikocyjaniny 1 fikoerytryny) zidentyfikowanych metoda spektrofluorymetryczng a
stezeniem chlorofilu a wyznaczonym metodg HPLC (rys.2)

e sumarycznymi stezeniami zidentyfikowanych metoda HPLC karotenoidow
charakterystycznych dla sinic a stezeniem chlorofilu a, fikobiliprotein a Stezeniem
chlorofilu a oraz sumg barwnikéw charakterystycznych dla sinic a st¢zeniem chlorofilu
a (rys.3)

e sumaryczng biomasg zidentyfikowanych na podstawie oznaczeh mikroskopowych
gatunkéw fitoplanktonu a stezeniem chlorofilu a wyznaczonym metoda HPLC jako
wskaznikiem biomasy fitoplanktonu (rys 4a)

e sumaryczng zawarto$cig chlorofilu a wyznaczong na podstawie fluorescencji grup
glonbw w pomiarach in situ wykonywanych przy wykorzystaniu fluorymetru
FluoroProbe bbe Moldaenke a stezeniem chlorofilu a wyznaczonym metoda HPLC jako
wskaznikiem biomasy fitoplanktonu (rys 4b)

e sumaryczng biomasg zidentyfikowanych na podstawie oznaczen mikroskopowych
gatunkow fitoplanktonu a sumaryczng zawarto$cig chlorofilu a wyznaczong na
podstawie fluorescencji grup glonéw w pomiarach in situ wykonywanych przy
wykorzystaniu fluory metru FluoroProbe bbe Moldaenke (rys 4c)

e sumaryczng biomasg sinic zidentyfikowanych na podstawie oznaczen mikroskopowych
a sumarycznym stezeniem karotenoidow i fikobiliprotein charakterystycznych dla sinic
wyznaczonych metodg HPLC i spektrofluorymetryczng (rys 5a)

e sumaryczng biomasg sinic zidentyfikowanych na podstawie oznaczen mikroskopowych
a zawarto$cig sinic wyznaczong na podstawie fluorescencji tej grupy glonow w
pomiarach in situ wykonywanych przy wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe bbe
Moldaenke (rys 5b)

e sumarycznym stezeniem karotenoidow 1 fikobiliprotein charakterystycznych dla sinic
wyznaczonych metodg HPLC 1 spektrofluorymetryczng a zawartoscig sinic wyznaczong
na podstawie fluorescencji tej grupy glondw w pomiarach in situ wykonywanych przy
wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe bbe Moldaenke (rys 5c).

Otrzymane zaleznoS$ci przedstawiono w tabelach 2-4, zamieszczajac w nich liczbg danych N
oraz wspotczynnik determinacji r?.

W pierwszej kolejnoséci wyznaczono zalezno$ci w postaci (rys.2):
_ A
Cbarwnik - Cchl atB

pomiedzy stezeniami barwnikéw (Cparwnik) okreslonych w probkach fitoplanktonu przy
zastosowaniu metody HPLC i spektrofluorymetrycznej w odniesieniu do stezenia chlorofilu a
Cchl a, natomiast a w tabeli 3 zamieszczono otrzymane zaleznos$ci. Nalezy podkresli¢, ze
analizowane st¢zenia barwnikow zostaly wyznaczone przeprowadzeniu odpowiednich dla
danych zwigzkow procesoéw ekstrakcji z komorek naturalnie wystepujacego fitoplanktonu.



Jak wspomniano we wstepie gtdéwnymi sktadnikami komoérkowymi determinujgcymi

obecnos$¢ okreslonych grup taksonomicznych w sktadzie badanej fitocenozy sg barwniki. Do
grupy zwigzkoéw charakterystycznych dla komorek sinic nalezg karotenoidy tj. echinenon,
zeaksantyna, b-karoten, kantaksantyna afanizofyl, myksoksantofil oraz fikobiliny tj.;
fikocyjanina i fikoerytryna. Nalezy jednak pamigta¢, ze barwniki te moga wystepowaé w
komorkach glonéw nalezacych do innych klas systematycznych (Jeffey i Vesk 1997, Roy i wsp
2011). Zeaksantyna uwazana za karotenoidowy marker sinic, wystgpuje rowniez jako gtéwny
barwnik stanowiagcy 10% calkowitej zawartos$ci chlorofili i karotenoidow w komorkach
prochlorofitow (Prochlorophyceae) oraz glonéw czerwonych (Rhodophyceae).
Badania sktadu barwnikowego sinic battyckich wykazaly, ze nie we wszystkich szczepach
hodowlanych sinic zeaksantyna jest w barwnikiem dominujagcym (Wojtasiewicz i Ston-Egiert
2016). Ponadto zeaksantyna jest barwnikiem bioracym udziat w tzw. ‘cyklu ksantofilowym’
zZwigzanym z procesami niefotochemicznego ttumienia energii wzbudzenia czgstek. Cykl ten
polega na odwracalnej sekwencji dwdch niezaleznych reakcji enzymatycznych: epoksydacji i
deepoksydacji, wywotywanej przez zmiany nat¢zenia $wiatta (Goss i in. 1998). W warunkach
nadmiernego nate¢zenia $wiatla — wiolaksantyna jest przeksztatlcana do formy zeaksantyny
(poprzez ogniwo posrednie — anteraksantyng) w reakcji de-epoksydacji (czyli usunigcia
dwoch/jednej grup tlenowych z czasteczki) i odwrotnie — w warunkach niskiego $wiatla
zachodzi proces epoksydacji zeaksantyny. De-epoksydacja jest reakcja szybka
(sekundy/minuty do godziny), natomiast epoksydacja moze trwaé¢ nawet dni przy dzialaniu
dodatkowego czynnika stresowego. Cykl ten jest szeroko opisany w literaturze jako kluczowy
w procesach dyssypacji nadmiaru energii wzbudzenia i regulacji przeplywu energii w antenach
fotosyntetycznych (Demmig-Adams 1990, Demmig-Adams i Adams 1996, Young i in. 1997,
Larkum 2003). W zwiazku z tym — obecno$¢ zeaksantyny w probkach moze wynika¢ z
adaptacji komorek do warunkow oswietleniowych. Echinenon, z kolei, zostat dodatkowo
wyizolowany z komorek organizmow nalezacych do zielenic prazinofitow i1 euglenin, B-
karoten z komorek glonéw nalezacych do wigkszosci klas systematycznych. Podobnie
fikobiliproteiny, oprocz cyjanobakterii sg rowniez notowane jako glowne barwniki kryptofitow
i glonow czerwonych (Rhodophyceae).

Najlepsza korelacje uzyskano dla zalezosci B-karotenu (r=0.74) od stezenia chlorofilu a,
stosunkowo najliczniej reprezentowanego w wynikowym zbiorze danych N=1456.
Wspotczynnik determinacji  zeaksantyny wyniost r?=0.50 (przy N=1100), natomiast
myksoksantofilu 0.56 (N=171).
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Rys.2. Zalezno$ci pomigdzy stezeniami zidentyfikowanych karotenoidow wystepujacych w
komorkach sinic: echinenonu (echi), zeaksantyny (zeax), b-karotenu (b-kar),
kantaksantyny (canthax), afanizomenonu (apha), myksoksantofilu (myxo) 1 st¢zeniami
fikobiliprotein: fikocyjaniny (PC) i fikoerytryny (PE) zidentyfikowanych metoda
spektrofluorymetryczng a stezeniem chlorofilu a wyznaczonym metodg HPLC.

Z kolei zalezno$¢  pomigdzy  sumaryczng — zawarto$cia  karotenoidéw
charakterystycznych dla sinic a st¢zeniem chlorofilu a (rys.3) charakteryzowata si¢
wspotczynnikiem determinacji r>=0.37 (N=1361), pomiedzy sumaryczng zawartoscia
fikobiliprotein a chlorofilem a r>=0.28 (N=1298), natomiast zalezno$¢ uwzgledniajaca

karotenoidy 1 fikobiliproteiny charakterystyczne dla sinic w odniesieniu do st¢zenia chlorofilu
ar’=0.33 (N=1461).
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Rys.3. Zalezno$ci pomigdzy wartosciami sumarycznych stezen zidentyfikowanych
karotenoidéw metoda HPLC a stezeniem chlorofilu a, fikobiliprotein a st¢zeniem
chlorofilu a oraz sumy barwnikdéw charakterystycznych dla sinic a stezeniem chlorofilu
a

Tab.2. Zestawienie wspotczynnikow zaleznosci w postaci Cparwnik = Ch . *B otrzymanych
zalezno$ci, liczby danych N i wspotczynnika determinacji.

Lp Zalezno$¢ rys 11, 12 Liczba | Wspotczynnik

Barwnik Wspotczynnik | Wspdtczynnik B darI]\IyCh detergzinacji
A

1 | echinenon 0.9533 0.0055 431 0.45

2 | zeaksantyna 0.8442 0.1029 1100 0.50

3 | b-karoten 1.1098 0.02349 1456 0.74

4 | kantaksantyna 0.7312 0.00779 270 0.40

5 | afanizomenon 0.5846 0.0263 148 041

6 | myksoksantofil 0.9513 0.0123 171 0.56

7 | fikoerytryna 0.6631 0.0693 1278 0.19

8 | fikocyjanina 0.8385 0.1025 1244 0.27

9 |suma 0.8151 0.0976 1361 0.37
karotenoidow
sinic

10 | suma 0.8577 0.1604 1298 0.28
fikobiliprotein

11 | suma barwnikéw 0.8107 0.2631 1461 0.33
sinic
(karotenoidy +
fikobiliny)

W kolejnym etapie analiz ustalono zalezno$ci pomig¢dzy sumaryczng biomasa
zidentyfikowanego fitoplanktonu wyrazong w pgC dm® wyznaczong na podstawie
mikroskopowej identyfikacji gatunkéw w probkach naturalnych a st¢zeniem chlorofilu a
wyznaczonym metodg HPLC z ekstraktu mieszaniny barwikoéw (rys 4a). Zaznaczone na
czerwono 4 punkty to komplety danych mogace zwiera¢ bledne dane pomiarowe Ilub
niestandardowe sytuacje biooptyczne i powinny w dalszych pracach by poddane reanalizom i
wyjasnieniu.
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Rys.4. Zalezno$ci pomigdzy a) sumaryczng biomasg zidentyfikowanych na podstawie oznaczen
mikroskopowych gatunkow fitoplanktonu a stezeniem chlorofilu a wyznaczonym
metoda HPLC, b) sumaryczng zawartoscig chlorofilu a wyznaczong na podstawie
fluorescencji grup glonéw w pomiarach in situ wykonywanych przy wykorzystaniu
fluorymetru FluoroProbe bbe Moldaenke a stezeniem chlorofilu a wyznaczonym
metoda HPLC, c) sumaryczng biomasa zidentyfikowanych na podstawie oznaczen
mikroskopowych gatunkow fitoplanktonu a sumaryczng zawarto$cig chlorofilu a
wyznaczong na podstawie fluorescencji grup glonéw w pomiarach in situ
wykonywanych przy wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe bbe Moldaenke.

Jak wiadomo, chlorofil a jest powszechnie uwazany za wskaznik biomasy
fitoplanktonu. W odniesieniu do analizowanego zbioru danych otrzymano zalezno$¢ oparta na
1020 kompletach danych biomasy fitoplanktonu (wyznaczonej na drodze analiz
mikroskopowych) 1 koncentracji chlorofilu a wyznaczonej metoda HPLC, a wspotczynnik
determinacji tej zaleznosci wyniost r=0.48.

Nastepnie ustalono zwigzek pomigdzy stezeniem chlorofilu a wyznaczonym na podstawie
pomiarow HPLC i sumaryczng zawarto$cia chlorofilu a wyznaczong na podstawie fluorescencji
grup glonow w pomiarach in situ wykonywanych przy wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe
bbe Moldaenke (rys 12.b). W tym przypadku analizowany zbior danych zawieral 987
kompletow takich pomiardw, a otrzymany wspotczynnik determinacji wynidst 0.51.
Poréownano rowniez dwie alternatywne metody wyznaczania biomasy glonow: czasochtonng i
wymagajacg specjalistycznych kwalifikacji metod¢ mikroskopowej oceny sktadu
taksonomicznego oraz metode oparta na pomiarach widm fluorescencji grup fitoplanktonu
mierzonych in situ przy wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe bbe Moldaenke (rys 4c).
Otrzymana zalezno$é charakteryzowata si¢ r>= 0.53 dla 688 kompletu danych.

Tab.3. Zestawienie otrzymanych zaleznosci, liczby danych N i wspotczynnika determinacji
przedstawionych na rys.4.

Lp | Zaleznos¢ Liczba | Wsp
danych | . det.
N r’

1 Biomasayisopianitony (Mikroskop) = Ci% ioors® + 29.05288895 | 1020 0.48

2 Cent a tor (FluoroProbe) = Coit oaoiy®® * 1.135410227 987 0.51

3 Biomasastopianktonu (Mikroskop) 688 0.53
= gﬁ%%OZ(?tzglzl?L%roProbe) * 37.58922075
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Przeanalizowano rowniez mozliwo$¢ wykorzystania wynikéw otrzymanych przy
zastosowaniu roznych technik i metod pomiarowych pod katem wyznaczenia biomasy sinic.
Ustalono zalezno$¢ pomig¢dzy sumaryczng biomasg sinic zidentyfikowanych na podstawie
oznaczen mikroskopowych a sumarycznym st¢zeniem karotenoidow 1 fikobiliprotein
charakterystycznych dla sinic wyznaczonych metodg HPLC i spektrofluorymetryczng (rys 5a).
Zalezno$¢ ta charakteryzowata sie r?=0.4 (dla N=826)

1000

10000 + 10000 b) + c)

a)

1000 A

=)
S

+
*+
100 * . *

10 A ES 2P

S
+

+
+

1 +

(mikroskop) [ugC dm?]
(mikroskop) [ugC dm?]

biomasa sinic
biomasa sinic

+

o +t+ o+

o1 LA
+

0.01 +e s

banamnikéw sinic (hplc) [ug dm?]
it

e aemdi &

e LI
"t

L
AT s
*

sumaryczne stezenie

0.001

°
>
-
+
+
+ ¢
+*
+
* +
o
° °
- +*
+
'I"'I'
-
+

0.0001 0.001

1E-005 [T T Ty Ty T Ty T T 0.0001 LERRALAL B R AL B AL | 0.001 | L L I L U R L]

0001 001 01 1 10 100 1000 001 01 1 10 100 001 o1 1 10 100
sumaryczne stezenie zawartoscé sinc zawartosc sinc
barwnikéw sinic (hpic) [ug dm-] (FluoroProbe) [ug Ca dm-] (FluoroProbe) [ug Ca dm]

Rys.5. Zaleznosci pomigdzy: a) sumaryczng biomasg sinic zidentyfikowanych na podstawie
oznaczen mikroskopowych a sumarycznym stezeniem barwnikdéw charakterystycznych
dla sinic wyznaczonych metoda HPLC 1 spektrofluorymetryczng; b) sumaryczna
biomasg sinic zidentyfikowanych na podstawie oznaczen mikroskopowych a
zawarto$cig sinic wyznaczong na podstawie fluorescencji tej grupy glonow (fluorymetr
FluoroProbe bbe); ¢) sumarycznym stezeniem barwnikow charakterystycznych dla sinic
(HPLC 1 spektrofluorymetr) a zawartoscig sinic wyznaczong na podstawie fluorescencji
tej grupy glondéw (fluorymetr FluoroProbe bbe).

Z kolei zalezno$¢ pomiedzy sumarycznym stezeniem karotenoidow 1 fikobiliprotein
charakterystycznych dla sinic wyznaczonych metoda HPLC i spektrofluorymetryczng a
zawartoscig sinic wyznaczong na podstawie fluorescencji tej grupy glonow w pomiarach in situ
wykonywanych przy wykorzystaniu fluorymetru FluoroProbe bbe Moldaenke (rys 5c)
posiadata wspotczynnik determinacji 0.13 (dla 457 kompletow danych).

Najnizsza korelacja (r>=0.05, N=270) charakteryzowata sie zalezno$¢ pomigdzy sumaryczna
biomasg sinic zidentyfikowanych na podstawie oznaczen mikroskopowych a zawarto$cig sinic
wyznaczong na podstawie fluorescencji tej grupy glonéw w pomiarach in situ (rys 5b).

Tab.4. Zestawienie otrzymanych zaleznosci, liczby danych N i wspotczynnika determinacji
przedstawionych na rys.5.

Lp | Zalezno$¢—rys 5 Liczba | Wsp.
danych | det.
N r?
1 Biomasag;yi-(mikroskop) 826 0.40
= Cpauaoidzz % 5.505113756

— “barwniki sinic (hplc)

2 Biomasagiy;.(mikroskop) 270 0.05
= biomasa; 386783732 * 4.136885829

sinic (FluoroProbe)

3 Cbarwiniki sinic (hplc) 457 0-13
= biomasa%*33813358 % 0.895817151

sinic (FluoroProbe)
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Podsumowanie

W ramach realizacji zadania zgromadzono baze¢ danych z lat 2010-2015 zawierajaca
empiryczne pomiary wlasciwos$ci fizykochemicznych cyjanobakterii oraz zwigzkow barwnych
zawartych w ich komodrkach. Jakkolwiek skompletowany zbior parametrow zawiera ogromng
liczb¢ danych z roznych obszaréw Morza Battyckiego, tak niestety okres letni jest
reprezentowany najmniejszg liczbg danych ograniczonych do obszaru Zatoki Gdanskiej.
Zgromadzone dane zostaly wstgpnie przeanalizowane pod katem ich zréznicowania
wynikajacego z sezonowo-regionalnej zmiennosci oraz pod katem poréwnania roznych (w tym
zdalnych) metod okreslania biomasy tych glondw wykorzystujacych roznorakie wtasciwosci
biooptyczne komorek sinic i ich optycznie aktywnych sktadnikow.

Poréwnano metody oparte na klasycznej ocenie sktadu gatunkowego fitoplanktonu w probkach
i wyznaczania biomasy sinic poprzez oznaczenia mikroskopowe, 2z metodami
wykorzystujacymi charakterystyczne cechy i wlasciwosci komorek, jak np. sktad barwnikow
okreslany poprzez oznaczanie chromatograficzne i spektrofluorymetryczne odpowiednio
wyizolowanych zwigzkéw oraz fluorescencja odpowiednich barwnikow. Generalnie,
otrzymane warto$ci wspotczynnikow determinacji w odniesieniu do niektdrych przyblizen
mogg wynika¢ ze specyfiki naturalnie wystepujacej populacji glonéw podlegajacej roznym
czynnikom $§rodowiskowym, niejednokrotnie stresowym dla komorek, co w efekcie moze
modyfikowaé warto$ci wykorzystywanych parametrow biooptycznych.

Jest to pierwszy etap badan przewidzianych do kontynuowania w kolejnych latach.
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