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Реферат: Для побудови температурних кривих флуоресценції хлорофілу в експерименті з охолодженням при постійній 
швидкості від 20 до –45°C було обрано три види лишайників (Xanthoria elegans, Umbilicaria cylindrica, Usnea sphacelata) та 
представника екстремофільних ціанобактерій Nostoc commune. За допомогою модульованого флуориметра вимірювали два 
параметри флуоресценції хлорофілу (потенційний вихід фотосинтетичних процесів у фотосистемі II F

V
/F

M
 та ефективний кван-

товий вихід ΦPSIІ. Температурна відповідь II F
V
/F

M
 і Φ

PSII
 мала S-подібну криву, яка складалася з плато (зниження темпера-тури 

від 20 до –5°C), спаду і плеча, що досягає критичної точки, та відповідала трьом фазам лінійного охолодження. Для всіх 
експериментальних зразків залежно від виду та параметра флуоресценції хлорофілу криві мали різну форму. Лишайник 
U. cylindrica виявився найбільш кріорезистентним відповідно до фотосинтетичних процесів, які відбуваються в тилакоїдній мем-
брані хлоропласта за від’ємної температури.

Ключові слова: флуоресценція хлорофілу, охолодження, кріорезистентність, лишайники, ціанобактерії, полярні регіони, 
фотосистема II, фотосинтез.

Abstract: Lichens from the cold regions of Earth exhibit high, but diff erent degree of tolerance to drought and freeze stresses. 
Therefore, three lichen species Xanthoria elegans, Umbilicaria cylindrica, Usnea sphacelata, and a representative of extre-
mophilic cyanobacteria Nostoc commune were selected to measure temperature response curves of chlorophyll fl uorescence para-
meters in cooling experiment using a constant rate of cooling from 20 to –45°C. Two chlorophyll fl uorescence parameters (F

V
/F

M
 – 

potential yield of photosynthetic processes in photosystem II and Φ
PSII

 – eff ective quantum yield) were measured with a modulated 
fl uorometer. For all experimental species, the temperature-response curves of II F

V
/F

M
 and Φ

PSII
 showed typical triphasic shape: plateau 

(temperature decrease from 20 to –5°C), decline, and a shoulder reaching the critical point. The phase typically formed a S-curve 
of diff erent shape as dependent on species and chlorophyll fl uorescence parameter. U. cylindrica was the most cryoresistant in 
terms of photosynthetic processes ongoing in thylakoid membrane of chloroplast at below zero temperature.

Key words: chlorophyll fl uorescence, cooling, cryoresistance, lichens, cyanobacteria, polar regions, photosystem II, photo-
synthesis.
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Лишайники є невід’ємною частиною полярних 
екосистем, що демонструє стійкість до висушу-
вання та низькотемпературного впливу. Акліма-
тизація лишайників залежно від виду має різні 
варіанти чутливості до температури [8]. 

Лишайники в полярних регіонах можна ви-
користовувати як біомонітори зміни клімату. 
В Антарктиці є визначена кількість їх видів, 
тому лишайники можуть бути зручним об’єк-
том для відстеження кліматичних впливів у про-
сторовому та часовому вимірах [32]. Пов’язані 
зі зміною клімату коливання температури на 

Lichens form an essential part of polar ecosys-
tems and seem to be tolerant to dry and freeze 
stresses. Any acclimation processes in lichens are 
species-specifi c and there is a high degree of res-
ponse variability and sensitivity to temperature in 
diff erent species [8]. 

Lichens in the polar regions can be used as 
biomonitors for climate change, as there is a con-
sistent number of species in Antarctica and they 
off er several excellent means to track climate eff ects 
at geographic and temporal scales [32]. Changing 
the temperature in Antarctic Peninsula due to climate 
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Антарктичному півострові обумовлюють збіль-
шення холодового стресу, що впливає на темп 
росту лишайників залежно від виду. У свою чер-
гу, це призводить до втрати біорізноманіття [33]. 
Дослідження S.C. Schofi eld та співавт. [34] по-
казало, що значна сезонна молекулярна акліма-
тизація Lobaria pulmonaria відбувається в май-
же стабільній популяції клітин водоростей, яка 
не ділиться та зберігає фотосинтетичну здат-
ність протягом багатьох років до зміни навко-
лишнього середовища. Оскільки лишайники мо-
жуть легко переносити будь-які кліматичні яви-
ща в холодні періоди [5], тому їхня кріорезис-
тентність є предметом постійних спостережень, 
зокрема з використанням кріобіологічних методів 
[7]. 

Одним із важливих напрямів вивчення холо-
достійкості автотрофів полярних регіонів є пошук 
організмів, здатних зберігати фотосинтетичну ак-
тивність після експозиції в космічних умовах 
(у сухому стані). Наприклад, лишайник Pleopsi-
dium chlorophanum (екстремофіл, який зростає 
в дуже холодних і сухих місцях на великій ви-
соті) вижив і залишався фотосинтетично актив-
ним в умовах «марсіанської ніші» та фізіологічно 
адаптувався, збільшуючи свою фотосинтетич-
ну активність протягом 34 діб [36]. Лишайники 
та інші симбіотичні системи широко викорис-
товуються як модельні організми для астробіо-
логічних досліджень завдяки їхній здатності адап-
туватися до суворих умов навколишнього середо-
вища [24, 31]. 

Можна виділити дві основні групи сучас-
них досліджень: in situ (вивчення холодостій-
кості лишайників у природних умовах) і ex situ 
(лабораторні експерименти, зокрема програмне 
охолодження та вивчення його впливу на про-
дуктивність фотосинтезу). Серед переваг пер-
шої групи досліджень можна відзначити можли-
вість оцінювання потенційної активності фото-
системи ІІ (PSII) та холодостійкості під снігом 
за природною температурою талому та кліматом. 
Так, C.W. Dodge [26] дослідив фотосинтетичну 
продуктивність Xanthoria mawsonii в умовах зов-
нішнього освітлення та весняної температури. 

Друга група досліджень є більш поширеною, 
що обумовлено здатністю лишайників зберігати 
свою фотосинтетичну активність після збору і ви-
сушування. Тому лишайники є придатним об’єк-
том для транспортування та експериментів у ла-
бораторії. 

J.W. Bjerke [6] вивчав вплив снігового пок-
риву, льоду та експозиції на повітрі на зволожені 
кормові лишайники північного оленя, які під-
давалися перепадам температури від вище до 

changes is determining an increase of cooling 
stress that is aff ecting lichens growth in diff erent 
rates related to species, having an ecological 
impact that would also mostly cause a biodiver-
sity loss [33]. Studies by Schofi eld et al. [34] show 
that large seasonal molecular acclimation in Lo-
baria pulmonaria occurs within a nearly stable, 
nondividing algal cell population that maintains 
photosynthetic capacity through many years of 
changing environmental cues. As any climate events 
in cold time may be readily tolerated by lichens [5], 
their cryoresistance and underlying mechanisms 
are under a close attention of researchers. Nowa-
days, translational cryobiology is applied in many 
laboratory processes [7]. 

One of the important directions in studies 
of the cold tolerance of autotrophic organisms 
from polar regions is searching for the organisms 
capable to maintain photosynthetic activity after 
their exposure to space condition (in dry state). 
For example, the lichen Pleopsidium chloropha-
num (an extremophile that lives in very cold, dry, 
high-altitude habitats) survived and remained pho-
tosynthetically active under Martian niche condi-
tion and adapted physiologically by increasing its 
photosynthetic activity over 34 days [36]. Lichens 
and other symbiotic systems are widely used as 
model organisms for astrobiology studies, for their 
ability to cope with harsh environmental condi-
tions [24, 31]. 

There are two main groups of recent studies: 
in situ, i. e. investigating the cold tolerance of li-
chens under natural conditions and ex situ meaning la-
boratory experiments, particularly programed cooling 
and its eff ect on the photosynthetic performance. 
Among the advantages of the fi rst group is an 
opportunity to evaluate the potential PSII activity 
and cold resistance under snow according to the 
natural thallus temperature and climatic conditions. 
So, C.W. Dodge has investigated a photosynthetic 
performance of Xanthoria mawsonii under ambient 
light and temperature conditions during spring [26].

The second group of the researches seems to 
be more frequent, especially when taking into 
account that lichens keep their photosynthetic 
performance being collected and dried and so are 
suitable object to be transferred and investigated 
in the laboratory. 

J.W. Bjerke studied the eff ects of snow cover, ice 
encapsulation and air exposure on hydrated terri-
colous reindeer forage lichens subjected to tempe-
rature drops from above 0°C to well below freezing 
[6]. Physiological parameters of the lichen Ever-
nia prunastri (L.) Ach. were measured after free-
zing of air-dried samples and short-term storage (15, 
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значно нижче 0°C. Фізіологічні показники ли-
шайника Evernia prunastri (L.) Ach вимірюва-
ли після заморожування висушених на повітрі 
зразків і короткочасного зберігання (15, 30 і 
90 діб). L. Paoli та співавт. [27] дійшли висновку, 
що ці лишайники залишаються життєздатними.

Одним з методів оцінки кріорезистентності 
лишайників є вимірювання флуоресценції хло-
рофілу під час лінійного охолодження від 20 
до −50°C із постійною швидкістю 2°C хв−1. За 
допомогою цього методу було визначено між-
видові відмінності критичної температури пер-
винних фотохімічних процесів фотосинтезу для 
Usnea antarctica, Usnea aurantiaco atra та Um-
bilicaria cylindrica [12]. M. Marečková та співавт. 
[21] виміряли параметри флуоресценції хлоро-
філу в Dermatocarpon polyphyllizum під час лі-
нійного охолодження від 22 до −40°C. Фото-
синтетичні відповіді на мінусову температуру 
оцінювали для симбіотичної водорості Trebouxia 
sp., яка піддавалася лінійному охолодженню від 
фізіологічної (20°C) до мінусової температу-
ри (–30°C). Індуковане охолодженням знижен-
ня потенціалу (F

V
/F

M
) і ефективного квантового 

виходу PSII (Φ
PSII

) були трифазними, показуючи 
«швидке–повільне–швидке» зниження двох па-
раметрів флуоресценції Chl з падінням темпера-
тури [13]. 

Повільні перехідні процеси флуоресценції 
хлорофілу в антарктичних лишайниках вимірю-
вали під час повільного охолодження талому від 
20°C до 5, 0 і –5°C з 20-хвилинною аклімати-
зацією за кожної температури [23]. Їх вимірю-
вання в Rhizoplaca melanophtalma, Umbilicaria 
antarctica, Xanthoria elegans були доповнені 
імпульсами насичення для аналізу параметрів 
флуоресценції хлорофілу (максимальний вихід 
PSII F

V
/F

M
). У дослідженнях параметри фото-

синтезу U. antarctica та X. elegans вимірювали 
в діапазоні температур від −20 до 10°C за до-
помогою системи флуориметричної візуаліза-
ції [3]. Результати показали, що ці антарктичні 
види лишайників добре пристосовані до від’єм-
них температур і здатні здійснювати первинний 
фотосинтез при –15°C. Крім того, існує досить 
велика група робіт, присвячених оцінці та пояс-
ненню міжвидових відмінностей висихання та 
холодостійкості лишайників. T. Backhaus та 
співавт. [2] показали швидке відновлення фото-
синтетичної активності лишайників Circinaria 
gyrosa та Buellia frigida після висихання та мі-
нусових температур. K.A. Solhaug та співавт. [35] 
за допомогою методу флуоресценції хлорофілу 
вивчали морозостійкість полярних лишайників 
Lobaria virens і Lobaria pulmonaria. Продук-

30 and 90 days). L. Paoli et al. [27] concluded that 
lichens remained healthy.

Measurement of the chlorophyll fl uorescence pa-
rameters during linear cooling is one of the methods 
to estimate the lichens cryoresistance. The method 
exploits cooling from 20 to −50°C at a constant 
rate of 2°C min−1 and combines it with simultaneous 
measurements of chlorophyll fl uorescence para-
meters. In this approach, the diff erences between 
species in the critical temperature for primary 
photochemical processes of photosynthesis were 
evaluated for Usnea antarctica, Usnea auran-
tiaco atra, and Umbilicaria cylindrica [12]. Mareč-
ková et al. [21] measured the chlorophyll fl uore-
cence parameters in Dermatocarpon polyphyl-
lizum during linear cooling from  22 to  − 40°C. 
Photosynthetic responses to sub-zero temperature 
were evaluated for symbiotic alga Trebouxia sp. 
exposed to linear cooling from physiological (20°C) 
to sub-zero temperature (–30°C). The cooling-
induced decrease in potential (F

V
/F

M
) and eff ec-

tive quantum yield of PSII (Φ
PSII

) were triphasic, 
showing a fast–slow–fast decline of the two Chl 
fl uorescence parameters with temperature fall [13].

Slow chlorophyll fl uorescence transients in An-
tarctic lichens were measured during slowly 
cooling of thallus from 20°C to 5, 0 and –5°C 
with 20-minute acclimation at each temperature 
[23]. Their measurements in Rhizoplaca melano-
phtalma, Umbilicaria antarctica, Xanthoria elegans 
were supplemented with saturation pulses for the 
analysis of chlorophyll fl uorescence parameters 
(maximum yield of PSII photochemistry F

V
/F

M
). 

Photosynthetic parameters of U. antarctica and 
X. elegans were measured within the tempera-
ture range from −20 to 10°C by a fl uorometric ima-
ging system in the research [3]. The results sho-
wed that these Antarctic lichen species were well 
adapted to sub-zero temperatures and capable 
of performing primary photosynthesis at −15°C.
Moreover, there is a rather large group of pa-
pers devoted to the evaluation and explanation of 
interspecifi c diff erences in desiccation and cold 
tolerance in lichens. Results of T. Backhaus et al. 
[2] reveal fast recovery of photosynthetic activity 
of lichens Circinaria gyrosa and Buellia frigida 
after desiccation and subzero temperatures. Free-
zing tolerance of polar lichens Lobaria virens 
and Lobaria pulmonaria using chlorophyll fl uore-
scence technique was studied by K.A. Solhaug et 
al. [35]. The performance of the photosynthetic light 
reaction of isolated photobionts of diff erent lichen 
species (Usnea lambii, Pleopsidium chloropha-
num, B. frigida, Umbilicaria decussata, U. antarc-
tica; Fulgensia bracteata) was compared with their 
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тивність фотосинтетичної світлової реакції ізо-
льованих фотобіонтів різних видів лишайни-
ків (Usnea lambii, Pleopsidium chlorophanum, B. fri-
gida, Umbilicaria decussata, U. antarctica, Fulgen-
sia bracteata) порівнювали з їхньою реакцією 
на низькі температури та висихання [30]. Між-
видові відмінності в толерантності до висихання 
деяких лишайників також вивчали A. Puhovkin 
та співавт. [28].

Стійкість до замерзання та висихання екс-
тремофільних автотрофних організмів вивчали 
M. Šabacká та співавт. [29]. Міжвидові відмін-
ності кріорезистентності Trebouxia asymmetrica, 
Trebouxia jamesii, Trebouxia glomerata, Trebou-
xiaerici, Trebouxia irregularis були виявлені після 
шокового заморожування та подальшого куль-
тивування [14]. F. Míguez та співавт. [22] визна-
чили загальні моделі акліматизації симбіотич-
них і вільноживучих Trebouxiophyceae в умовах 
охолодження та фотоохолодження. Було дос-
ліджено видоспецифічні реакції європейських 
лишайників Lasallia pustulata (L.) Mérat і Umbili-
caria hirsuta (Sw. ex Westr.) Hoff m. на дегідрата-
цію талому, спричинену осмотичним стресом 
у поєднанні з впливом низької температури [11]. 
J. Hájek та співавт. [15] також досліджували 
вплив рибітолу на фотохімічні процеси у фоліоз-
них лишайниках (L. pustulata (L.) Mérat, U. hirsuta 
(Sw. ex Westr.) Hoff m.) за низької температури.

Мета дослідження — оцінка безпосереднього 
впливу низьких температур на флуоресценцію 
хлорофілу в автотрофних організмах із поляр-
них регіонів, які є контрастними морфологіч-
ними екотипами хлоролишайників (X. elegans, 
U. cylindrica, Usnea sphacelata) та екстремофіль-
них ціанобактерій (Nostoc commune). 

Матеріали та методи 
У роботі застосували метод лінійного охолод-

ження для встановлення зв’язку з попередніми 
дослідженнями лишайників із полярних регіо-
нів. Автори очікували визначити видоспецифічні 
відмінності у кріорезистентності, оцінені за фо-
тосинтетичною продуктивністю (контрольова-
ною кількома параметрами флуоресценції Chl). 
Дослідження зосереджене на побудові кри-
вих температурної реакції та аналізі параметрів 
первинних фотосинтетичних процесів F

V
/F

M
 та 

Φ
PSII

 протягом лінійного охолодження.
Дослідні види. Для вимірювання кривих тем-

пературної реакції параметрів флуоресценції 
хлорофілу використовували декілька екстремо-
фільних автотрофних організмів: X. elegans, U. 
cylindrica, U. sphacelata, N. commune. Три види 
лишайників були відібрані для експериментів 

response to low temperatures and desiccation [30]. 
Interspecifi c diff erences in desiccation tolerance 
of several lichens were also studied [28]. 

Freezing and desiccation tolerance in extremophilic 
autotrophic organisms was studied by M. Šabacká et al. 
[29]. Interspecifi c diff erences in cryoresistance of Tre-
bouxia asymmetrica, Trebouxia jamesii, Trebouxia 
glomerata, Trebouxiaerici and Trebouxia irregularis 
were found after shock freezing and consequent 
cultivation [14]. F. Míguez et al. [22] identifi ed ge-
neral patterns of acclimation in symbiotic and 
free-living Trebouxiophyceae under chilling and 
photochilling. Species-specifi c responses of euro-
pean lichens Lasallia pustulata (L.) Mérat, and 
Umbilicaria hirsuta (Sw. ex Westr.) Hoff m. to dehy-
dration caused by osmotic stress combined with 
the eff ect of low thallus temperature were studied 
[11]. J. Hájek et al. [15] also investigated the eff ect 
of ribitol on photochemical processes of photosyn-
thesis in foliose lichens (L. pustulata (L.) Mérat., 
U. hirsuta (Sw. ex Westr.) Hoff m.) at low tempe-
rature.

The aim of the present study was to evaluate 
the direct eff ects of subzero temperatures on chlo-
rophyll fl uorescence in autotrophic organisms from 
polar regions that represented contrasting morpho-
logical chlorolichen ecotypes or extremophilic cya-
nobacteria: X. elegans, U. cylindrica, Usnea spha-
celata, Nostoc commune. 

Materials and methods
To compare with the already existing experi-

mental evidence, we applied the linear cooling 
method so that we would be able to relate to the 
results of former studies in the lichens from 
polar regions. In our study, we expected species-
specifi c diff erences in cryoresistance evaluated 
by photosynthetic performance (monitored by se-
veral Chl fl uorescence parameters). We focused on 
plotting the temperature response curves and ana-
lysis of the parameters of primary photosynthe-
tic processes F

V
/F

M
 and Φ

PSII
 under eff ect of linear 

cooling.
Experimental species. Several extremophilic auto-

trophic organisms were used to measure the 
temperature response curves of chlorophyll fl uore-
scence parameters: X. elegans, U. cylindrica, U. spha-
celata, N. commune. The three lichen species were 
selected for the experiments focused on their cryore-
sistance because they represented contrasting morpho-
logical chlorolichen morphotypes: foliose (U. cy-
lindrica), and fruticose (U. sphacelata) from polar 
regions. Moreover, colonies of N. commune  were 
used as representatives of extremophilic cyanobac-
teria (see Fig. 1). The selected species were cho-
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з вивчення їхньої кріорезистентності, оскільки 
вони представляють контрастні морфологічні 
будови морфотипів хлоролишайників: листяний 
(U. cylindrica) і кущистий (U. sphacelata) з по-
лярних регіонів. Крім того, колонії N. commune 
використовували як представників екстремо-
фільних ціанобактерій (рис. 1). Дані види були 
обрані для експериментів, тому що вони займа-
ють схожі екологічні ніші, незважаючи на різну 
морфологічну структуру. N. commune була об-
рана для експерименту в якості порівняльного 
виду, подібно до дослідження J. Hájek та співавт.
[14]. 

Збір та обробка проб. X. elegans був зіб-
раний в Антарктиці, на острові Джеймс Росс 
(63°48’50’’S, 57°49’53’’W). Місце збору розта-
шоване на кам’янистому полі (висота 55 м над 
рівнем моря), яке утворювало обрані полігони 
з неглибокими западинами по краях. X. ele-
gans переважно знаходили там за наявністю 
води, що утворюється в цих западинах у період 
південного літнього сезону. 

Таломи U. sphacelata збирали в місцевості 
Hallozetes Valley (63°47’52’’S, 57°49’12’’W). Як 
правило, таломи U. sphacelata збирали з верхньої 
частини каменів (розміром 15–60 см), що утво-
рюють поверхню кам’янистого льодовика на 
висоті 220 м над рівнем моря. 

Колонії N. commune були зібрані з просочу-
вання, розташованого на підніжжі, що межує 
з плоскою долиною (63°48’14’’S, 57°53’01’’W) 
на висоті 20 м над рівнем моря. 

Талом U. cylindrica збирали на Шпіцбергені 
у долині Munindalen (78°40’09.4»N 16°10’25.9’’E) 
на висоті 80–100 м над рівнем моря, а талом 
U. cylyndrica — з кам’яних поверхонь на рівні 
землі. 

Після збору таломи лишайників і колонії 
N. commune висушували природним шляхом 
(тінь, вітряне місце поблизу станції J.G. Men-
del) та транспортували до Європи. Зібрані зраз-
ки зберігали сухими в холодильнику за 5°C. 
Перед експериментами їх змочували протягом 
24 годин демінералізованою водою при 5°C 
і слабкому освітленні 10 ммоль м–2·с–1 фотосин-
тетичного активного випромінювання (PAR). 
Після регідратації та повного відновлення фото-
синтетичних процесів (що було перевірено за 
F

V
/F

M
) для експериментів з охолодженням вико-

ристовували таломи, які демонструють макси-
мальні значення F

V
/F

M
.

Протоколи охолодження та флуоресценція 
хлорофілу. Для оцінки видоспецифічної стій-
кості лишайників до від’ємних температур ви-
користовували метод визначення критичної тем-

sen for the experiments because they occupy 
similar ecological niches, in spite of their diff erent 
morphology. Colonial N. commune was selected for 
the study as comparative species, similarly to the 
study of J. Hájek et al. [14].

Sample collection and handling. The X. elegans 
was collected in Antarctica, James Ross Island 
(63°48’50’’S, 57°49’53’’W). Site of collection was 
located in a stony fi eld (altitude 55 m a.s.l.) for-
ming sorted polygons with shallow depressions 
along their margins. X. elegans was preferentially 
found there because of availability of liquid water 
formed in these depressions during austral sum-
mer season. 

Thalli of U. sphacelata were collected from the 
locality Hallozetes Valley (63°47’52’’S, 57°49’ 
12’’W). Typically, thalli of U. sphacelata were collec-
ted from the upper part of stones (sized 15–60 cm) 
forming a surface of a stony glacier. Thalli were 
collected from the altitude of 220 m a.s.l. 

Colonies of N. commune were collected from 
a seepage located on a foothill bordering with 
a shallow  valley (63°48’14’’S, 57°53’01’’W) at the 
altitude of 20 m a.s.l. 

Thalli of U. cylindrica were collected from 
Svalbard, the valley of Munindalen (78°40’09.4’’N 
16°10’25.9’’E, the altitude of 80–100 m a.s.l. 
The U. cylyndrica thalli were collected from stone 
surfaces, close to ground level.

After collection, the lichen thalli and N. com-
mune colonies were dried out naturally (shade, 
windy place close to the J.G. Mendel station), then 
transported to Europe in a dry state. The collected 
samples were kept dry in a fridge at 5°C. Before 
experiments, they were wetted for 24 h by a de-
mineralized water at 5°C and dim light 10 mol 
m–2·s–1 of photosynthetically active radiation (PAR). 
After rehydration and full restoration of photo-
synthetic processes (checked by F

V
/F

M
) the thalli 

showing maximal values of F
V
/F

M
 were used for 

the cooling experiments. 
Cooling protocols and chlorophyll fl uore-

scence. To evaluate species-specifi c resistance to 
subzero temperature, the method described by J. 
Hájek et al. was used to estimate the critical cooling 
temperature for photosynthetic processes of the 
samples [12]. 

The Planer Kryo 10 series chamber (Planer, 
Great Britain) linked to a 20 l Dewar fl ask with 
liquid nitrogen was used to cool the samples of 
extremophilic autotrophic organisms. Cooling pro-
tocol started from 20 (initial temperature), and 
ended at –50°C at a constant rate of 2°C·min–1. 
Lichen thallus temperature was monitored by a 
built-in thermocouple. Before cooling, an indivi-
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Рис. 1. Види автотрофних організмів. A — лишайник X. elegans; B — поперечний розріз талома X. elegans (верх-
ній кортекс (a), шар фотобіонта (b) і нижній кортекс (c)); С — лишайник U. cylindrica; D — поперечний розріз 
талома U. cylindrica (тонкий верхній кортекс (а), шар фотобіонта (b), мозкова речовина з нижньою корою (c)); E — 
лишайник U. sphacelata; F — поперечний розріз талома U. sphacelata (товстий кортекс (а), внутрішня мозкова 
речовина з розташованими скупченнями фотобіонтів (b); сосочки (с)); G — N. commune; H — поперечний зріз 
N. commune (ціанобактеріальні (a), ниткоподібні структури (b) всередині оболонки, сосочки (с)).

Fig. 1. Autotrophs’ species. A – X. elegans liche; B – X. elegans thallus cross section (upper cortex (a), photobiont 
layer (b) and lower cortex (c); С – U. cylindrica lichen; D – U. cylindrica thallus cross section (thin upper cortex 
layer (a), photobiont layer (b),  medulla with  lower cortex (c); E – U. sphacelata liche; F – U. sphacelata thallus 
cross section (thick cortex (a), internal medulla with arranged clusters of photobionts (b); papillae (c); G – N. commune; 
H – N. commune cross-section (cyanobacterial (a), filamentous structures (b) inside the sheath, papillae (c). 
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ператури охолодження для процесів фотосин-
тезу [12]. 

Охолодження зразків екстремофільних авто-
трофних організмів здійснювали за допомогою 
камери охолодження «Kryo 10» (Planer, Вели-
ка Британія), сполученої з посудиною Дьюара 
(20 л) з рідким азотом. За протоколом охолод-
ження початкова температура зберігання зразків 
була 20°C, а кінцева — –50°C з постійною швид-
кістю 2°C·хв–1. Температуру талому лишайни-
ка контролювали за допомогою вбудованої тер-
мопари. Перед охолодженням окремий зразок 
врівноважували до 20°C протягом 10 хв. Про-
цес охолодження контролювався портативним 
комп’ютером, температуру камери та зразка ре-
гулярно вимірювали вбудованими термопара-
ми. Одночасно з охолодженням визначали па-
раметри флуоресценції хлорофілу (F

V
/F

M
, Φ

PSII
) 

за допомогою флуориметра «PAM 2000» (H. Walz, 
Німеччина). Зонд флуориметра поміщали в охо-
лоджувальну камеру на 3 мм над зразком для 
забезпечення задовільно високого сигналу флуо-
ресценції хлорофілу під час вимірювань. Пов-
торювані імпульси сатурації 5000 ммоль м–2·с–1 
протягом 0,8 с подавали кожні 30 с, щоб вик-
ликати максимальні сигнали флуоресценції хло-
рофілу. Для визначення F

V
/F

M
 використову-

вали фонове F
0
 і максимальне F

M
 значення, 

виміряні на адаптованих до темряви зразках. Для 
оцінки Φ

PSII
 використовували актинічне світло 

30 ммоль м–2·с–1 PAR, яке вироблялося флуо-
рометром, що вмикався за 5 хв до початку охо-
лодження і працював протягом усього експе-
рименту. Для кожного виду було проведено 
щонайменше три вимірювання параметрів флуо-
ресценції хлорофілу (F

V
/F

M
, Φ

PSII
). 

Обробка даних. Дані F
V
/F

M
 і Φ

PSII
 були нане-

сені на графік залежно від температури зразка та 
апроксимовані S-подібними кривими. За допомо-
гою S-подібних кривих оцінювали такі пара-
метри: температура зразка, за якої починається 
залежне від температури інгібування F

V
/F

M
 

і Φ
PSII

 (T1); критична температура, за якої F
V
/F

M
 

і Φ
PSII

 досягають 0°C (T2), а T1/2 визначається 
як температура, за якої F

V
/F

M 
і Φ

PSII
 досягають 

50% своїх максимумів. 

Результати та обговорення
Результати у всіх досліджених видів F

V
/

F
M

 та Φ
PSII

 змінювалися зі зниженням темпера-
тури зразка, утворенням типової S-подібної 
кривої (рис. 2, 3). На кривій можна виділити 
три фази: початкове повільне лінійне зниження, 
виявлене під час зниження температури зразка 
від 20 до −10°C — фаза I; проміжна фаза, типо-

dual sample was equilibrated to 20°C for 10 min. 
The cooling was PC-controlled, and chamber and 
sample temperature were regularly measured by 
in-built thermocouples. Simultaneously with the 
cooling, chlorophyll fl uorescence parameters (FV/
F

M
, Φ

PSII
) were measured with a PAM 2000 fl uo-

rometer (H. Walz, Germany). The fl uorometer 
probe was placed into the cooling chamber typi-
cally 3 mm above the sample to assure a sa-
tisfactorily-high chlorophyll fl uorescence signal 
during measurements. Repeated saturation pulses 
of 5,000 mol m–2·s–1 for 0.8 s were provided 
each 30 s to induce maximum chlorophyll fl uo-
rescence signals. For F

V
/F

M
 determination, values 

of background (F
0
) and maximum (F

M
) values 

measured on dark-adapted samples were used. 
For Φ

PSII
 evaluation, actinic light of 30 mol 

m–2·s–1 PAR provided by a fl uorometer was used. 
It was switched on 5 min before the cooling pro-
tocol started and lasted until the end of the cooling 
period. At least three measurements were conducted 
in each species, and in particular the chlorophyll 
fl uorescence parameters (F

V
/F

M
, Φ

PSII
).

Data processing. F
V
/F

M
 and Φ

PSII
 were plotted 

against the sample temperature and fi tted by S-
curves. From the S-curves, the following parame-
ters were evaluated: sample temperature at which 
temperature-dependent inhibition of F

V
/F

M
 and 

Φ
PSII

 starts (T1), critical temperature at which F
V
/

F
M

 and Φ
PSII

 reach 0 (T2), and T1/2 defi ned as 
the temperature at which F

V
/F

M
 and Φ

PSII
 reach 50% 

of their maxima. 

Results and discussion
In all investigated species, F

V
/F

M
 (Φ

PSII
) chan-

ged with decreasing sample temperature forming 
a typical S-shaped curve (Fig. 2, 3). From the 
curve, three phases could be distinguished: an 
initial slow linear decrease found at the sample 
temperature decreasing from 20 to −10°C – Phase 
I; an intermediate phase typical of a rapid decrease 
(typically in the temperature range of −20 to 
−10°C) – Phase II, and the end part of the curve 
(slow decrease or constant close-to-zero values 
of F

V
/F

M
 (Φ

PSII
) found typically below −20°C) – 

Phase III.
Table shows F

V
/F

M
 and Φ

PSII
 parameters cha-

racterizing interspecifi c diff erences evaluated from 
the S-curves.

All the investigated autotrophs exposed to 
subzero temperatures showed a substantial level 
of photosynthetic processes at the temperature be-
low 10°C and critical subzero temperature (T2) 
below –20°C. As expected, F

V
/F

M
 was inhibited 

in lower temperature (typically far below –25°C), 
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ва для швидкого зниження (як правило, від −20 
до −10°C) — фаза II; кінцева частина кри-
вої, повільне зниження або постійні близькі до 
нуля значення F

V
/F

M
 та Φ

PSII
 (як правило, нижче 

–20°C) — фаза III
У таблиці наведено параметри F

V
/F

M
 та Φ

PSII
, 

що характеризують міжвидові відмінності, оці-
нені за S-подібними кривими. 

Усі досліджені автотрофні організми, які заз-
нали впливу від’ємних температур, показали 
значний рівень фотосинтетичних процесів за тем-
ператури нижче 10°C і критичній мінусовій 
температурі (T2) нижче –20°C. Як і очікувало-
ся, F

V
/F

M
 пригнічувався за більш низької темпе-

ратури (як правило, набагато нижче –25°C, тоді 
як Φ

PSII
, пов’язаний з фотосинтетичним по-

током електронів через їх носії у тилакоїдній 
мембрані, досягав від –20 до –30°C). Це узгод-
жується з даними попередніх досліджень антар-
ктичних лишайників, які показали нижчу кри-
тичну температуру для F

V
/F

M
 порівняно з Φ

PSII
 

[3, 12]. Феномен обмеження Φ
PSII

 пов’язаний зі 

while Φ
PSII

 associated with photosynthetic elect-
ron fl ow through the electron carriers in thylakoid 
membrane reached the range of –20 to –30°C. 
This is consistent with previous evidence of earlier 
studies in Antarctic lichens that showed critical 
temperature lower for F

V
/F

M
 than Φ

PSII
 [3, 12]. 

The phenomenon of Φ
PSII

 limitation is associated 
with freeze-induced limitation of photosynthetic 
electron transport rate and NADP/ATP production 
at extreme subzero temperature while PSII func-
tioning remains much less limited. In this concept, 
a feedback regulation of photosynthesis appears 
to balance the light absorbed by the primary pho-
tochemical reactions in photosystems, and the 
transformation of the energy into NADPH and 
ATP. The phenomenon is called photostasis [25] 
and associated with an acclimation to low tempera-
ture mediated by the changes in redox state of 
plastoquinone [9]. Photostasis is considered a pro-
tective mechanism of polar autotrophs [20]. 

For all experimental species, the temperature-
response curves of F

V
/F

M
 and Φ

PSII
 showed ty-

Рис. 2. Температурні криві FV/FM (потенційний вихід фотохімічних процесів у ФСII), записані під час лінійного 
охолодження експериментальних видів лишайників від 20 до −40°C зі швидкістю 2°C·хв−1: А — U. sphacelata, 
B — X. elegans, C — U. cylindrica, D — N. commune. Дані є середніми для трьох повторів ± стандартні відхи-
лення. 

Fig. 2. Temperature-response curves of FV/FM (potential yield of photochemical processes in PSII) recorded during 
linear cooling of experimental lichen species from 20 to −40°C at the rate of 2°C·min−1: А – U. sphacelata, B – 
X. elegans, C – U. cylindrica, D – N. commune. Data point represents the means of 3 replicates ± standard deviations. 

Температура, °C 
Temperature, °C
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зменшенням швидкості фотосинтетичного транс-
порту електронів і виробленням НАДФ/АТФ 
під час заморожування до екстремально низької 
температури, тоді як функціонування PSII за-
лишається менш обмеженим. Таким чином від-
бувається регуляція фотосинтезу зі зворотним 
зв’язком для збалансування світла, що погли-
нається фотосистемами у ході первинних фо-
тохімічних реакцій. Така регуляція супровод-
жується перетворенням енергії в НАДФН і АТФ. 
Це явище називається фотостазом [25] і пов’я-
зане зі звиканням зразка до низької температу-
ри, опосередкованими змінами окисно-відновно-
го стану пластохінону [9]. Фотостаз вважається 
захисним механізмом полярних автотрофів [20]. 

Для всіх експериментальних видів криві 
температурної відповіді F

V
/F

M
 та Φ

PSII
 по-

казали типову трифазну форму: плато (знижен-
ня температури від 20 до –5°C); спад і плече, 
що досягає критичної точки (рис. 2, 3) Зазвичай 
формується S-подібна крива різної форми за-
лежно від виду та параметра флуоресценції 

pical triphasic shape: plateau (temperature de-
crease from 20 to –5°C), decline, and a shoulder 
reaching the critical point (Fig. 2, 3). The phase 
typically formed a S-curve of diff erent shape as 
dependent on species and chlorophyll fl uorescence 
parameter. In between the phase I and II, a turning 
point might be distinguished (for T1 temperature) 
which was found within a temperature range of 
–8 to –18°C (for F

V
/F

M
, see Fig. 2) and –5 to 

–10°C (Φ
PSII

, Fig. 3). This range was similar to 
that reported in previous studies [4, 12] and 
corresponded to the temperature reported as cri-
tical for ice-nucleation in hydrated lichen thalli [18]. 
At the T1 temperature, photosynthetic LHC-PSII 
complex passes structural and functional changes 
which is associated with an increase in back-
ground chlorophyll fl uorescence (F

0
) reported by 

Folgar-Cameán and Barták (2019) [10]. Our data 
on F

0
 (not shown) support the phenomenon for 

X. elegans, U. cylindrica, U. sphacelata, N. com-
mune. With further decrease of temperature, the 
F

0
 rises, typically until the critical temperature T2 

Рис. 3. Криві залежності від температури ΦPSII (ефективний квантовий вихід фотохімічних процесів у PSII), 
записані під час лінійного охолодження експериментальних видів лишайників від 20 до −40°C зі швидкістю 
2°C·хв−1: А — U. sphacelata, B — X. elegans, C — U. cylindrica, D — N. commune. Дані представлені як середнє 
з трьох повторів ± стандартні відхилення.

Fig. 3. Temperature-response curves of ΦPSII (eff ective quantum yield of photochemical processes in PSII) 
recorded during linear cooling of experimental lichen species from 20 to −40°C at the rate of 2 °C·min−1: А – U. sphacelata, 
B – X. elegans, C – U. cylindrica, D – N. commune. Data point are means of 3 replicates ± standard deviations.

Температура, °C 
Temperature, °C



хлорофілу. Між фазами І і ІІ можна виділити 
переломну точку (для температури T1), яка 
була знайдена в діапазоні температур від –8 до 
–18°C (для F

V
/F

M
, див. рис. 2) і від –5 до –10°C 

(для Φ
PSII

, рис. 3). Цей діапазон був подібний 
до того, який використовувався у попередніх 
дослідженнях [4, 12], і відповідав температурі, 
що вважається критичною для нуклеації льоду 
в гідратованих таломах лишайників [18]. За 
температури Т1 фотосинтетичний комплекс LHC-
PSII проходить структурні та функціональні 
зміни, які пов’язані зі збільшенням фонової 
флуоресценції хлорофілу F

0
 [10]. Наші дані 

щодо F
0
 (в статті не наведено) підтверджують 

це явище для X. elegans, U. cylindrica, U. sphace-
lata, N. commune. За подальшого зниження тем-
ператури F

0
 зростає, як правило, до досягнен-

ня критичної T2. Охолодження до температури 
нижче T2 не призводить до подальшого збіль-
шення F

0
, що свідчить про припинення фо-

тохімічних процесів у комплексах LHC-PSII 
через замерзання таломів. 

Таким чином, критична температура T2 (при 
розгляді F

V
/F

M
) може бути обумовлена утво-

ренням кристалів льоду в клітинах фотобіонтів, 
які повністю пригнічують функціонування PSII 
per se. Критична температура –20°C і/або ниж-
че може бути пов’язана з температурою, яку 
реєструють за допомогою методів диференціаль-
ної скануючої калориметрії та Н-ЯМР спектро-
скопії [1, 17]. Однак, окрім утворення кристалів 
льоду, в клітинах, що формують талом лишай-
ника, під дією мінусових температур відбу-
вається ще кілька процесів. На молекули води 
можна впливати щонайменше 5 різними спо-
собами [16], зокрема заморожуванням слабко- 
і міцнозв’язаних молекул води [19]. 

Параметри, що характеризують міжвидові відмінності 
Parameters characterizing interspecifi c diff erences 

Параметр 
Parameter

Xanthoria elegans Usnea sphacelata Umbilicaria cylindrica Nostoc commune

FV/FM ΦPSII
FFV/FM ΦPSII

FV/FM ΦPSII
FV/FM ΦPSII

T1, °C –15,6 ± 0,9 –14,1 ± 1,0 –5,6 ± 0,6 –2,1 ± 3,0 –19,5 ± 0,2 –4,6 ± 2,0 –5,8 ± 1,3 –0,9 ± 0,4

T2, °C –28,0 ± 1,1 –25,2 ± 1,5 –23,3 ± 0,8 –20,0 ± 1,1 –43,0 ± 0,2 –22,4 ± 1,2 –27,2 ± 1,7 –17,9 ± 0,6

T1/2, °C –21,6 ± 0,3 –21,2 ± 0,6 –12,6 ± 0,2 –8,7 ± 1,2 –30,5 ± 0,2 –13,0 ± 0,5 –15,7 ± 0,5 –10,5 ± 0,2

is reached. Cooling to the temperature below T2 
do not bring any further increase in F

0
, sug-

gesting that photochemical processes in LHC-
PSII complexes are stopped due to freezing of the 
thalli. 

Therefore, critical temperature T2 (when con-
sidering F

V
/F

M
) might be associated with for-

mation of ice crystals in photobiont cells that fully 
inhibits functioning of PSII per se. In this concept, 
the critical temperature of –20°C and/or lower 
might be associated with that reported by other 
techniques such as e. g. diff erential scanning colo-
rimetry and H-NMR spectroscopy [1, 17]. Ho-
wever, apart extra-/intracellular formation, several 
processes co-act in the cells forming a lichen 
thallus exposed to the sub-zero temperature. 
Water molecules could be aff ected at least by 5 
diff erent ways [16]. These include e. g. diff erent 
modus operandi of freezing of loosely- and tightly-
bound water molecules, their shares, respective-
ly [19]. 

Conclusions
Based on the critical (cooling) temperature 

T2 for F
V
/F

M
 that decreased in the order of 

U. sphacelata, N. commune, X. elegans and 
U. cylyndrica, we may suggest that the potential 
photochemical processes in PSII were the most 
cryoresistant for U. cylindrica. Among the in-
vestigated species, however, the T2 temperature 
for Φ

PSII
 showed similar value for N. commune, X. 

elegans and U. cylyndrica, but signifi cantly higher 
for U. sphacelata. Therefore, the species might 
be considered less cryoresistant than the other 
ones in terms of photosynthetic processes ongoing 
in thylakoid membrane of chloroplast at below 
zero temperature.
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Висновки 
За критичною температурою (охолоджен-

ня) T2 для F
V
/F

M
, яка знижувалася в порядку 

U. sphacelata, N. commune, X. elegans і U. cylyn-
drica, можна припустити, що потенційні фо-
тохімічні процеси в PSII були найбільш кріо-
резистентними для U. cylindrica. Однак серед 
досліджених видів температура T2 для Φ

PSII
 

показала подібне значення для N. commune, 
X. elegans і U. cylyndrica, але значно вище для 
U. sphacelata. Таким чином, за фотосинтетичними 
процесами цей вид можна вважати менш кріо-
резистентним порівняно з іншими, що відбу-
ваються в тилакоїдній мембрані хлоропласта 
за температури нижче нуля. 

Автори висловлюють подяку Чеській антарк-
тичній дослідницькій програмі 2022 (CARP 2022), 
яка надала можливість збирати та обробляти 
зразки антарктичних пойкілогідричних автотро-
фів, використаних у цьому дослідженні.

The authors are grateful to the Czech An-
tarctic Research Programme 2022 (CARP 2022), 
that allowed to collect and handle the samples
of Antarctic poikilohydric autotrophs used in this 
study.
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