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Sammendrag

En reduksjon av kropps- eller cellestarrelse hos ektotherme organismer er blitt foreslatt som
en vanlig respons pa gkt temperatur. Flere studier har vist dette, men mekanismen(e) bak har
forblitt uavklart. En temperaturgkning i akvatiske systemer endrer ogsa graden av termisk
sjikting og kan redusere konsentrasjoner av opplgste neringssalter i den eutrofe sonen. |
denne oppgaven har effekten av temperatur fosfor(P)konsentrasjon pa cellestarrelse blitt
testet pa den encellede gregnnalgen Chlamydomonas reinhardtii.

For a separere effekten av temperatur og naringssaltkonsentrasjon ble et faktorielt
eksperiment med C. reinhardtii i batch-kulturer gjennomfgrt i kombinasjoner av hgy og lav

temperatur og hgy og lav P

Resultatene viste entydig, ved flere uavhengige indikatorer, en klar respons pa P-
konsentrasjon, til dels ogsa temperatur. Resultatene viser at fosfatbegrensing samt temperatur
pavirket cellestgrrelsen hos C. reinhardtii, men tolkningen av resultatene var ikke entydig.
Eksperimentet viste at vekstraten bare er temperaturavhengig hvis det er mye fosfor
tilgjengelig. Bade ekspresjon av alkalisk fosfatase, innholdet av RNA i cellene samt deres

C:P-forhold var sterkt pavirket av om algene var P-begrenset eller ikke.

Den videre effekten av dette pa celle- og genomstgarrelse var derimot ikke entydig. Siden de
forskjellige behandlingen gav forskjellig cellesyklus kan dette ha pavirket malingene til tross
for at det ble lagt vekt pa a ta prgver til samme tidspunkt etter antatt gjennomfart celledeling.
Nar det gjelder utslagene pa genomstarrelse, analysert ved flowcytometri, tilsier den til dels
pafallende effektene at videre studier ber utfgres, selv om det var indikasjoner pa en klar P-
effekt pa genomsterrelse over 50 generasjoner. En oppfelging av dette ved f.eks sekvensering

kan gi svar pa om det faktisk har skjedd genomiske endringer.

Lerdommen fra dette eksperimentet er at behandlingsform (turbidostat vs. kjemostat),
temperatur og fosforkonsentrasjon, spiller inn pa C. reinhardtiis cellesyklus. Dette viser
viktigheten av kjenne til, og ta hgyde for, cellesyklus ved lignende eksperimenter med samme

eller andre algearter.
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1 Introduksjon

2013 markerte en symbolsk milepeael for menneskeheten, idet CO,-konsentrasjonen for fgrste
gang i mennesket historie oversteg 400 ppm. Den globale temperaturgkningen som er
forventet som en falge av gkt CO»-kontrasjon vil ha en rekke konsekvenser for livet pa
landjorda og i havet (Finkel et al., 2009). Det vil skje endringer i artssammensetning og
artsutbredelse, endring i fenologi og endring i genotyp og fenotyp (Gardner et al., 2011). |
denne sammenhengen er spesielt koblingen mellom organismers sterrelse og temperatur
interessant. Det er en generell observasjon at organismer ofte er stgrre ved lavere temperatur,
og en rekke studier vis

r at kroppsstarrelse er negativt korrelert med temperatur (Karl & Fischer, 2008, Gardner et
al., 2011).

Med global oppvarming er det derfor predikert at starrelse hos spesielt ektoterme organismer
kan avta, og at cellestarrelsen til encellede organismer som planktonalger kan minke, bade
inter- og intraspesifikt (Hessen et al., 2013). Konsekvensene av dette kan bli mange. Som
grunnlaget for akvatiske neringskjeder vil en endring i planteplanktonbiomasse kunne gi
endringer innad i gkosystemer pa samfunnsstruktur, stgrrelse og eventuelt produksjon. Dette
kan fa store effekter for hgyere trofiske niva. Globalt star planteplankton for rundt 50% av
klodens oksygenproduksjon (Finkel et al., 2009), og er dermed en stor bidragsyter i
karbonkretslgpet og fikseringen av uorganisk karbon. Om reduksjon av cellestarrelse hos
planktonalger virkelig felger av en temperaturgkning, kan dette ogsa pavirke produksjon av
organisk materiale i ferskvann og hav. Mindre fiksert CO, gir hgyere konsentrasjon av CO; i
atmosfeeren som forsterker oppvarmingseffekten og dermed global oppvarming. Det er derfor

interessant og viktig & undersgke hvorvidt temperatur har en effekt pa
planteplanktonstarrelse, hvorvidt, og gjennom hvilke mekanismer.

Den farste som etablerte en klar kobling mellom temperatur og kroppsstarrelse var den tyske
1800-tallshiologen Carl Bergmann. Han observerte at kroppsstarrelse hadde en geografisk
trend. Jo lengre nord man kom desto stgrre ble individene som oppholdt seg der (Bergmann,
1847). Bergmann, som studerte endoterme organismer, mente at denne sammenhengen kunne
forklares av at varmetapet reduseres nar overflate til volum forholdet gker. Sterre individer

vil ha et mer energieffektivt varmebudsjett enn mindre individer og dermed ha en fordel i



nordlige omrader. Teorien har blitt stattet av senere studier som syntes & bekrefte at individer
fra samme art generelt var mindre i omrader hvor det er varmt, sammenlignet med individer
fra omrader med lavere temperatur (James, 1970). Med den gkende bevisstheten om global
oppvarming har interessen for hvilke effekter temperatur har pa organismer ogsa gkt. Dette
har resultert i en rekke studier som undersgker sammenhengen mellom temperatur og
kroppsstarrelse, mange studier viser en omvendt proporsjonalitet mellom temperatur og
kroppsstarrelse og at trenden er naermest universell for ektoterme organismer (Daufresne et
al.,, 2009, Karl & Fischer, 2008, Gardner et al., 2011)). Siden trenden observeres for
endoterme sa vel som ektoterme organismer ma det ligge andre mekanismer bak enn
varmetapteorien til Bergmann (Walters & Hassall, 2006). | tillegg er det observert avvik fra
trenden som viser at livshistorietrekk og adaptasjoner ogsa spiller inn (Chown & Gaston,
2010).

Den empiriske sammenhengen, mellom temperatur og stgrrelse som er observert har blitt
betegnet temperature-size-rule (TSR). TSR predikerer starre kroppsstarrelse i Kjglige
omrader (Kozlowski et al., 2004).

En temperaturendring i et omrade kan fgre med seg en rekke endringer for habitatet og dets
biota, som kan vere vanskelig a skille fra hverandre. En temperaturendring i en innsjg kan
for eksempel endre predatorsammensetningen, gasslgselighet, sjiktning og lgseligheten til
salter. Alle disse faktorene kan pavirke organismers cellestarrelse og de kan samvariere. Det
er viktig & gjennomfare faktorielle eksperimenter for & se hvilke faktorer som pavirker

cellestarrelse mest og frikoble interaksjonene.

Det fundamentale spgrsmalet som TSR reiser er hvordan temperatur kan endre kropps- og
cellestarrelse hos organismer. En organismes kroppsstarrelse er gitt av organismens arvestoff
og dens miljg og den kan variere enten som fglge av antallet celler, mengde ekstracellulaer
matrix eller som fglge av cellenes starrelse (Arendt, 2007). For encellede organismer falger
det naturlig at den eneste maten de kan regulere sin kroppsstarrelse er a regulere
cellestgrrelsen. Mikroalgen Chlamydomonas reinhardtii er encellet organisme og vil derfor
bare kunne regulere sin starrelse ved a regulere cellevolum. Det vil derfor veere interessant a

se hvilke faktorer som er med pa a regulere C. reinhardtii cellestarrelse.



En interessant observasjon i denne sammenheng er at Kjernestgrrelse oftest er positivt
korrelert med cellestarrelse (Gregory, 2001). Det kan derfor tenkes at organismer i kalde
omgivelser responderer pa temperaturen ved & gke stgrrelsen pa cellekjernen for & gke
cellestarrelsen. Starrelsen pa cellekjernen er gitt av stgrrelsen pa genomet, som igjen er gitt
av mengden DNA og/eller genomets strukturer Denne oppgaven tar sikte pa a redegjere for
grgnnalgen Chlamydomonas reinhardtiis respons pa temperatur og naringskonsentrasjon,

med serlig fokus pa sammenhengen mellom genomstarrelse og cellestarrelse.

1.1 Kroppsstagrrelse

1.1.1 Cellestgrrelse

Cellestgrrelsen hos mikroalger pavirker en rekke fysiologiske og gkologiske funksjoner
inkludert metabolsk rate (vekst, fotosyntese og respirasjon), livshistoriestrategier,
lysabsorbsjon, neringsopptak og gassutveksling  (diffusjonsrate), naringsinnhold
(stekiometri), synkningsrate, tetthet og beitbarhet (Finkel et al.,, 2009). Som
primarprodusent er fytoplankton grunnpilaren for akvatiske neringsnett og gkosystemer

(Bronmark og Hansson, 2005).

Starrelse er en viktig del av den evolusjonzre strategi, og setter samtidig ogsa fysiske grenser
for metabolisme og interaksjon med habitatet (Finkel et al., 2009). Siden cellestgrrelse har sa
mye a si for mikroalger pa individ- sa vel som gkosystemniva, er det av stor interesse a ngste
opp hvilke faktorer som bestemmer cellestarrelsen bade pa faktorer som bestemmer
cellestarrelsen hos planktonalger niva.

1.2 Faktorer som pavirker cellestgrrelse

Den interspesifikke variasjon i cellestgrrelse hos encellede alger omfatter alger pa under en
mikrometer (Ostreococcus tauri) til flere centimeter i diameter (Valonia ventricosa). Denne
oppgaven tar imidlertid sikte pa a forklare intraspesifikk cellestarrelsesvariasjon. Det
interessante spgrsmalet er hvorfor og hvordan alger fra samme art, til og med samme klon,
kan variere i cellestgrrelse. Det er apenbart at ulikt beitepress fra dyreplankton kan pavirke

starrelsesfordeling, men ogsa naeringssaltniva og temperatur er antatt a spille en rolle.



1.2.1 Hva gjar store alger store?

Biologiske faktorer

Alger i naturen inngar alltid i en naringskjede, dermed vil bade abiotiske og biotiske faktorer
veere med pa a regulere cellestarrelse. For eksempel vil forskjellig predatorpress forsterke
seleksjon for cellestgrrelse. Om en predator jevnt over gresser pa store alger, vil dette fore til
en reduksjons i populasjonens gjennomsnittlige cellestgrrelse (Bronmark og Hansson, 2005).
En slik ’top-down” regulering kan forklare variasjonen man ser i algebiomasse fra systemer
med samme naringskonsentrasjon. Data fra Moss et al., (1996) og Hansson (1992b) gjengitt i
Bronmark og Hansson (2005) viser at det er stor variasjon i algebiomasse i innsjger med

samme nitrogen- (N) og fosfor- (P) konsentrasjon, men med ulike trofiske nivaer.

Abiotiske faktorer

| tillegg til de biotiske faktorene setter de abiotiske forholdene grenser for starrelse. Et
byggverks starrelse er naturligvis styrt av tilgangen pa byggemateriale, og pa samme mate er
cellestarrelse pd mange mater diktert av naringstilgang. Det er vist at eutrofe innsjger
generelt ikke bare har hgyere biomasse av alger, men at det ogsa oftest er starre arter og
celler der enn i oligotrofe systemer (Peter & Sommer, 2013). Sma, tynnveggede og
rasktvoksende alger vil ha et konkurransemessig fortrinn i oligotrofe systemer, da overflate-
volum forholdet er starst og dermed opptaket av N og P er mer effektivt (Hessen et al, 2013).
For hvert atom biotilgjengelig fosfor (P) som ender i en innsjg vil omtrent 150 karbon-atomer
(C) bli bundet av autotrofe organismer (Hessen et al., 2006). Ved omregning til vektenheter
vil det tilsvare at med ett gram gkt tilgjengelig P — forutsatt P-begrenset vekst - gker
fytoplanktonbiomassen med 400 g, gitt at omtrent 10% av algers vatvekt bestar av C
(Montagnes & Berges, 1994). Andre abiotiske forhold vil ogsa spille inn pa cellestarrelse.
Lysintensitet, lyskvalitet og konsentrasjoner av neringssalter og uorganisk karbon styrer
fotosyntesen og er derfor, ikke overraskende, koblet til vekstrate og cellestarrelse (Finkel et
al., 2009). Temperatur er som nevnt en annen potensielt bestemmende faktor for
cellestarrelse, men arsakssammenhengen er her langt fra avklart. Trenden mellom temperatur
og starrelse er imidlertid sa universell for ektoterme organismer, inkludert mikroalger, at

temperatur ma vere en reell forklaringsvariabel (Atkinson, 1994).



Temperatureffekten er vist pa organismer isolert fra andre arter. Organismer som vokser opp
i kalde omgivelser blir stgrre enn de som vokser ved hgyere temperatur (Forster et al., 2013).
Reduksjon i fytoplanktonstarrelse som fglge av hayere temperatur ser ogsa ut til & bli mediert
av redusert naringstilgang (Peter & Sommer, 2013). Dette fenomenet gjelder for gvrig for
flere arter enn de unicelluleere (Hessen et al., 2013). Effekten er vist for Kkjente
modellorganismer som Daphnia (Jalal et al., 2013), Drosophila melanogaster, samt en rekke

andre pro- og eukaryoter (Arendt, 2007).

1.2.2 Genomstgrrelse som indikator pa cellestarrelse

Det er observert at cellestgrrelse er sterkt korrelert med kjernestarrelse (Gregory, 2001).
Denne observasjonen bygger opp under skeletal DNA theory, som sier at starrelsen pa
genomet dikterer kjernestarrelsen som igjen dikterer cellevolum, og som igjen vil bli
optimalisert av seleksjon (Cavalier-Smith, 2005). Er det slik at den intraspesifikke
cellestarrelsesvariasjonen kan forklares av genomsterrelse? | sa fall hvordan kan en

organisme endre genomstgrrelse, og hvilke faktorer spiller inn?

1.3 Mekanismer for endringer av genomstgrrelse

Genomets starrelse er bestemt av to hovedfaktorer, mengde DNA eller struktureringen av
DNA. Det er ingen apenbar korrelasjon mellom arters kompleksitet eller antall gener og
stgrrelse pa genomet. Samtidig er det en enorm diversitet i genomstgrrelse mellom
organismer (Gregory, 2005). Denne diversiteten er nesten utelukkende tilskrevet mengde
ikke-kodende DNA (Gregory, 2005). Jo mer ikke-kodende DNA, desto stgrre genom.

Ikke-kodende DNAs opphav og funksjon er mye debattert. Mange biologer statter seg pa
teorien om at ikke-kodende DNA (som transposons) er selvkopierende “blindpassasjerer”
som narmest fungerer som “parasittisk” DNA (Dawkins, 2006) og som kan dominere
genomet fullstendig i forhold til proteinkodende regioner (altsa de egentlige genene). Andre
biologer tilskriver ikke-kodende DNA en mer adaptiv rolle, for eksempel at genomstarrelsen
har en direkte innvirkning pa seleksjonsutsatte trekk (Petrov, 2001). Til sist finnes det de som
sier at ikke-kodene DNA ma sees i et historisk og populasjonsgenetisk perspektiv og som

hevder at mye av variasjonen kan tilskrives “ngytrale” prosesser og at seleksjonspresset mot



proliferasjonen av ikke-kodende DNA avgjgres primert av populasjonssterrelse (Lynch,
2007).

Mengde total DNA kan variere enten i form av en endring i C-verdi (mengde haploid DNA i
picogram), eller ved forskjellige varianter av polyploidiseringer (duplisering av hele eller
deler av genomet) (Hessen et al., 2013). Sma endringer i C-verdi vil oftest skje ved en
profilering av nukleotider gjennom forekomsten av ikke-kodende elementer som repetert
DNA, transposons eller retrotransosons, men ogsa ved gen-dupliseringer (Gregory, 2005,
Lynch 2007). Store og hurtige endringer av genomstarrelse er knyttet til polyploidisering,
som farer til en gkning i antall kromosompar (Fox & Wolf, 2006). Den romlige strukturen til
DNA, og dermed hvor mye plass” det tar, bestemmes forst og fremst av graden av
kondensering (Jalal et al., 2013). Heterokromatin tar mindre plass enn eukromatin (Cavalier-
Smith, 2005).

Genomstarrelse kan variere mye i nert beslektede arter og innenfor en art. Selv om graden av
intraspesifikk genomvariasjon kan skyldes malefeil ved tidlige deteksjonsteknikker og data

materialet kan derfor veere skeivt (Greilhuber, 1998).

Gitt koblingen mellom genom- og cellestarrelse, og den fundamentale effekten begge disse
parameterne har pa alt fra gen-ekspresjon til vekstrate og cellestarrelse, samt videre effekter
av dette oppover i naringskjedene, er det viktig & forsta hvordan tilgangen av naringssalter

og temperatur, pavirker genom- og cellestarrelse.



1.4 Hypotese og mal med oppgaven

Hypotese

Oppgaven har to sentrale hypoteser:

1: Lav veksttemperatur gir langsommere vekstrate, men starre cellevolum.

2: Lite tilgjengelig fosfor gir redusert vekstrate, og gir redusert cellestgrrelse ved redusert

genomstarrelse.

Algecellenes starrelse vil veere negativt korrelert med temperatur og positivt korrelert med
tilgjengelig fosfor. Tanken er at reduksjonen i cellestgrrelse hos mikroalger skyldes en
reduksjon av genomstarrelsen forarsaket av en fysisk reduksjon av DNA-sekvensen ved
bortfall av ikke-kodende DNA. Det er tenkt at genomsterrelse kan vere relatert til vekstrate
0g at i situasjoner som fremmer en hgy vekstrate, som hgy temperatur, hvor det samtidig er
lite tilgjengelig fosfor (P), vil det vere et behov for reallokering av P fra DNA til RNA for &
maksimere proteinsyntese og vekstraten hos organismer, (Hessen et al., 2010). Denne
reallokeringen av P fra DNA til RNA vil i stor grad veere tilknyttet ikke-kodende DNA.
Reallokering fra kodende DNA vil ha en effekt pa fenotypen som vil kunne ha en effekt pa
fitness. Man vil forvente redusert cellestarrelse og gkt vekstrate med bortfall av ikke-kodende
DNA som fglge av en seleksjon mot hgyere vekstrate ved hgye temperaturer . Samtidig er det
forventet at gkte temperaturer vil kunne gi redusert cellestarrelse, eventuelt ogsa redusert

genomstarrelse.

For & teste denne hypotesen ble det designet et faktorielt oppsett med to forskjellige
temperaturer og to forskjellige naringskonsentrasjoner (mengde P i pMol P L™). Jeg gnsker
med dette kunne teste om genom- og cellestarrelse er koblet til naringstilgang, temperatur

eller en kombinasjon av disse.



2 Materialer og metoder

2.1 Modellorganisme

Valg av modellorganisme falt pa den encellede grgnnalgen Chlamydomonas reinhardtii. C.
reinhardtii er den hyppigst brukte algen i forskning innen celle- og molekylerbiologi. Linjen
som ble brukt i eksperimentet var CC-1690 wt mt+ [sager 21gr] fra Chlamydomonas
Resource Senter (Universitet i Minnesota). Denne linjen stammer fra den farste isoleringen
av arten fra 1945 (Sager, 1955). Linjen er godt kjent og mye forsket pa, den ble ogsa brukt i
opprettelsen av et bibliotek for cONA for Chlamydomonas Genome Project (Proschold et al.,
2005).

Slekten Chlamydomonas er i klassen grgnnalger (Chlorophyta). Slekten er kosmopolitisk, og
finnes jord, ferskvann, hav og sng. Chlamydomonas reinhardtii er kjent for sin kopplignende
kloroplast og sine to flageller som brukes til bevegelse og parring. Seksuell reproduksjon
forekommer ikke med mindre det er to forskjellige matings types samt lite nitrogen til stede
(Graham et al., 2009). Arten har en cellevegg bestaende av glycoproteiner. C. reinhardtii er
haploid, har 17 kromosomer i kjernen og genomstarrelsen er pa rundt 120 mB (Merchant et
al., 2007). «Fanget»-mitose forekommer ofte, og morcellen kan ofte produsere 2, 4, 8, 16
datterceller ved suksessiv mitotisk divisjon inne i celleveggen (Graham et al., 2009). Antallet
datterceller avhenger av sterrelsen pa morcellen (Craigie & Cavalier-Smith, 1982), og
dattercellene blir ferst frigjort etter at alle celledelingene er ferdige ved hjelp av en
enzymatisk degradering av celleveggen (Schlosser, 1966).

2.2 Eksperimentelt oppsett

| et faktorielt oppsett ble C. reinhardtii dyrket ved hgy og lav temperatur (19 °C og 13 °C) og
i et medium med hgy og lav fosfatkonsentrasjon (25 pMol PL-1eller 5 uMol PL-1) gjennom

4 maneder.

Hey temp x hgy P, herettet omtalt som 19+
Hay temp x lav P, heretter omtalt som 19-

Lav temp x hgy P, heretter omtalt som 13+

el

Lav temp x lav P, heretter omtalt som 13+



Hver behandling hadde triplikater, totalt 4 x 3 = 12 flasker. Hver av flaskene innehold 40mL

medium.

Nar jeg beskriver begge behandlingene pa lav fosfor heretter vil jeg skrive —P, og

behandlingene pa hgy fosfor omtales som +P.

2.3 Medium

| eksperimentet ble det brukt et modifisert WC medium (Guillard & Lorenzen, 1972), med
lokalt naturlig innsjgvann. Mediet ble fremstilt av vann hentet fra Gullerudtjern i Ringerike
kommune. Dette tjernet ligger pad kalkrik berggrunn og har derfor en naturlig god
bufferkapasitet. Siden eksperimentet bare tok sikte pa a redegjere for effekten av temperatur
og fosfortilgang var det viktig at algene ikke opplevde CO,-begrensing. En begrensing som
kunne innvirket pa eksperimentet og gitt feilaktige resultater da CO,-begrensing er vist & ha
effekt pa cellestarrelse (Finkel et al., 2009).

Testforsgk viste at C. reinhardtii ikke hadde gode vekstbetingelser bare med det det lokale
innsjegvannet, trolig fordi det meste av fosforet var bundet og lite biotilgjengelig. Dette gjorde
at jeg valgte a tilsette ekstra fosfat ogsa i den behandlingen som skulle ha fosforbegrensing.
Mediet som skulle gi fosforbegrenset vekst ble derfor tilsatt 5 uMol PL™ mens algene som
ble dyrket uten P-begrensning fikk 25 pMol P L™. Det ble i tillegg tilsatt nitrat (NaNOs) i en
konsentrasjon pd 1000 uMol N L™, dette for & sikre at P skulle vere det begrensende

element.

Siden fosfat ble tilsatt i ulik mengde i for begge temperaturer ble den totale
fosforkonsentrasjonen i mediet, far og etter tilsatt P, analysert for a se hvor mye fosfor algene

hadde tilgjengelig i de forskjellige mediene.

Bestemmelse av totalfosfor ble gjort med oppslutning av kaliumperoksodisulfat (K,S,0s).
To ganger 10 ml av hvert av mediene ble samlet slik at man hadde et replikat.
2 x 10 ml av grunnmediet fra Gullerudtjern uten tilsatt fosfat.

2 x 10 ml av grunnmediet tilsatt med 25 pMol P L™



2 x 10 ml av grunnmediet tilsatt med 5 uMol P L™.
Total fosforkonsentrasjon i mediene ble analysert etter metoder beskrevet pa side 18.

80 liter vann ble hentet den 4. September 2013, pa en meters dybde fra midten av tjernet.
Dette ble filtrert for partikler ved hjelp av et GF/F (Whatman) glassfiberfilter med
maskevidde pa ca. 0,9 mikrometer (um). Og satt til ~bobling”, tilfarsel av luft, med sorte
sappelsekker over seg for a hindre eventuell primearproduksjon og kontaminering. Vannet ble
sa filtrer igjen, denne gangen med maskevidde 0,22 pm med en 500mL Bottle Top Vacuum
Filter for nitrat, fosfat, vitaminer og spormetaller ble tilsatt i henhold til oppsettet. Mediet ble
satt pa klimarom ved enten 19°C eller 13°C, og filtrert pa nytt med 0,2 um filter, Saerstedt

Filtropus S, far algene ble tilsatt.

2.4 System for dyrking av Chlamydomonas reinhardtii

Algedyrkingen skjedde pa to separate klimarom (19°C og 13°C) pa Institutt for Biovitenskap
ved Universitet i Oslo. Det ble laget to eksakte kopier av belysningsoppsettet, slik at algene
pa begge klimarom fikk samme lysintensitet (85-90 uMol kvanter PAR). Lys:marke-syklus
ble satt til 12 lyst og 12 timer markt. Flaskene som kulturene ble dyrket i var Nunclon Delta

Surface 40 mL Filtercap.

Figur 1: Belysningsoppsett for algene i hvert av klimarommene.
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2.5 Fortynningsrate

Algene som gikk pa lav konsentrasjon av P ble holdt i en batch-kultur og ble manuelt
fortynnet som en semi-kontinuerlig kjemostat. En kjemostat har en fast fortynningsrate i mL,
uavhengig av antall celler. P4 denne maten vil det til slutt oppnas en likevekt der algene
holdes i den stasjonzre delen av vekstfasen, dette bidrar til P begrensning. | dette
eksperimentet ble halvparten av mediumet (20 mL) skiftet ut ved hver fortynning.
Fortynningene skjedde mandag, onsdag og fredag hver uke. Ingen av behandlingen ble
fortynnet ekstra pa fredagen, til tross for at det var tre dager til neste fortynning. Dette fordi
kjemostatene uansett skulle ha begrensing og ekstra fortynning ville virket mot denne
hensikten. For tubidostatene viste en test far eksperimentet at maks antall celler pr. mL 13 pa
rundt 2 millioner celler pr. mL. Dette er langt unna antall celler malt pr. mL tre dager etter
fortynning for behandlingen med hgyest vekstrate 19+ (omtrent 700.000 celler pr. mL ved

fortynning pa mandag).

Figur 2: Viser vekstforholdene i en batch-kultur. Den stiplede linjen er uten fortynning. Den rgde linjen er for en semi-
kontinuerlig kjemostat. Og den sorte linjen er for en semi-kontinuerlig turbidostat.

Algene som gikk pad hgy konsentrasjon av P ble ble manuelt fortynnet ned til 50.000
celler/mL som i en turbidostat hver mandag, onsdag og fredag. Det ble altsa fortynnet ulikt
medium fra gang til gang. Turbidostatfortynningen gjorde at algene holdes i logaritmiske

delen av vekstfasen og dermed ikke opplever noen P begrensninger.
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Fortynningene ble hele tiden gjort til nye kulturflasker. Dette fordi algene kunne feste seg til

veggene i flaskene og dermed begrense lysmengden.

2.6 Beregning av antall, starrelse og vekstrate

Starrelsen pa cellene og antall celler pr. ml (c¢/ml) ble malt med CASY Cell Counter +
(Scharfe System GmbH). Far cellene ble malt i CASY, ble de fortynnet slik at de skulle
komme innenfor deteksjonsnivaet til CASY Cell Counter +, som maks kan telle 20.000 ¢/ml.
Instrumentet ble satt til & bare telle partikler mellom 2 og 20 pm ekvivalent sferisk diameter,

med fem innsugningssykler a 200pl.

Algene ble fortynnet i en elektrolytt, CASYton (Roche Prime Supply). CASY teknologien
bygger pa cellene pumpes gjennom kapiller med 100 pm diameter, med en svak elektrisk
strgm mellom endene av kapilleeret. Siden plasmamembranene til cellene fungerer som en
isolator vil motstanden gke hver gang en celle passerer gjennom kapillaeret, noe som igjen
gjer at spenningen gker. Hgyden pa spenningspulsen er proporsjonal med cellevolumet slik at

CASY-instrumentet kan male bade antallet av og volum pa algene i lgsningen.

Siden cellesyklus har en effekt pa starrelse og fordeling (Oldenhof et al., 2007) var det viktig
at prgvene ble gjort pa samme tidspunkt over hele innsamlingsperioden. Prgvene ble tatt
tidlig pA morgenen mellom 07.00 og 08.00 rett far lyset ble skrudd pa. Det ble ogsa
giennomfart dag og dagntester for & se hvordan cellesyklus endret seg med tidspunktet pa
dagnet og nar algene gjennomfarte celledeling. Det ble registrert to verdier for volum. En for
maksdiameter (peak) og en for gjennomsnittlig diameter (mean). Dette fordi noen av
behandlingene ikke var normalfordelt.

Den spesifikke vekstraten p (d™) er gitt av den relative endringen i celletetthet over tid. Ved
a male antall celler i kulturen pa to tidspunkt kan man kalkulere vekstraten pr. dag mellom de
to malingene. Log(t,/ t;) / d = u , der t; er antall ved farstemaling, t, er antall ved siste

maling, og d er antall dager (Sterner og Elser, 2002).
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2.7 Genom- og kjernestgrrelse

Nukleus- og genomstarrelsen ble estimert ved flowcytometry (FCM) med veiledning fra Dr.
Marwa Jalal og Per-Johan Feergvig. | fglge Animal Genome Database, er FCM den nest
hyppigst brukte metoden for & estimere genomstarrelse (Gregory, 2014). FCM er en
laserbasert teknologi som kan brukes til & male utseendet og strukturen til partikler som
celler, cellekjerner eller kuler. Ved hjelp av et innsugningssystem, blir en og en partikkel
dratt igjennom et rar hvor den blir bestralt av en lyskilde. Ved a male spredningen pa lyset pa
en detektor som ligger rett bak lyskilden (FSC, forward scatter), kan man male starrelsen pa
partikkelen. Granularitet (kornetheten eller kompleksiteten til partikkelen) kan males med en

detektor som ligger til siden for lyskilden (”side scatter”).

488110 lg]szo/ao

585/42 3 | 90/10 Beam splitter
[G¥] 66116 /] |
N /A DM 5605P
: ~S
"/ 640LP
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L collection lens
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Red diode Jaser
~635 nm

Figur 3: FACS Calibur optical system. Figuren viser et diagram over oppsettet. Figuren er hentet fra produsentens
hjemmesider (http://www.bdbiosciences.com/eu/instruments/facscalibur/features/index.jsp)

() —0—1

48810 FSC diode

Focusing
lens

Det malte fluorescenssignalet av et fluorokrom bundet til DNA er antatt & vere direkte
proporsjonal med mengden DNA i kjernen, og dette ble brukt som metode for & estimere
DNA-mengde. Flowcytometerets virkemate blir i detalj gjennomgatt i Larger Daphnia at

lower temperature a role for cell size and genome configuration? (Jalal et al., 2013).
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FCM gir ogsa innsikt i cellesyklus (Current Protocols of Cytometry, 2005). Cellesyklus deles
som regel inn i fire faser, Go/G1, S (DNA syntese), G2, og M (mitose). En oversikt vises i
figur 4.

GO+G1

Everts

b — on
DA, Content

Figur 4 : FCM kan brukes til a skille mellom de ulike fasene i cellesyklus. Figuren er hentet fra (Cytometry, 2001)

Protokoll for kjerneekstraksjon og DNA farging av Chlamydomonas Reinhardtii

Protokollen som falger er en modifisert gjennomfgring av Marie et al., (2001)

1 ml fra hver av kulturene (som inneholdt fra 200.000 til 500.000 celler ml™) ble samlet i 2m
eppendorf-rgr og sentrifugert i 5 min pa 1200 rpm ved 10°C. Overflgdig vann ble fjernet.
Deretter ble 1ml Nucleus Isolering Buffer (NIB) tilsatt. NIB gdelegger alt i cellen bortsett fra
kjernen. Som intern og ekstern standard ble blodceller fra kylling (Gallus gallus domesticus)
(CRBC) brukt. Siden vi kjenner den ngyaktige genomstgrrelsen av hgnseblodceller (Johnston,
Bennett, Rayburn, Galbraith, & Price, 1999) sa kan CRBC brukes som standard og
referansemal i flowcytometer-malinger (Current Protocols of Cytometry, 2005). Det var pa
forhand laget en hgnseblodfortynning, bestdende av 1ml NIB og 10ul hgnseblod. 1ul av
denne fortynningen tilsvarer om lag 500.000 CRBC-kjerner, hvor hver av kjernene er omtrent
2.5 pg DNA store.
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Falgende steg ble gjort pa is, og mellom hver behandling ble pravene forsiktig ristet. 1 pl av
hgnseblodfortynningen ble tilsatt alle provene. Deretter ble 5ul RNAase A tilsatt. Dette
denaturer alt RNA, slik at fargen som ble tilsatt i neste ledd bare skulle farge DNAet. Sa ble
pravene dekket til med aluminiumsfolie og lyset skrudd av. 50ul av propidium iodide (PI) ble

tilsatt. PI farger DNA. Prgvene ble sa inkubert mgrkt i rundt 30 minutter.

Lasningen ble til sist filtrert direkte til testtuben, gjennom en BD Falcon cell strainer cap med
en maskevidde pa 35um. Test tubene ble sa kjgrt i FACScalibur flow cytometer (Becton
Dickinson, San Jose, USA). Testresultatene ble registrert av softwaren CellQuest Pro (Becton
Dickinson, San Jose, USA). Det ble detektert 10.000 celler av hver av prgvene og
gjennomstremningsraten 18 p& omtrent 100 celler sek™.

Resultatene fra den ferste FCM-analysene viste at det var store forskjeller i genomstarrelse
(figur 26). Responsen var sa sterk og merkelig at jeg bestemte meg for a ta tre FCM-prgver
gjennom en dag for & se hvorvidt cellesyklus kunne ha pavirket genomstarrelse-estimatene.
Resultatet er vist i figur 27. Dette viste at cellesyklus spilte en stor rolle pa genomstarrelsen.
Dette gjorde at jeg valgte & gjennomfare et transplantasjonsforsegk, slik at alle behandlingene
skulle fa samme cellesyklus. Nar jeg visste at alle behandlingene var i samme stadium av
cellesyklus kunne jeg igjen ta en ny FCM-prgve som da ville gi mer sammenliknbare mal pa

genomstarrelse. Resultatet er vist i figur 28.

Det ble komplikasjoner med forsyningen av ferskt hgnseblod i lgpet av eksperimentet, derfor
ble FCM analysene av kulturene pa slutten av eksperimentet forkastet fra oppgaven.

2.8 Transplantasjonseksperiment

Dataene fra de to farste gjennomkjeringene pa flowcytometer gav nesten litt for gode
resultater. Derfor ble det gjennomfart et transplantasjonseksperiment, for a si i hvilken grad

vare farste malinger pa FCM kunne stoles pa, eller om det bare var et resultat av cellesyklus.
Tre maneder inn i eksperimentet ble alger fra alle behandlingene satt pa 19 ° C og full

fosforkonsentrasjon (+P) i et annet belysningsoppsett, helt likt det de tidligere hadde veert i.
Det ble gjort tett oppfaelging av algene i 10 dager med 4 CASY-malinger som ga informasjon
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om vekstrate og starrelse. Ved hver fortynning ble disse behandlingene fortynnet ned til

25000 celler pr mL. Pa slutten av disse 10 dagene ble cellene kjart i FCM.

2.9 Dagnsyklus

For & se i hvilken grad cellestgrrelse og celleantall endret seg over et dggn, ble det ved to
tidspunkter malt celleantall og cellestarrelse over tid. 18.0kt 2013, ble 6 malinger foretatt fra
kl. 07.20 til kl. 21.35. 1.mars 2014 ble gjennomfart 10 malinger over et degn. Resultatene gir

innsikt i cellesyklus og celledeling til C. reinhardtii ved de forskjellige behandlingene.

2.10 Stgkiometri

Forholdet mellom ngkkelelementene karbon, nitrogen og fosfor (C:N:P) gir informasjon om
graden av elementbegrensing, og er ogsa normalt korrelert til vekstrate (Hessen et al., 2013).
Elementinnhold og forholdet mellom elementene (stekiometrien) ble derfor analysert som en

indikator pa graden av P-begrensing.

Elementsammensetningen i de forskjellige behandlingene av C. reinhardtii ble gjort med en
elementanalysator (karbon og nitrogen) og en autoanalyzer (fosfor) utfgrt av Berit Kaasa
(UiO). Bade ved analyse av C:N og P ble algene farst samlet pa et GF/C filter. GF/C filtrene
ble bakt pa 530° C i 4 timer fgr samplingen.

C:N

Nar man analyserer karboninnholdet til en organisme far man med data om
nitrogeninnholdet. Karbon- og nitrogenkonsentrasjonen ble malt med en Thermo Finnegan
EA 1112 Series Flash Elemental Analyser (ThermoFisher Scientific). Denne maskinen kan
analysere cellers innehold av C og N ved & brenne sma mengder av prgven i ren oksygen
(Dumas metode/’flash combustion”). Forbrenningsproduktene blir fgrt gjennom en
katalysator hvor de omdannes til N, og CO,. N, og CO, blir sd separert i en

gasskromatografisk kolonne og detektert gjennom endring i termisk ledningsevne.

P

Bestemmelse av totalfosfor ble gjort med oppslutning av kaliumperoxodisulfat (K,S20s).
Metoden er basert pa Murphy og Riley (Murphy & Riley, 1962) hvor det males orthofosfat i
vann. Prgvene ble det tilsatt 10 ml 1% K,S,0gved 121°C i 30 minutter. Sa ble prgvene kjart i
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en BRAN+LUEBBE autoanalyser 111 med metode-No. G-297-03 (Multitest MT). Dette er en
kolorimetrisk metode hvor det dannes et gult kompleks av orthofosfat, molybdat og antimon.
Dette komplekset reduserer av askorbinsyre ved pH<1. Dette bla fosfor-molybdat komplekset
males i et kolorimeter ved 880 nm. Mengden C:N:P ble normalisert mot antall celler.

2.11 RNA-analyse

Mengden RNA i cellene ble ogsa inkludert som en uavhengig indikator for graden av P-
begrensing og antatt potensiale for realisert vekst. ”Growth rate hypothesis” (GRH)
postulerer at den totale mengden RNA gjenspeiler mengden ribosomal RNA (rRNA /
ribosomer) (Flynn et al., 2010). Derfor er GRH koblet bade til fosforbegrensing og til
vekstrate. Med lite tilgjengelig fosfor er det forventet mindre RNA. Med mindre RNA er det
forventet lavere vekstrate som fglge av den lavere andelen av ribosomer. Mengden RNA ble

normalisert mot antall celler.

For analysen ble omtrent 500.000 alger fra hver av de 12 flaskene fanget pa et filter
(nitrocellulose-membran, 0,65 um DAWP, Millipore). Dette filteret ble lagt i et nukleotidfritt
mikrosentrifuge-rar og reret ble lagt i flytende nitrogen og lagret i en -80°C fryser til
analysene ble gjennomfgrt. P& analysedagen ble rgrene plassert pa is og tilfgrt 120 ul av
ekstraksjonsbuffer (1% sarcosyl (w/v), Sigma). Deretter ble tubene homogenisert av en
sonificator (Branson Sonifier, S450A) i et cuphorn (Branson 101147048) i 2 minutter under
konstant duty cycle og output 80. Dette gjorde at algene falt av filteret og ble lgst i bufferen.
Opptil seks praver ble homogenisert av gangen. Rett etter sonifiseringen ble tubene plassert
pa is og tilsatt 600 pl TE x 1(10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7.5). Noen av prgvene fikk
for sterkt signal og matte fortynnes ytterligere, dette ble korrigert for. Deretter ble 75 ul av
Igsningen i hver av tubene pipettert individuelt til brgnnene pa en 96-brgnnsplate (655076,
Greiner Bio-One, USA). Hver tube ble tilfert i to brgnner, en av brgnnene inneholdt 20 pl
nukleotidfritt vann (GibcoBRL 1071), mens den andre inneholdt 20 ul av 0,1 ug RNAase A
(A7973, Promega). Deretter fulgte 25 minutter med varmeinkubasjon (37°C) pa en ristebord
(400 rpm) slik at RNAasen skulle bli jevnt fordelt og gitt nok tid til degradere alt RNA. Etter
inkubasjonen ble 75 ul, av en 100 x fortynning av RiboGreen fargestoff (R-11490, Molecular
Probes, USA) mot TE buffer, tilsatt med en automatisk 8-kanals pipette. Fargestoffet binder
seg til alle nukleotider i prgven, og vil emittere lys ved eksitasjon. Tilslutt ble brgnnplaten
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analysert ved hjelp av en BioTek FL MX plateleser (BioTek, USA) med
eksitasjonshglgelengde pa 480/20 nm og en emisjonsbglgelengde pa 525/20 nm (sensitivitet
09). Ved a subtrahere fluorescenssignalet malt i brennen med RNAase A (inneholdt bare
DNA) mot brgnnen med nukleotidfritt vann (inneholder RNA og DNA), lot RNA mengden
seg kvantifiseres. Ved & fortynne en rRNA-standard (Invitrogen, R11490) laget jeg et
kalibreringskurve som ble utgangspunktet for analysearbeidet (se appendiks). Det ble ogsa
lagt ut blanker i brennplaten som bare inneholdt standard bufferen (75 ul of sarcosil + TE,
1:5). Analysene av RNA innhold ble gjort i samarbeid med Dr. Marcin Wojewodzic (UiO,

Oslo), og ble normalisert mot antall celler.

2.12 Alkalisk fosfatase

Som en tredje indikator pa fysiologisk tilstand relatert til P-begrensing, temperatur og vekst
ble aktiviteten av alkalisk fosfatase (AP) analysert. AP er et hydrolase-enzym som kutter av
fosfatgrupper fra mange typer molekyler, inkludert nukleotider, proteiner og alkaloids.
Organismer som har lite tilgjengelig fosfat vil oppregulerer ekspresjonen av AP
(Wojewodzic, Kyle, Elser, Hessen, & Andersen, 2011). Organismer med hgyt innhold AP

kan derfor sies a veere fosforbegrenset.

Metoden for deteksjon av AP aktivitet var CDP-Star kjemoluminiscens-metode (Wojewodzic
etal., 2011). Mengden AP aktivitet ble normalisert mot celleantall.

For analysen ble omtrent 500.000 alger fra hver av de 12 flaskene fanget pa et filter
(nitrocellulose membran, 0,65 um DAWP, Millipore). Dette filteret ble lagt i en nukleotidfri
mikrosentrifuge-tube og tuben ble lagt i flytende nitrogen og lagret i en -80°C fryser. Pa
analysedagen ble tubene plassert pa is og tilfart 0,5 mL Triton X-100 (T8787, Sigma, heretter
Triton). Deretter ble de sonifisert pa samme mate som i RNA-analysene.

Standarder ble preparert ved a bruke AP type VII-S (P5521, Sigma). Standardkurven gikk fra
2 til 100 uU av AP, fortynnet med 1% Triton. Tradisjonelt er en U (unit) definert som den
mengden av enzymet som trengs for a hydrolysere 1 uM 4-nitrophenyl fosfat pr. minutt i pH
9,8 ved 37 °C.
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20 pL av prgvene og standardardene ble sa pipettert til en 96-brennsplate (pyrofosfatfrie
plater, Nunc, 236105) som sto pa is. 200 uL av Klar-til-bruk CDP-Star (LifeTechologies,
T2214) ble sa tilfart alle brannene. CDP-star binder seg til AP og emitterer et foton hver gang
AP Klgyver en binding.

Platen ble satt i en BioTek FL MX plateleser (BioTek, USA). AP klipper fosfatgrupper pa
CDP. Da degraderes CDP-molekylet og det emitteres fotoner som plateleseren kan detektere.
AP aktivitet ble malt hvert 10 minutt i 1.5 timer. Deretter integrerte jeg arealet under kurven
fra 0-40 minutter. Det integralet ble brukt til & lage en kalibreringskruve.

Analysene av RNA innhold ble gjort i samarbeid med Dr. Marcin Wojewodzic (UiO, Oslo)

2.13 Statistikk

For de statistiske beregningene brukte jeg R v.3.0.3 (R Development Core Team, 2014). Alle
beregninger bygger pa linezere modeller som igjen bygger pa antagelser om uavhengighet,
linearitet, og normalitet. For & se om dataene oppfylte forutsetningene for lineere modeller
kjorte jeg en rekke diagnostiske plott, hvor spesielt den grafiske framstillingen av
residualvariansen (Q-Q plott) ble vektlagt. Dataene var generelt normalfordelt. Dataene fra
stekiometri, RNA og APA analysen var ofte forskjgvet mot hgyre, og dataene ble derfor log-
transformering for statistisk behandling.

Grunnet eksperimentets faktorielle oppsett kunne effekten av temperatur og
fosforkonsentrasjon, samt interaksjonseffekten mellom dem testes. Eksperimentet mitt er
ogsa en rundt 100 dager lang tidsserie. Dette gir ofte litt vanskelig data (autokorrelasjon), da

man opplever en mangel pa uavhengighet mellom suksessive observasjonene.

Ved grafisk fremstilling av cellestarrelse og vekstrate ble ”Lattice” pakken til R benyttet.
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3 Resultater

3.1 Fosforkonsentrasjon i mediene

Analysen av total fosforkonsentrasjon fra Gullerudtjern viste at innsjgen i utgangspunktet er

en mesotrof innsjg og at det ble etablert en markert gradient i total P som fglge av tilsatt

fosfat.

Tabell 1. Fosforkonsentrasjon i medium.

Total fosforkonsentrasjon

Gullerudtjernvann 17 pg P/I™
Uten tilsatt fosfat

Gullerudtjernvann 109 ug P/I*
Tilsatt 5 uMol PL™ fosfat (-P)

Gullerudtjernvann 618 pg P/I™

Tilsatt 25 pMol PL™ fosfat (+P)

Tabell 1: Viser den totale fosforkonsentrasjonen i de ulike mediene. | mediet hvor det er tilsatt mest fosfat er det ogsa

mest fosfor.
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3.2 Vekstrate

Vekstraten (d-1) ble pavirket av fosforkonsentrasjonen, med en vesentlig hgyere vekstrate ved

+P ved begge temperaturer (Fig. 5). Temperatureffekt pa vekstraten sees bare pa

behandlingene som ble kjart som turbidostater (+P).
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Figur 5: Plottet viser vekstraten(d™) til de forskjellige behandlingene fra 14.okt 2013 til 11.des 2013.

Dataene oppfylte kravene til analyse ved en lineeer modell, og denne viste at tidspunkt,

temperatur og fosforkonsentrasjon og interaksjonseffekten mellom dem forklarte over 93%

av variasjonen.
Tabell 2.
Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
I prosent
Fosforkonsentrasjon 81% <0.001
Temperatur 6% <0.001
Fosforkonsentrasjon x temperatur | 6% <0.001

Tabell 2: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker vekstraten.
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3.3 Cellestgrrelse

3.3.1 Gjennomsnittsdiameter

De ulike behandlingene resulterte i noe ulik gjennomsnittsdiameter, men med en invers
respons mellom behandlingene (Fig. 6). Det ble funnet sterst celler i —P ved 19 °C, mens ved

+P er det stgrst alger pa 13 grader. —P behandlingene viste imidlertid en mer variabel forlgp

enn +P (Fig. 6, venstre panel).
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Figur 6. Plottet viser fordelingen av gjennomsnitts (mean) diameteren til de forskjellige behandlingene.

Ogsa her var kravet til en linezr analyse oppfylt, og en linezer modell viste at tidspunkt,

temperatur og fosforkonsentrasjon og interaksjonseffekten mellom dem forklarte over 80%

av observert variasjon.

Tabell 3.
Forklaringsvariabelkoeffisient P-verdi
I prosent
Fosforkonsentrasjon 16% <0.001
Temperatur 2% <0.001
Fosforkonsentrasjon x temperatur | 60% <0.001

Tabell 3: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker gjennomsnittsdiameteren til C. reinhardtii.
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3.3.2 Maksdiameter

Fordelingen av cellestgrrelsen hos algene var ikke normalfordelt i alle behandlingene (se kap.

se 3.4). Derfor ble det tatt malinger ogsa av maksimumsdiameteren for & eventuelt fjerne

innflytelsen av faktorer som ulik cellesyklusfase. Som figur 7 illustrerer er det her, som med

gjennomsnittsdiameter, en invers respons mellom behandlingene. Det er stgrst alger ved 19

grader ved -P, mens ved +P er det sterst alger pa 13 grader. | figur 7, som i figur 6, er det et

mer variabelt forlgp for —P enn for +P.
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Figur 7. Plottet viser fordelingen av maksdiameteren (peak) til de forskjellig behandlingene.

Resultatene oppfylte kravene til lineere modeller, og en lineer modell viste at tidspunkt,

temperatur og fosforkonsentrasjon og interaksjonseffekten mellom dem (R?) forklarte over

65% av variasjonen.
Tabell 4.

Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
I prosent
Fosforkonsentrasjon 14% <0.001
Temperatur Ikke signifikant 0.4
Fosforkonsentrasjon x temperatur | 45% <0.001
Tidspunkt (dato) 6% <0.001

Tabell 4: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker maksdiameter.
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3.3.3 Kaorrelasjon mellom gjennomsnitts- og maksdiameter
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Maksdiameter
6.0

55

50
I

Gjennomsnittsdiameter

Figur 8. Viser korrelasjonen mellom gjennomsnittsdiameteren og maksdiameteren
til C. reinhardtii over alle behandlinger.

Gjennomsnittsdiameteren korrelerer bra med maksdiameteren. Man kan regne ut
Gjennomsnittsdiameteren med falgende ligning: 1.25x —0.65 (P-verdi < 0.001, R? = 0,78)
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3.4 Cellesyklus og celledeling

[ utgangspunktet startet dette eksperimentet tidlig i 2013. Det var pa dette tidspunktet
ikke noen klare rutiner for hvordan eksperimentet skulle gjennomfgres og jeg begynte
selv & prgve meg fram. Prgvetagning pa CASY ble i starten av eksperimentet
gjennomfgrt pa ulike tider av dggnet. Dette gav lite konsistente resultater, og jeg ble
gjort oppmerksom pa at cellesyklus muligens kunne forklare resultatene. Dette ble
raskt bekreftet da prgvetidspunktene ble stabile. Jeg har siden den tid veert interessert i
akkurat hvor mye cellesyklus har a si pa cellestgrrelsen og fordelingen pa C. reinhardtii.
Det ble derfor gjennomf@rt to separate prgvetagninger av cellesyklus, henholdsvis i 12
timer og 24 timer pa starten (18. okt 2013) og slutten (1. mars 2014) av eksperimentet.

Resultatene kan sees i figur 9, 11, 13 og 15.

[ tillegg har jeg sett pa antall celler over samme tidsperiode, disse resultatene kan sees i
figur 10, 12, 14 og 15. Grunnet kontaminering har jeg ikke kunne ta prgver av 13- ved
slutten av eksperimentet, og har derfor bare brukt data fra 18.okt 2013. Resultatene
viser at det er stor forskjell i cellesyklus for de ulike behandlingene, og i hvilken grad de
er synkrone eller ikke. En annen interessant bemerkning er at cellesyklus har endret

seg fra 18.okt 2013 til 1.mars 2014.
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Figur 9: Viser dggnsyklusen og dagsyklus til C.Reinhardtii +P Figuren til venstre er fra 1.mars 2014, det ble tatt prgver pa CASY i 24
timer. Figuren til hgyre er fra 18.oktober 2013, det ble tatt prgver pa CASY i 12 timer. X-aksen viser ESD (Estimated Size Diameter) og
tallene oppe til hgvre viser klokkeslett prgvene ble tatt pa.

Som man kan lese ut av figur 9 vokser C. reinhardtii utover dagen med lyssyklus.
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Figur 10. Viser antall celler pr. mL for et dggn. Plottet er fra natt til 1.mars.

Fra figur 10 kan man lese at celledeling skjer rundt klokken 06.00 i mgrkesyklus.
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Figur 11: Viser dggnsyklusen og dagsyklus til C.Reinhardstii -P. Figuren til venstre er fra 1.mars 2014, det ble tatt prgver pa CASY i
24 timer. Figuren til hgyre er fra 18.oktober 2013, det ble tatt prgver pa CASY i 12 timer. X-aksen viser ESD (Estimated Size
Diameter) og tallene oppe til hgyre viser klokkeslett prgvene ble tatt pa.

Som man kan lese ut av figur 11 later det ikke til at C. reinhardtii vokser i starrelse utover
1.mars 2014. | motsetning til 18.okt 2013, hvor C. reinhardtii vokser i stgrrelse i lgpet av

lyssyklus.
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Figur 12: Viser antall celler pr. mL for et dgégn. Plottet er fra natt til 1.mars.

| pravene tatt 1. mars ble det ikke observert noen endring i celletall gjennom dggnet (Fig. 12)
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Figur 13: Viser dggnsyklusen til C.Reinhardtii ved lav temperatur og hgyt fosforinnhold. Figuren til venstre er fra 1.mars 2014,
det ble tatt prgver pa CASY i 24 timer. Figuren til hgyre er fra 18.oktober 2013, det ble tatt prgver pa CASY i 12 timer. X-aksen
viser ESD (Equivalent Spherical Diameter) og tallene oppe til hgyre viser klokkeslett prgvene ble tatt pa.

Som man kan lese ut av figur 13 vokser C. reinhardtii utover dagen med lyssyklus i prgvene
tatt 18.oktober, mens det er lite endring i pregvene fra 1.mars 2014
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Figur 14. Viser antall celler pr. mL for et dggn. Plottet er fra natt til 1.mars.
Malingen fra klokken 16.45 er nok ikke reell. Problemer mer pipetteringen
gav mindre volum enn ved de andre prgvetagningene, gir feerre celler enn
det faktiske antallet.

Fra figur 14 kan det se ut til at celledeling skjer utover hele dagen for 13+ behandlingen, og

at cellene ikke har synkron cellesyklus.
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Figur 15. Antall celler og fordelingen av dem for C. Reinhardtii den 18.okt 2013. Arsaken til at celleantallen halveres fra fgrste
malingen til neste er at de ble fortynnet 1:1 mellom fgrste og andre maling.

En kontaminering av 13- behandlingene fra 1.mars 2014, gjorde at resultatene fra denne

malingen ikke er med i oppgaven. Figur 15 er derfor basert pa data fra 18.okt 2013.
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3.5 Flowcytometer og cellesyklus

Analysene fra flowcytometeret viser at algene er i ulike stadier av cellesyklus pa samme
tidspunkt pa dagen. Derfor ble det gjennomfart et transplantasjonsforsgk for & minimere
effekten av cellesyklus pa celle- og genomstarrelse. Figur 16 og 17 er for a eksemplifisere

forskjellene i cellesyklus far transplantasjonsforsgket. Figur 18 og 19 viser etter

transplantasjonsforsgket og viser at cellesyklus na er lik.

Figur 16 : Viser data fro 19+ fra 2.desember 2013 klokken 10.00. Det er her bare to distinkte topper og to punktskyer.
Den stgrste toppen og punktskyen er for algene, den andre er for CRBC (Chicken Red Blood Cell).

Figur 17: Viser FCM data for 13- fra 2.desember 2013 klokken 10.00. Det er tre distinkte topper i diagrammet til venstre
og tre distinkte punktskyer i plottet til hgyre. Den toppen og den punktskyen som ligger mest til hgyre i hvert av
bildene er CRBC.
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Disse dataene stemmer forgvrig overens med bimodalitet pavist ved analyse av cellestarrelse
i CASY tatt samme dag (se Figur 11)

Figur 16 og 17, ma sees i sammenheng med figur 18 og 19, som viser 19+ og 13- etter

transplantasjonsforsgket hvor begge na har gatt pa 19+ behandling i en uke.

102

Figur 18: Viser data for 19+ behandlingene etter transplantasjonsforsgket. Toppen og punktene til venstre er for algene,
de til hgyre er for CRBC.

Figur 19: Viser data for 13- etter transplantasjonsforsgket. Toppen og punktene til venstre er for algene, de til hgyre
er for CRBC
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Figur 18 og 19 viser henholdsvis 19+ og 13- etter en uke pa 19+ behandling. Det har som
forventet ikke skjedd noen store forandringer for 19+ fra figur 16 til figur 18. Men for 13- har
det skjedd en forandring. Figur 19 viser at den ikke lengre er i cellesyklus. Dette gir
indikasjoner pa at eventuelle praver av cellesterrelse og genomstarrelse for algene som var
utsatt for transplantasjonsforsgkene er mer korrekte siden de na har samme cellesyklus. Alle

pravene, far og etter transplantasjonsforsgket, er tatt klokken 10.00 og er sammenlignbare
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3.6 Stgkiometri
3.6.1 Karbon til fosfor forhold (C:P ratio)

Som figur 20 illustrerer er det forskjell i ratioen mellom karbon- og fosforinnhold i de
forskjellige behandlingene. Det var ogsa en viss forskjell mellom malinger tatt tidlig (11
dager etter inokulering) og sent (100 dager etter inokulering). Algene dyrket ved —P har mye
hayere C:P enn algene som var dyrket pa +P. C:P forholdet reduseres i samtlige praver over

tid, selv om forskjeller mellom —P og + P behandlingene ble opprettholdt.
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Figur 20: Plottet karbon (C) til fosfor (P) forholdet i C. reinhardtii for hver av behandlingene . Forholdet mellom C:P halveres neermest
pa de 89 dagene. Verdiene er logtransformerte for a redusere variansen.

Resultatene oppfylte kravene til linezere modeller, og temperatur og fosforkonsentrasjon samt
interaksjonseffekten mellom dem forklarte over 99% av observert variasjon. Alle
forklaringsvariablene var statistisk signifikante, men fosforkonsentrasjon var den totalt

dominerende faktoren.
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Tabell 5.

Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
I prosent
Fosforkonsentrasjon 85% <0.001
Temperatur 0.2% 0.01
Fosforkonsentrasjon x temperatur | 1.2% <0.001
Tidspunkt (dato) 11% <0.001

Tabell 5: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker C:P ratioen.

Siden verdiene er log-transformerte kan vi tilbake-transformere den variabelen som forklarer
mest av utfallet: Fosforkonsentrasjonen +P : exp (-1.5) = 0.22 som betyr at C:P forholdet er

fem ganger starre for -P enn +P.
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3.6.2 Karbon til nitrogen forhold (C:N ratio)

Det er forskjell i ratioen mellom karbon- og nitrogeninnhold i de forskjellige

behandlingene (Fig 21.). Det er hgyere innhold av C:N i algene som gikk pa —P. Der er det

ogsa en svak temperatureffekt.
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Figur 21: Plottet karbon (C) til nitrogen (N) forholdet i C. reinhardtii for hver av behandlingene. Verdiene er logtransformerte for a

redusere variansen.

Resultatene oppfylte kravene til lineere modeller, og en lineer modell viste at tidspunkt,

temperatur og fosforkonsentrasjon og interaksjonseffekten mellom dem (R?) forklarte over

91% av variasjonen.

Tabell 6.
Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
I prosent
Fosforkonsentrasjon 80% <0.001
Temperatur 1.7% 0.05
Fosforkonsentrasjon X | 11% <0.001
temperatur

Tabell 6: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker C:N ratioen.

Siden verdiene er log-transformerte kan vi tilbake-transformere den variabelen som forklarer

mest av utfallet: Fosforkonsentrasjonen +P : exp (-0.30) = 0.74 som betyr at C:N forholdet er

26% mindre der algene ikke var fosforbegrenset (+P).
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3.6.3 Nitrogen til fosfor forhold (N:P ratio)
Det er forskjell i ratioen mellom nitrogen- og fosforinnhold i de forskjellige behandlingen
(Fig 22.). Det er hgyere innhold av N:P i algene som gikk pa —P. Der er ingen Klar

temperatureffekt, men N:P forholdet reduseres i samtlige praver over tid.
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Figur 22: Plottet nitrogen (N) til fosfor (P) forholdet i C. reinhardtii for hver av behandlingene. Verdiene er logtransformerte for a
redusere variansen.

Resultatene oppfylte kravene til lineere modeller, og en lineer modell viste at tidspunkt,
temperatur og fosforkonsentrasjon og interaksjonseffekten mellom dem (R?) forklarte over

96% av variasjonen. Bare fosforkonsentrasjonen og tidspunkt var signifikante.

Tabell 7.
Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
i prosent
Fosforkonsentrasjon 70% <0.001
Temperatur Ikke signifikant 0.93
Tidspunkt (dato) 24% <0.001

Tabell 7: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker N:P ratioen.

Siden verdiene er log-transformerte kan vi tilbake-transformere den variabelen som forklarer
mest av utfallet: Fosforkonsentrasjonen +P : exp (-1.3) = 0.28 som betyr at N:P forholdet er

nesten 75% mindre hos de algene som gikk pa +P
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3.7 Mengde RNA

Det var hgyere RNA-innhold i behandlingene som gikk pa +P (fig 13). Det kan ogsa virke
som om det er en liten temperatur-effekt. Mye av dataene som figur 23 bygger pa kunne ikke
stoles pa grunnet menneskelige feil ved sampling, og ble derfor forkastet. Det er derfor en

skeivhet i datasettet, og for & oppfylle kravene til linezere modeller matte datointeraksjonen

slgyfes.
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Figur 23: Plottet viser RNA innholdet i de forskjellige behandlingene. Dataene er
logtransformert. Plottet er laget pa bakgrunn av dataene samlet 1.nov og 28.des. Det er
et skeivhet i datasettet grunnet menneskelige feil.

Uten datointeraksjon kunne en lineermodell konstrueres med bare temperatur og
fosforkonsentrasjonen og interaksjonen mellom dem som forklaringsvariabler. Denne
modellen hadde en R? pa 86%.
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Tabell 8.

Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
I prosent
Fosforkonsentrasjon 70% <0.001
Temperatur 17% 0.003
Fosforkonsentrasjon x temperatur | 11% 0.01

Tabell 8: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker mengden RNA.
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3.8 Alkalisk fosfatase aktivitet

Alkalisk fosfatase aktiviteten (APA) vesentlig hgyere for behandlingene som gikk pa lav

fosforkonsentrasjon (figur 24).
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Figur 24: Plottet til venstre viser alkalisk fosfatase aktiviteten (APA) i de forskjellige
behandlingene. Dataen er logtransformert. Plottet er laget pa bakgrunn av dataene samlet
1.nov og 28.des.

Resultatene oppfylte kravene til lineere modeller, og en lineeer modell viste at tidspunkt,
temperatur og fosforkonsentrasjon og interaksjonseffekten mellom dem (R?) forklarte over

95% av variasjonen. Bare fosforkonsentrasjon var signifikant.

Tabell 9.
Forklaringsvariabelkoeffisient | P-verdi
I prosent

Fosforkonsentrasjon 98% <0.001

Tabell 9: Tabell 8: Viser i hvilken grad de ulike variablene pavirker mengden RNA.
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3.9 Transplantasjonseksperiment

Som figur 25 viser, konvergerer alle behandlingene mot samme cellestarrelse etter bare tre
dager. Etter to fortynninger hadde ogsa alle behandlingene fatt samme fordeling, en

normalfordeling veldig lik fordelingen sett i figur 9, og som figur 18 og 19 viser en synkron

cellesyklus.
o -+ = P13 9 —+=- P13
\ —e—  P+13 A ——  P+13
—— P10 S9N — %= P19
o | —e—  p:19 \ ——  P+19
©
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Figur 25: Plottet viser hvordan cellestgrrelse, gjennomsnitt- og maksdiameter, endret seg over tid etter at alle
behandlingene var satt pa 19 grader og full fosforkonsentrasjon over 10 dager. Datapunktene er basert pa
malinger fra CASY.
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3.10 Genomstgarrelse

Det ble funnet pafallende variasjoner i genomstgrrelse ved flowcytometri (Fig. 26). Spesielt

er genomet til cellene ved 13 °C, +P, pafallende store.

C-verdi i pg
020
1

Prove

Figur 26: C-verdi for C. reinhardtii . Prgvene ble tatt 22.nov 2013
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For & bedre forsta arsakene til denne pafallende variasjonen(Figur 26) ble disse analysene

fulgt opp med tre pafelgende provetidspunkter den 2.desember 2013. Dette viste at det var

store endringer i genomstarrelse (slik det framkommer ved flowcytometri) ved ulike

tidspunkt i lgpet av seks timer (Figur 27) , og spesielt i +P behandlingene, noe som indikerer

at det er en cellesykluseffekt.

Endring i C-verdi fra KI.10 - 16

19-

19+

- 025

= [
,,,,,
> -]
2 13- 13+
2
> e
O 025 ]
0.20
.
0.15 [.:l
-
——— ——
K110 KI.13 KI.16 KI.10 KI13 K116

Figur 27: Endring i C-verdi gjennom 6 timer for C. Reinhardtii. Prgvene ble

tatt 02.des 2013.

Den observerte variasjon i genomstgrrelse i ulike faser av cellesyklus ble testet videre ved et

transplantasjonsforsgk der alle behandlingene i teorien skulle fa samme cellesyklus. Etter at

de ulike behandlingene var synkronisert ble nye flowcytometrianalyser gjennomfart den

20.des 2013(Fig. 28).
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Figur 28: C-verdien for C. reinhardtii etter transplantasjonseksperimentet. Prgvene ble tatt 20.des 2013

Figur 28 viser C-verdien for de forskjellige behandlingene etter 7 dager pa 19 grader og full
(+) fosforkonsentrasjon. Det er en omtrent 12.5% mindre DNA per celle i kulturene som
hadde vokst ved lav fosforkonsentrasjon. Det tilsvarer en reduksjon i omtrent 20 millioner

basepar pa 77 dager, dvs siden forsgksstart.

Jeg gjorde tre statistiske analyser basert pa figur 28. Den farste var en parametrisk to-veis
ANOVA test med interaksjonseffekter inkludert. Denne lineeere modellen forklarte 68,5%
(R av variasjonen. Den andre var en en-veis ANOVA test (Kruskal-Wallis-test) der C-
verdien ble modellert av behandlingsform. Kruskal-Wallis-testen viste at minst en av
behandlingene var forskjellig fra de andre (P-verdi < 0.05). Dette gjorde at jeg splittet opp
behandlingene etter temperatur og fosforkonsentrasjon, og deretter kjgrte en Wilcoxon-test.

47



Wilcoxon-testen viste at fosforkonsentrasjon er signifikant (P-verdi < 0.005), men ikke
temperatur (P-verdi = 0.588).

Figur 29 viser hvilke faktorer som pavirker genomstarrelse for C. reinhardtii og er basert pa
den parametriske to-veis ANOVA testen. Alle parameterne hadde P-verdi under 0.005.

Predikator for C-verdi til C. reinhardtii

Fosfatkonsentrasjon E

Temperatur:Fosfatkonsentrasjon B

Temperatur ]

T T T T T T T T
010 015 020 025 030 035 040 045

Figur 29: Korrelasjonskoeffisienten for C-verdi for C. reinhardtii i prosent
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4 Diskusjon

4.1 Fosforbegrensing

| denne oppgaven gnsket jeg a se i hvilken grad temperatur og fosforkonsentrasjon spiller inn
pa celle- og genomstarrelsen til C. reinhardtii. A opprettholde en stabil temperatureffekt er
uproblematisk i sma kulturflasker i temperaturkontrollerte rom. Fosforeffekten er derimot
mer problematisk, bade fordi graden av fosforbegrensning vil avhenge av celletetthet og
andre forhold i kulturene. Fosforkonsentrasjonen var relativt hgy i vannet fra Gullerudtjern
(17 npg P/I™, se avsnitt 3.1), men matte allikevel tilsettes noe ekstra P for & f& akseptabel
algevekst. Gullerudtjern som er blant Norges mest kalkrike innsjger. Kalk vil binde seg til
fosfat og enten fluor, klor eller en hydroksidgruppe og danne apatitt (Cas(PO,)3(F,CI,OH))
hvor fosfatet er utilgjengelig. Tjernet har dessuten ikke spesielt hgy algevekst, men generelt
klart vann. De fglgende analysene og testene bekrefter ogsa pa ulikt vis at det faktisk var en
sterk P-begrensning i —P behandlingene, men ikke i +P behandlingene, og at nivaene av P
sammen med fortynningsregimene ga en gnsket effekt.

Forskjellene mellom —P og +P -behandlingene er entydig bade nar det gjelder vekstrate-, C:P-
, RNA innhold- og APA-analysene. Vekstraten (fig 5.) henger sammen med
fosforkonsentrasjon, dette stettes av litteraturen (Caraco, 2009). —P behandlingene hadde
jevnt mye hgyere innhold av C mot P (figur 20). Et hgyt forhold mellom C og P er tydelige
tegn pa fosforbegrensing (Elser et al., 2003). RNA innholdet er ogsad en indikator for
fosforbegrensing (Elser et al., 2003). Resultatene mine viser at RNA innholdet jevnt over er
mye hgyere for +P behandlingene (figur 23). Som en siste indikator pa fosforbegrensing er
ekspresjon av alkalisk fosfatase (Wojewodzic et al., 2011). Resultatene mine viser at APA er
mye hgyere i —P behandlingen (figur 24). Om vi tar utgangspunktet i Redfield ratio
(106:16:1) (Redfield, 1958) som et mal pa balansert vekst tyder ogsa dette pa at P virkelig var
et begrensende element for —P behandlingene (Hessen et al., 2013). Resultatene fra C:N:P
analysen at —P behandlingene hadde en C:P ratio som var opptil 500:1, mens +P
behandlingene hadde en C:P ratio som var mindre enn 106:1. Videre viste C:N:P analysen at
N:P ratio for -P var starre enn 16:1, mens de algene som gikk pa +P hadde en N:P ratio som
var mindre enn 16:1. Dette stemmer overens med litteraturen (Elser & Loladze, 2011).
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Premisset om at algene pd —P var fosforbegrenset kontra algene pd +P har derfor vert
oppfylt.

Det skjedde en viss endring av C:P i algene gjennom forsgksperioden, men om dette
reflekterer en adaptasjon eller andre forhold er vanskelig & si. Forsgksoppsett og

fortynningsrate ble imidlertid holdt konstant gjennom hele forsgket

4.2 Stgkiometri

| tillegg til & bekrefte at algene pa —P faktisk var fosforbegrenset, kan resultatene fra
stgkiometrianalysene si oss noe mer. For det farste har fosforbegrensingen en effekt pa
nitrogeninnholdet til algene. Dette kan vi se fra figur 18. C:N forholdet var 26% mindre for
—P behandlingen, noe kan reflektere at ogsa proteinsyntesen nedsettes under sterk P-
begrensing. Blant annet vil C. reinhardtii fa nedsatt ekspresjon av gener tilknyttet fotosyntese

ved sterk P begrensing, noe som gir mindre energi (ATP) til proteinsyntesen (Moseley, 2006)

Bade C:P og N:P blir lavere over tid. Dette sees ikke sa lett fra figurene, henholdsvis figur 20
og figur 22, siden dataene der er logtransformerte. Om vi tilbaketransformerer dataene og ser
pa forskjellen mellom de to prevene, ser vi at C:P- og N:P-forholdet naermest halveres over
tid for behandlingene 19-P, 13+P og 13-P. For behandling 19+P er ikke reduksjonen sa
drastisk. Med tanke pa at det var 89 dager mellom de to pravene, kan det tenkes at det i lgpet
av den perioden kan ha skjedd en adaptasjon. Interessant nok sa har det ikke skjedd en

lignende reduksjon i C:N forholdet.

4.3 Vekstrate

Vekstraten viste en klar respons pa temperatur og P-niva over de 100 dagene forsgket varte.
Dette medfarte ogsa at kulturene hadde gjennomgatt et ulikt antall generasjoner ved forsgkets
avslutning, selv om varigheten var den samme. Vekstraten pr. dggn for —P behandlingene var
0.5, mens 13+ var 1,25 og 19+ var 1,6. P-begrensingen gav stgrst utslag pa antall
generasjoner som varierte fra omtrent 50 generasjoner for begge —P behandlingene til rundt
125 generasjoner for 13+ behandlingen og ca 160 generasjoner for 19+ behandlingen.
Temperatur hadde ingen signifikant effekt pa vekstrate under P-begrensning, men det er en

klar temperatureffekt ved mye tilgjengelig P.
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Denne forskjellen i vekstrate, ssmmen med cellesyklusmalingene (4.4) viser at

behandlingene hadde ulik cellesyklus.

4.4 Cellesyklus

Pa bakgrunn av 4.10g 4.3 antar jeg med stor sikkerhet at algene som pa —P behandlingen var
fosforbegrenset. Tatt i betraktning min hypotese om at alger pa lav fosforkonsentrasjon ville
ha mindre cellestarrelse, er det interessant a se i hvilken grad fosforbegrensing gav et utslag
pa cellestgrrelsen. Men far denne diskusjonen er det viktig & komme med noen bemerkninger
med hensyn til cellesyklus og celledeling, som ser ut til & ha stor innvirkning pa
cellestarrelse. Tidligere forsgk bekrefter at C. reinhardtii cellestgrrelse kan, under gunstige
forutsetninger (hgy temperatur og hgy P), mangedobles i lgpet av cellesyklus (Oldenhof et.
al, 2007).

Som vist i figurene 9, 11, 13 og 14, endres cellestarrelsen gjennom dagen. Dette er spesielt
tydelig i +P behandlingen og analysene 18.okt 2013. Siden malingene fra 1.mars 2014 ikke
viser samme dramatiske forandring i fordeling er en mulig forklaring at algene har

akklimatisert seg og at det har skjedd en adaptasjon som gjer at cellesyklus stabiliserer seg.

Oldenhof et al., (2007) viser at celledeling forekommer etter at morcellen har nadd en viss
starrelse. Malingene mine fra 1.mars viser at cellestarrelseendringene over en dag er relativt
sma. Dette, sammen med at celleantallet dobles i lgpet av markesyklus for 19+ (som var min
behandling med mest gunstig forhold), tyder pa at en morcelle bare blir til to datterceller i
mine forsgk, mens en morcelle vanligvis blir til fire eller flere datterceller under mer optimale
forhold (Bisova & Zachleder, 2014). Antall datterceller styres av temperatur og lysintensitet
ved hgy naeringssaltkonsentrasjon (Bisova & Zachleder, 2014). Siden det er sa lite cellevekst
i mine forsgk er det tydelig at mine alger langt fra har optimale forhold. Lysintensiteten min
ligger godt over intensiteten hvor cellestarrelsesvekst for C. reinhardtii virker a bli forhindret
(Vitova, 2011), sa det antas at temperaturen, sammen med fosforbegrensning i mine forsgk er

det som gir utslaget pa redusert cellestarrelsevekst far celledeling.

Andre eksperimenter viser at C. reinhardtii cellesyklus er temperaturavhengig. Knutsen &
Lie (1979) viser at C. reinhardtii er mest synkron jo mer gunstige vekstbetingelsene er (35°C
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var mest optimalt). Dette stemmer overens med mine forsgk, den hgyeste temperaturen

sammen med full P gav mest synkron vekst og celledeling.

Det er tydelig fra dette eksperimentet at behandlingsform (turbidostat vs. kjemostat),
temperatur og fosforkonsentrasjon spiller inn pa cellesyklus. Starrelsesmalinger av C.
reinhardtii kan altsd avhenge av tidspunktet man tar prgven pa. Denne effekten ble forsgkt
minimert ved at prgvene ble tatt pa samme tidspunkt rett etter at lyssyklus startet om
morningen. Det er da C. Reinhardtii vanligvis nettopp har fullfgrt cellesyklus, men dette ser

ut til og bare ha veert tilfellet for 19+ behandlingen min.

Andre bemerkninger er at maksdiameteren ikke responderte pa temperatur, men pa
tidspunktet prgven ble tatt (tabell 4). Dette stemmer godt overens med resultatene fra
cellesyklus og celledelingsmalingene. Spesielt tidlig i forsgket endret maksdiameteren seg
mye. Dette viser igjen viktigheten av at alle sterrelsesmalingene blir gjennomfgrt pa samme
tidspunkt pa dagen, primart rett etter celledeling. Slik at man unngar en bimodalitet i
fordelingen av cellestarrelse som faglge av ulik cellesyklus.

Ulik cellesyklus hos C. reinhardtii gjeor at resultatene vedrarende cellestarrelse ma tolkes
med forbehold.

4.5 Cellestgrrelse

Pa grunn av variasjoner i fordelingen av cellestgrrelse for de ulike behandlingene valgte jeg a
ta malingen av bade gjennomsnittsdiameter og maksdiameter. Som vist i figur 8 er
gjennomsnittsdiameter og maksdiameter godt korrelert, og jeg bruker derfor dataene bare fra

gjennomsnittsdiametermalingene (figur 6) som utgangspunkt for den videre diskusjonen.

Cellestgrrelsemalingene ble foretatt mellom 07.00 og 08.00 mandag, onsdag og fredag, og
som vist i Tabell 3. bestemmes algenes gjennomsnittsstarrelse i stor grad av

interaksjonseffekten mellom fosforkonsentrasjon og temperatur.
Temperatureffekten for C. reinhardtii pa full fosforkonsentrasjon (+P) er sterre enn

temperatureffekten for de fosforbegrensende algene (—P) (figur 6). Denne observasjonen

stemmer overens med lignende forsgk av f.eks, Peter & Sommer (2013). | denne studien ble
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ni fytoplanktonarter fra det Ostersjgen samlet og satt under ulike temperatur og
neeringsregimer. Deres resultater sier at: "Overall, our results support the hypothesis that
temperature effects on cell size are to a great extent mediated by nutrient limitation.” Men
Peter og Sommer (2013) nevner ikke om de har tatt hgyde for cellesyklus i disse forsgkene.
Om fosforkonsentrasjon ogsa pavirker cellesyklus til algene til Peter og Sommer, er det

mulig at resultatene er grunnet cellesyklus og ikke av behandlingsform.

| mitt eksperiment deler alle algene pa 19+ seg i lgpet av nattsyklus rundt klokken 06.00
(figur 10), mens algene pa 13+ har ingen synkron celledeling og mitose forekommer jevnt
over hele dggnet (figur 14). Dette har en effekt pa cellestarrelse som henholdsvis figur 9 og
13 viser. For 19- er det ikke vist at celleantallet gker i lgpet av degnet (figur 12). Mens for
13- gker celleantall i lgpet av lys syklus (figur 15). Forskjellen pa disse to behandlingene er at
13- Dblir fortynnet samme dag som prgvene, mens 19- ble fortynnet dagen fer prevene ble
giennomfart. Dette viser at —P behandlingene deler seg rett etter fortynning, nar det er mest

gunstige forhold.

4.6 Mengden RNA

| tillegg til & veere et mal pa graden av fosforbegrensing, kan mengden RNA ogsa kobles mot
vekstraten. Growth-rate-hypotesis (GHR) postulerer at mengden RNA er korrelert med
ribosomer. Lite RNA betyr lite ribosomer som igjen gir lavere grad av proteinsyntese som
igjen gir lavere vekstrate (Elser et al., 2003). GRH har bred eksperimentell stgtte i limniske

systemer (Sardans et al., 2011)

Mine resultatene (figur 5. og figur 23) statter ogsa GRH. —P behandlingene har bade lavere
vekstrate og mindre RNA enn +P behandlingene. Dette stattes ogsa av de stekiometriske
analysene. —P har jevnt over mindre innhold av P enn +P, uttrykt som markerte forskjeller i
C:Pp.

Jeg tok tre malinger av mengde RNA i lgpet av eksperimentet. Disse resultatene var ikke
konstante over tid. En endring i mengde RNA over tid kan enten veare et resultat av en
adaptasjon, en endring i fortynningsrate eller en endring naeringskonsentrasjonen i mediet

(Elser et al., 2003). Med det datamaterialet jeg har er det vanskelig a trekke noen
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konklusjoner over hva som er arsaken til denne variasjonen. Men variasjonen til tross,

trenden var klar —P hadde betraktelig mindre innhold av RNA enn +P.

4.7 Genomstgrrelse

Genomstgrrelsen var markant forskjellig mellom behandlingene (figur 26) og varierte med tid
pa degnet (figur 27). Det er lite sannsynlig at reell forskjell i haploid genomstarrelse siden
flowcytometri er en standardisert metode for & male mengden DNA per celle, og standard
protokoller ble fulgt i denne prgvetakingen, er det nearliggende a anta at det er strukturelle
endringer i DNA koblet til cellesyklus som bidrar til disse utslagene, men dette er ikke
klarlagt.

Siden utslagene i estimert genomstarrelse var sa stor og muligens koblet til ulik cellesyklus,
har jeg valgt a legge vekt pa FCM-malingene etter transplantasjonsforsgket. Cellesyklus var
etter transplantasjonsforsgket synkron, cellestarrelsen var den samme, mens genomstgrrelsen
fortsatt var forskjellig, og konsistent sterre for behandlingene som hadde vokst ved +P (figur
28). Dette kan tolkes som om det faktisk har foregatt en endring i genomstgrrelse som
funksjon av mengden P i kulturene. Dette stemmer overens med hypotesene om at P-
begrensing faktisk kan pavirke genomstgrrelsen over starrelsesorden 100 generasjoner, men
en endelig verifisering av dette vil kreve en sekvensering ogsa for & se pa strukturelle
endringer i DNA. Det er imidlertid verdt & merke seg at det ble funnet enda starre
genomendringer gjennom et dggn (figur 27), og her er i alle fall reelle endringer i

genomstarrelse utelukket.

I hvilken grad P-begrensing gir en reduksjon av genomet er fortsatt uklart. En stremlinjing av
genomet for & spare P under P-begrensing er foreslatt for en rekke organismer i Hessen et al.,
(2013). Andre forsgk pa middelshavsplanter har ikke vist noen endring i genomstarrelse som
falge av forskjeller i fosforkonsentrasjon over tid (Pellicer et al., 2010).
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4.8 Mulige feilkilder
4.8.1 Modellorganisme

C. reinhardtii er den foretrukne laboratorieorganismen nar det kommer til arbeid pa
mikroalger. Men til dette forsgket har C. reinhardtii serlig to negative sider knyttet til seg.
Farst er det s mange ulike kloner som kan oppfare seg ulikt, sa forskningsresultater fra en
klon trenger ikke a veere representative for andre en annen klon. For det andre har C.
reinhardtii en cellevegg hvor mitosen foregar innenfor, en morcelle kan derfor produsere mer
enn to datterceller om gangen. Om denne celleveggen ikke er helt degradert ved CASY -

malinger kan det interferere med resultatet, og jeg kan ha fatt feil antall alger pr. mL.

4.8.2 Prgvetaking

Teknikken og metoden man bruker i det man skal samle alger pa de ulike filtrene, som skal
brukes til analysene for C:N:P forhold, APA og RNA innhold, har mye & si for resultatet.
Med lite erfaring med denne type sampling og problemer knyttet til utstyr som ble brukt,
matte sarlig de helt forste filtrene fra farste samplingsdato forkastes fra analysedelen. Dette
understreker viktigheten av en god samplingsmetode, og kvalitetssikring, i datainnsamling.

Figur 12 og 14, som viser antall celler over tid i degnforsgkene for 19+ og 13+, viser noe
variasjon i celleantall over tid. De sma variasjonene skyldes nok pipetteringsteknikk framfor
noen reell variasjon. Jeg har brukt samme pipetter og pipettespisser gjennom hele forsgket,
men variasjon i celleantall kan forekomme om jeg har ristet ulikt pa kulturene for jeg

pipetterte og dermed kan algene ikke ha blitt helt homogent fordelt i mediet.

4.8.3 CASY

Det var ingen intern standard i CASY da malingene foregikk. Fluktuasjoner og feil i

apparatet kommer derfor ikke til syne.

Jeg avsluttet den intensive prgvetagningen pa CASY far jeg avsluttet eksperimentet.
Malingene pa CASY var veldig tidkrevende og resultatene var sa konsistente at jeg valgte a
stole pa dem, og gikk ut i fra at de ville holde seg konsistente. Eksperimentet ble i tillegg
forlenget ved et par anledninger, av utenforliggende faktorer, som gjorde at det ble et veldig
stort sprik mellom siste gode CASY maling over tid og C:N:P, APA, RNA innhold og

spesielt flowcytometer malinger. Sporadiske malingen pa CASY viste ingen endringer, men
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det kan tenkes at jeg gikk glipp av noe. Transplatasjonsforsgket viste at endringene tradde i

kraft pa under en uke.

4.8.4 Medium

Jeg lagde én liter medium hver gang jeg lagde medium. Siden jeg filtrerer det ferdige mediet
for fortynning, ble jeg klar over at filteret noen ganger ble markere og markere ettersom
mediet ble staende lenge. Det er usikkert hva denne brunaktige misfargingen pa filteret var,
mest sannsynlig var det jernutfelling, men det er mulig det var bakterier/mikroalger og at

kvaliteten pa mediet sank over tid, noe som kan gi utslag pa blant annet vekstrate.

4.8.5 Flowcytometer
FCM er helt avhengig av "gating” av resultatene. Denne gatingen er utelukkende subjektiv.
Jeg har prevd & vaere sa konsistent med gatingen som overhode mulig, men som alt annet

subjektivt er det ingen eksakt parameter som styrer annet enn min intuisjon.
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4.9 Oppsummering

Med en stadig gkning i utslipp av klimagasser i atmosfaeren er det predikert at den globale
temperaturen vil gke. Av dette falger det at vare vann ogsa vil bli varmere. Varmere vann
farer til en sterkere grad av termisk sjiktning (thermoklin), som igjen kan redusere graden av
turnover i holomiktiske vann (sterre grad av termisk stabilitet). En sterkere thermoklin vil

gjere at mindre fosfor blir gjort tilgjengelig for den eutrofe sonen (Peters & Sommer, 2013).

Det folger logisk fra dette at alger i fremtiden i starre grad en far vil oppleve en gkning i
temperatur, men kan samtidig risikere en nedgang i tilgjengelig fosfor som fglge av sterkere
termisk sjiktning. Med utgangspunktet i disse to parameterne og med mine resultater som
datamateriale er det mulig og predikere hvordan stgrrelsen til alger vil respondere pa

endringene i temperatur og naringssaltkonsentrasjon i fremtiden?

Oppgaven min hadde to sentrale hypoteser
1: Lav veksttemperatur gir langsommere vekstrate, men starre cellevolum.
2: Lite tilgjengelig fosfor gir redusert vekstrate, og gir redusert algesterrelse ved redusert

genomstarrelse.

Resultatene viste entydig, ved flere uavhengige indikatorer, at det var en sterk effekt av P-
begrensning. P-begrensing gav utslag pa vekstrate, men det var bare effekt av temperatur pa

+P behandlingene.

Den videre effekten av dette pa celle- og genomstgarrelse var derimot ikke entydig. Siden de
forskjellige behandlingen gav forskjellig cellesyklus kan man ikke konkludere med sikkerhet
at mine resulater er reelle forskjeller i cellestarrelse og ikke artefakter av cellesyklus. Nar det
gjelder utslagene pa genomstarrelse tilsier de pafallende effektene at videre studier bar
utfares, men pa bakgrunn av egne studier er det vanskelig a si noe konklusivt, selv om det var
indikasjoner pa en P-effekt i lgpet av forsgket. Oppgavens predikasjonsverdi for endring i
cellestgrrelse hos andre arter av alger som funksjon av temperatur og fosforkonsentrasjon er

ogsa et spgrsmal som kun kan besvares ved tilsvarende analyser pa andre algearter.

Lerdommen fra dette eksperimentet er at behandlingsform (turbidostat vs. kjemostat),

temperatur og fosforkonsentrasjon, spiller inn pa C. reinhardtiis cellesyklus. Dette viser
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viktigheten av kjenne til cellesyklus ved lignende eksperimenter med samme eller andre
algearter. Uten a ta hgyde for cellesyklus er det umulig & vite om resultatene vedrgrende
cellestarrelse stammer fra reelle endringer i starrelse grunnet ulike behandlingsfaktorer eller
om det bare er en artefakt av ulik cellesyklus.

4.10 Forslag til videre undersgkelser

A kunne predikere hvordan fremtidens alger kommer til & reagere pé& en gkning i temperatur
og nedgang i naringssalttilgang er viktig. Derfor anbefales det & fortsette med lignende
eksperimenter for & ngste opp faktorene som styrer cellestarrelse og i hva dette har a si for

gkosystemet.

Forskjellige algearter kan reagere sveert forskjellige pd samme behandling. Det foreslas

dermed at dette eksperimentelle oppsettet prgves pa andre mikroalgearter.

Basert pa erfaringen mine fra dette prosjektet vil jeg foresla falgene endringer til et nytt
prosjekt. Pa grunn av eksperimentets omfang og behovet for kvalitetssikring er stort vil det

anbefales at to studenter gjennomfarer et lignende eksperiment over 100 dager.

Det anbefales & bruke samme eksperimentelle oppsett, men med en annen mikroalgeart uten
cellevegg og med biner fisjon, og med stagrre variasjon i temperaturene i det faktorielle
oppsettet. Pa forhand ma det kartlegges hvordan algens cellesyklus forlgper seg, slik at man
minimere cellesyklusens pavirkning pa resultatene. Det er et pluss hvis genomet er
fullsekvensert og at genomstarrelsen er kjent pa forhand. Malinger av cellestarrelse og
celleantall pa CASY burde gjennomfares hver onsdag og fredag, pa samme tidspunkt hver
gang og med en intern standard. Fortynningene burde skje mandag, onsdag og fredag, pa
samme tidspunkt. C:N:P malinger burde gjennomfares hver 25 dag, slik at det totalt blir fire
malinger. Det er viktig at disse malingene gjgres pa samme ukedag og til samme tid, slik at
cellesyklus effekten minimeres. APA og RNA innhold er krevende a sample og a analysere,
men viktige testparametere for P-begrensing. Det anbefales tre sampels i prgveperioden, hver
33 dag. Malinger pa flowcytometeret bar vektlegges og gjennomfares. Mine resultater viser

at det er behov for & se hva som faktisk skjer med genomstgrrelsen i lgpet av en dag.
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