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ABSTRAKT

Vixtplankton har ménga viktiga funktioner for bdde marina ekosystem och det globala
klimatet. De spelar en viktig roll i globala biogeokemiska cykler, och de ar grunden for
niringsvdven 1 marina ekosystem. Specifikt kiselalger dominerar den produktiva
varblomningen i Ostersjon. Bade abrupta storningar och langsiktiga forindringar kan utsitta
vaxtplankton for direkt och indirekt stress, vilket kan ha konsekvenser for hela ekosystemet.
Darfor ar det viktigt att utreda vilka faktorer som paverkar vaxtplanktons tillviaxt under och
efter exponering till olika stressfaktorer. Tidigare studier tyder pa att genetisk diversitet hos
vaxtplankton buffrar de negativa effekterna orsakade av bland annat nedsatt salinitet, forhdjd
temperatur och betning. Betydelsen av den genetiska diversiteten har dock inte undersokts
under stress orsakat av att bakteriesamhéllet associerat med véxtplankton rubbas. Forskning
tyder pa att vaxtplankton, speciellt kiselalger har unika bakteriesamhéllen associerat med dem.
Det finns tecken pa att det associerade bakteriesamhaillet hos flera kiselalger ar fordelaktiga,
eller till och med livsviktiga for kiselalgernas tillvdxt. For att undersdka rollen av det
associerade bakteriesamhillet och den genetiska diversiteten hos vixtplankton, utférdes
laboratorieexperiment. Som modellorganism anvéndes kiselalgen Skeletonema marinoi som
dominerar varblomningen i Ostersjon. For att undersoka betydelsen av det associerade
bakteriesamhillet hos S. marinoi, anvindes tvd stressbehandlingar bestdende av en
kombination av antibiotika. For att undersoka rollen av den genetiska diversiteten under, efter
och utan antibiotikastress, jaimfordes responsen av kulturer med och utan genetisk diversitet.
Samtidigt undersoktes ifall de olika genotyperna hade fenotypiska skillnader i de matta
tillvixtparametrarna. En tillsdttning av antibiotika hade en stark negativ effekt pa tillvixten av
S. marinoi. Genetiskt diversa kulturer dterhdmtade sig betydligt bittre fran antibiotikastress i
jamforelse med kulturer bestdende av endast en genotyp. Genotyperna pavisade dven
fenotypiska skillnader i en del av de maitta tillvéxtparametrarna i enlighet med tidigare studier.
De erhéllna resultaten understryker betydelsen av den genetiska diversiteten hos véxtplankton
vid olika stressfaktorer. Resultaten visar ocksé att det krdvs fler studier som undersdker
betydelsen av interaktioner mellan vixtplankton och andra mikroorganismer i marina habitat.
Forskning kring &mnet &r grundldggande for att forutspa responsen av vixtplanktonsamhéllen
i Ostersjon till miljoforindringarna som klimatférindringen kommer att orsaka.

Nyckelord: vixtplankton, genetisk diversitet, associerat bakteriesamhille, fykosfar,
Skeletonema marinoi, stress, antibiotika, Ostersjon
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ABSTRACT

Phytoplankton have many important functions for both marine ecosystems and the global
climate. Phytoplankton play a big role in global biogeochemical cycles and are the foundation
of marine food webs. Moreover, diatoms dominate the productive spring bloom in the Baltic
Sea. Both abrupt disturbances and long-term changes can subject phytoplankton to direct and
indirect stress, which may lead to consequences for the entire ecosystem. Therefore, it is vital
to investigate which factors affect phytoplankton growth during and after different stress
factors. Previous studies suggest that genetic diversity in phytoplankton buffers against
negative effects from stressors, such as reduced salinity, elevated temperatures, and grazing.
However, the importance of genetic diversity has not been investigated during stress caused
by a disruption of the bacterial community associated with phytoplankton. Studies suggest
that phytoplankton, especially diatoms, harbor unique bacterial communities. There are
indications of the bacterial communities associated with several diatoms being beneficial or
even crucial for the diatom growth. Laboratory experiments were conducted to investigate the
role of the associated bacterial community and genetic diversity in phytoplankton. The diatom
Skeletonema marinoi, which dominates the spring bloom in the Baltic Sea, was used as a
model organism. To study the importance of the bacterial community associated with S.
marinoi, two stress treatments consisting of a combination of antibiotics were used. To
investigate the role of genetic diversity during, after and without antibiotic stress, the response
of cultures with and without genetic diversity were compared. Whether or not the different
genotypes possessed phenotypic differences in the measured growth parameters was also
investigated. The addition of antibiotics resulted in a strong negative effect on the growth of
S. marinoi. Genetically diverse cultures showed significantly better recovery from antibiotic
stress compared to cultures consisting of only one genotype. The different genotypes also
showed phenotypic differences in some of the measured growth parameters in accordance with
previous studies. The results obtained in this study emphasize the importance of genetic
diversity in phytoplankton during different stressors. The results also highlight the need for
more studies investigating the importance of interactions between phytoplankton and other
microorganisms in marine habitats. Research of this subject is fundamental to predicting the
response of phytoplankton communities in the Baltic Sea to the environmental changes that
occur in conjunction with climate change.

Key words: phytoplankton, genetic diversity, associated bacterial community, phycosphere,
Skeletonema marinoi, stress, antibiotics, The Baltic Sea
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1 Introduktion

Vixtplankton &r encelliga, mikroskopiskt smé autotrofa organismer. Den funktionella
gruppen omfattar bland annat gronalger, cyanobakterier, flagellater och kiselalger.
Vixtplankton dr grunden for ndringsvéven 1 akvatiska ekosystem (Kyewalyanga,
2016), och bidrar med omkring hélften av nettoprimérproduktionen globalt (Field et
al., 1998). Vixtplankton utgor endast 1-2 % av det totala kolet bundet i vixtbiomassa
pa jorden (Falkowski, 1994), men stir d&ndd for ndstan hélften av den globala
syreproduktionen (Treguer och Pondaven, 2000) och ungefir 40 % av den arliga
fixeringen av kol (Falkowski, 1994). Véxtplankton har med andra ord flera viktiga
funktioner for bade klimatet och akvatiska ekosystem. Béade kortvariga abrupta
storningar, och langvariga fordndringar orsakade av klimatfordndringen kan utsétta
vixtplankton for stress och paverka deras funktion. Klimatforandringen kommer att
ha negativa effekter pA marina ekosystem globalt, men speciellt Ostersjon som ett
isolerat hav med tung antropogen belastning har forutspatts vara extra sarbar
(HELCOM, 2013). I Ostersjon kommer klimatforindringen att orsaka forhojda luft-
och vattentemperaturer, samt en okad nederbord. Dessa fordndringar kommer att
dessutom leda till bland annat temporal och spatial minskning av isens tickgrad,
nedsatt salinitet och o&kad eutrofiering i Ostersjon (HELCOM, 2013). Dessa
fordndringar kunde potentiellt ha bade direkta och indirekta effekter pa
vixtplanktonbestindet i Ostersjon, vilket oundvikligen skulle innebiira konsekvenser
for hela ekosystemet. Dérfor dr det viktigt att utreda vilka faktorer som potentiellt har
en inverkan pa olika véixtplanktons fortlevnad, samt vilka faktorer som pdverkar deras

respons vid olika typer av stress.

Vixtplankton utdvar ménga slags interaktioner med andra marina mikroorganismer
(Seymour et al., 2017), och ddrmed kan en stérning av dessa ha en indirekt paverkan
pa viaxtplankton. Interaktioner som &r fordelaktiga for béda parterna ar vanligt
forekommande speciellt mellan véxtplankton och bakterier i marina habitat (Seymour
et al., 2017). En stérning av bakteriesamhiillet i Ostersjon kunde alltsa indirekt utstta
vaxtplankton for stress, paverka deras funktion, och séledes paverka hela ekosystemet.

Det dr méanga faktorer som paverkar organismers och ekosystemens respons vid stress,
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och ménga studier har fokuserat pa biodiversitetens roll. Allt fler studier visar att en
minskning av  biodiversitet 1 marina ekosystem leder till nedsatt
aterhdmtningsformaga, stabilitet och vattenkvalitet i ekosystemen (Worm et al.,
2006). Hos sjogras har det dessutom pavisats att genetisk diversitet buffrar mot abrupta
storningar, och att genetisk diversitet hos en art kan ersétta artméangfaldens funktion i
artfattiga ekosystem (Reusch ef al., 2005). Ofta ligger fokus i studierna dock pa
habitat- eller artméngfald, och den genetiska diversitetens roll dr ofta forbisedd,

speciellt hos mikroorganismer.

Under de senaste aren har det allmédnna intresset for genetisk diversitet hos
vixtplankton dkat, men studier som undersokt rollen av den genetiska diversiteten hos
vaxtplankton dr dnnu fi. Studierna som har undersokt betydelsen av den genetiska
diversiteten hos véxtplankton har studerat betydelsen under endast en handfull olika
scenarier. Ett av scenarierna som dock inte har studerats &n ar: vad ar betydelsen av
den genetiska diversiteten hos véxtplankton da bakteriesamhaéllet associerat med
vaxtplanktonen rubbas? Detta dr en av kunskapsluckorna som forsoker fyllas i denna

avhandling.

1.1 Genetisk diversitet hos vixtplankton

Genetisk diversitet innebdr att individer av samma art skiljer sig genetisk frén
varandra; att det forekommer intraspecifik variation. Olika genotyper kan ha sérskilda
egenskaper eller karakteristiska drag, vilket innebdr fenotypisk variation hos arten.
Genetisk diversitet dr en forutsdttning for anpassning till olika selektionstryck, och
ddrmed kan graden av genetisk diversitet ha en avgdrande roll for en arts dverlevnad
vid naturliga och antropogena storningar (Allendorf, Hohenlohe och Luikart, 2010).
Genetisk diversitet dr speciellt viktig for ekosystem med fluktuerande
miljoforhéllanden (Laikre et al., 2016), och for ekosystem med 1ag artméngfald
(Reusch et al., 2005; Cook-Patton et al, 2011). Miljéforhillandena i Ostersjon
fluktuerar 1 hog grad, eftersom brackvattensystemet har bade horisontella och vertikala
gradienter av bland annat salinitet, temperatur och niringsdmnen (Leppékoski, Olenin

och Gollasch, 2002). Ostersjon har dessutom naturligt 1&g biodiversitet (Johannesson

2
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och André, 2006). Sdledes dr det mycket vilmotiverat att studera och bevara genetisk

diversitet hos arter i Ostersjon (Laikre et al., 2016).

Den genetiska diversiteten och dess roll dr vélutforskat hos manga marina organismer
sé som sjogras (Reusch et al., 2005; Salo, Reusch och Bostrom, 2015) och evertebrater
(Gamfeldt och Kallstrom, 2007), men fa studier har fokuserat pa mikroorganismer.
Studier som har fokuserat pd mikroorganismer har bevisat att genetisk diversitet
forekommer hos gruppen i atminstone marina habitat; bade hos vixt- (Iglesias-
Rodriguez et al., 2006; Alpermann et al., 2010; Sjoqvist et al., 2015; Kremp et al.,
2016; Sassenhagen et al., 2021) och bakterieplankton (Sjoqvist et al., 2021). Till
exempel kiselalgen Skeletonema marinoi i Ostersjon pavisar exceptionellt hog
genetisk diversitet (Sassenhagen et al., 2021). S. marinoi-individer i olika delar av
Ostersjon #r genetisk olika, och Ostersjons population skiljer sig genetiskt frin den i
Nordsjon (Sjoqvist et al., 2015). Forskning tyder pé att olika genotyper hos flera
vaxtplankton har dven fenotypiska skillnader (Roger, Godhe och Gamfeldt, 2012;
Sjoqvist et al., 2014; Sjoqvist och Kremp, 2016; Wolf et al., 2019).

Forekomsten av genetisk diversitet hos flera vixtplankton vécker frigan om dess roll.
Buffrar genetisk diversitet hos vixtplankton den negativa effekten av externa
storningar s som hos sjogras (Reusch et al., 2005)? I en del studier har man forsokt
besvara fragan genom att jamfora responsen av kulturer med och utan genetisk
diversitet vid exponering for stress (Roger, Godhe och Gamfeldt, 2012; John ef al.,
2015; Sjoqvist och Kremp, 2016; Wolf ef al., 2019). Mer studier krivs eftersom

resultaten inte dr entydiga, och endast ett fétal stressfaktorer dr undersokta.

1.2 Interaktioner mellan védxtplankton och bakterier

Interaktioner som sker mellan terrestriska véixter och bakterier i den sd kallade
rhizosfaren (Jones et al., 2007) &r bekanta for manga, men interaktioner mellan
vixtplankton och bakterier i akvatiska habitat dr inte lika omtalade. Véxtplankton i

vattenkolumnen utsondrar olika organiska substrat som attraherar en del bakterier



Janni Heikkinen

(Seymour et al., 2017). Runt vixtplanktonceller bildas pa detta sitt ett mikrohabitat
for bakterier som kallas fykosfaren (eng. phycosphere) (Figur 1) (Bell och Mitchell,
1972). 1 fykosféren har bakterier ménga olika slags interaktioner med véxtplankton;
interaktioner forekommer i1 form av bland annat mutualism, kommensalism,
antagonism, parasitism och konkurrens (Amin, Parker och Armbrust, 2012; Seymour
etal.,2017). En av de mest framtrddande interaktionerna ar sddana som &r fordelaktiga
for bada parterna (Seymour et al, 2017), vilket har kunnat bevisats med

experimentella studier (Jauffrais et al., 2017).

Forskning tyder pa att bakteriesammansittningen i kiselalgers fykosfar skiljer sig frén
bakteriesammanséttningen i resten av vattenkolumnen (Grossart et al., 2005), och att
bakteriesammansittningarna dr olika mellan olika kiselalger (Schifer et al., 2002;
Grossart et al., 2005; Behringer et al., 2018). Det finns dock ocksa bevis for att
bakteriesammanséttningen mellan olika arter av vixtplankton inom samma slékte har
likartad bakteriesammanséttning (Ajani ef al., 2018). Att olika véxtplankton har unika
sammansattningar av bakterier associerat med dem, stdds bland annat av en studie var
en fordndring av véxtplanktonsammansittningen (frdn smé véxtflagellater till
kiselalger) ledde till fordndringar dven i sammanséttningen av bakterier (Pinhassi et
al., 2004). Interaktionerna mellan kiselalger och bakterier associerade med dem har
bevisats vara robusta av Behringer et. al (2018), som i sin studie med tva kiselalger
visade att endast sma fordndringar skedde i1 algernas unika bakteriesammansattningar
under ett ar i1 laboratorieforhdllanden. Alla dessa observationer indikerar att det
forekommer specifika interaktioner mellan specifika arter eller specifika slikten, som
inte dr slumpmadssiga. Forutom att bakteriesammanséttningen varierar mellan olika
véxtplankton, har det bevisats att bakteriesammansittningen kan naturligt variera dven
mellan olika tillvéxtfaser hos en och samma kiselalg (observerat hos Skeletonema
marinoi (costatum), Thalassiosira rotula och Skeletonema dohrnii) (Grossart et al.,
2005; Liu et al., 2021). Dessutom finns det bevis for att bakteriesammanséattningen
hos en och samma art kan variera bade spatialt och temporalt i marina miljéer (Ajani

etal.,2018).

Det finns flera mojliga forklaringar till varfor bakterier dr associerade med
vixtplankton. Det har varit kdnt sedan ldnge att B> som produceras av ménga

bakterier korrelerar med véxtplanktons tillvixt (Haines & Guillard 1974). Ménga
4
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vaxtplankton dr beroende av Bi och B7 (Tang, Koch och Gobler, 2010), men precis
som med B2 kan algerna inte producera dessa sjdlv, utan dr beroende av externa kéllor.
En del marina bakterier producerar ocksd organiska foreningar som har visat sig
underlétta vixtplanktons upptagning av jirn (Amin et al., 2009). Bakterier antas i
gengild dra fordel av bland annat organiskt kol (Fouilland ef al., 2014) och specifika
polysackarider (Piontek et al., 2011) som véxtplankton utsondrar. Det dr dock oklart
varfor specifika bakterier dr associerad med specifika véxtplankton. Dessutom &r det
oklart vad den konkreta betydelsen av det associerade bakteriesamhillet &r hos flera
vaxtplankton betrdffande till exempel olika tillvixtparametrar. En del studier har redan
bevisat att vissa bakterier frimjar tillvixten hos vissa gron- (Chevanton et al., 2013),

och kiselalger (Jauffrais et al., 2017; Behringer et al., 2018; Johansson et al., 2019).

Bakterier kan rubbas av externa faktorer som vixtplankton inte direkt paverkas av, sa
som antibiotikautsldpp frdn avlopp och fiskodlingar. Bakterier kunde ocksd ha en
annan respons till en del externa storningar dn véxtplankton. Saledes dr det mycket
viktigt att utreda betydelsen av det associerade bakteriesamhéllet for vixtplankton
med viktig funktion, speciellt i sarbara ekosystem si som Ostersjon. Studier som
undersokt betydelsen av det associerade bakteriesamhéllet hos enskilda arter ar fa, och

antalet studier som har inkluderat arter med relevans for Ostersjon ir dnnu firre.
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Figur 1. Fykosféren &r ett bakteriekoloniserat omradet tétt intill véxtplankton, var det sker interaktioner
mellan véxtplankton och olika bakterier.

1.3 Skeletonema marinoi i Ostersjon

Kiselalgerna dr en grupp mikroalger som utgor en stor del av véxtplanktonbestidndet i
de tempererade omradens hav. I Ostersjon forekommer kiselalger i stora mingder
under varen, did de tillsammans med dinoflagellater dominerar den arliga
varblomningen av véxtplankton (Wasmund och Uhlig, 2003). Kraftiga vindar under
vintern orsakar uppvillning av néringsdmnen frdn havsbottnen, och tillsammans med
en 0kad méngd solljus utloses en blomning av vixtplankton pd varen (Neumann et al.,
2012). Varblomningen #r en av de mest produktiva tidsperioderna pa aret i Ostersjon,
eftersom omkring 50 % av den arliga fixeringen av kol sker under ungefar en méinad
(Lignell et al., 1993; Heiskanen, 1998). Varblomningen spelar alltsd en central roll for
hela Ostersjon genom att sti for en stor del av den arliga energiproduktionen som
hogre trofiska nivder dr beroende av. En av arterna som dominerar varblomningen i
Ostersjons ir kiselalgen Skeletonema marinoi (Figur 2), som kan pa vissa stillen std

for upp till 60 % av primérproduktionen (Jochem, 1989).
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Skeletonema-sliktet bestar av ett flertal arter som forekommer jorden runt i bade
tempererade och tropiska omraden (Kooistra et al., 2008). I sddra Ostersjon vid danska
sunden kan man patriffa flera arter av Skeletonema, men i resten av Ostersjon patriffas
framst S. marinoi (Kooistra et al., 2008). Trots att S. marinoi ar en marin art (Kooistra
et al., 2008), har arten anpassat sig till hela den nord-sydliga salinitetsgradienten i
Ostersjon (Sjoqvist et al., 2015). Artens goda anpassning till de fluktuerande
salinitesforhallandena kunde forknippas med att arten pavisar exceptionellt hog
genetisk diversitet i Ostersjon; mycket hdgre 4n manga andra vixtplankton
(Sassenhagen et al., 2021). Tidigare forskning tyder pd att det finns &tminstone
hundratals olika genotyper av S. marinoi lings hela Ostersjon (Sjoqvist et al., 2015),
men en nyare studie har med hjilp av modellering uppskattat att populationen i
Ostersjon kan ha nirmare 200 000 olika genotyper (Sassenhagen ef al., 2021). Olika
genotyper av S. marinoi har dven pdvisats ha fenotypiska skillnader (Roger, Godhe

och Gamfeldt, 2012; Sjoqvist et al., 2014; Sjoqvist och Kremp, 2016).

Da forhallandena ar ogynnsamma, bildar S. marinoi sa som manga andra kiselalger i
tempererade omraden vilostadier. Dessa vilostadier sjunker ner till havsbottnen, vilka
kan forvaras i sediment i flera artionden (Hérnstrom et al., 2011). I och med att S.
marinoi har hog diversitet i Ostersjon (Sjoqvist et al., 2015; Sassenhagen et al., 2021),
fungerar sediment med vilostadier som en slags genbank. Uppvickta vilostadier kan
anvindas for att grunda kulturer (Figur 4) av S. marinoi. Genom att grunda kulturer
frdn enskilda individer bildar man med mycket hog sannolikhet stammar som é&r
genetiskt olika. Detta beror pa att det dr mycket osannolikt att patraffa tva genetisk
identiska individer av S. marinoi i Ostersjéon (Godhe och Hirnstrém, 2010;

Sassenhagen ef al., 2021).

Precis sa som manga andra véxtplankton och kiselalger, tyder forskning pa att 4ven S.
marinoi har ett associerat bakteriesamhélle (Grossart et al., 2005; Johansson et al.,
2019). Det har visat sig vara mycket svart att bilda axeniska kulturer av S. marinoi
(Johansson et al., 2019), alltsd kulturer med endast algen utan kontamination av
bakterier. Eftersom bakterierna associerade med S. marinoi ir av marint ursprung, ar
det sannolikt att bakterierna foljer med algerna da algkulturerna grundas, trots
anvindning av sterilt tillvixtmedium. Forsok att fullsténdigt avldgsna det associerade

bakteriesamhéllet med antibiotika har uppgetts antingen leda till att kulturerna dor
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(Johansson et al, 2019), eller att det fortfarande finns &tminstone lite

bakterieforekomst (Grossart et al., 2005).

Grossart et al. (2005) bevisade att bakteriesamhéllet associerat med S. marinoi skiljde
sig fran bakteriesamhillet hos en annan kiselalg, och Johansson et al. (2019) bevisade
att en tillsittning av en vissa bakterier isolerade ur S. marinoi kulturer hade en
tillvaxtfrimjande effekt. Notera att Grossart et al. (2005) anvénder namnet S. costatum
1 sin studie, men nyare forskning (Kooistra et al., 2008) har visat att S. costatum som
tidigare antogs vara endast en art, kan 1 verkligheten delas in i flera arter. S. marinoi
ar arten som patraffas 1 Nordatlanten varifrin individerna i studien av Grossart et al.
(2005) héarstammade. Johansson et al. (2019) lyckades isolera sju bakteriearter ur S.
marinoi kulturer med ursprung i Ostersjon, och i en annan studie isolerades hela 34
bakteriearter ur en annan art av Skeletonema (Liu et al., 2021). I bada studierna
forekom bakterier nai algkulturerna trots att de uppratthallits i laboratorieférhallanden
i flera ar. Detta kunde tyda pa att interaktionerna mellan Skelefonema och bakterier
associerat med slaktet dr ithardiga, och att det potentiellt forekommer interaktioner med
vildigt manga bakteriearter. Forskning om bakteriesamhéllets sammanséttning hos S.
marinoi i Ostersjon begrinsar sig dock till studien av Johansson et al. (2019), och fler

studier kravs for att fylla denna kunskapslucka.

I flera studier har S. marinoi anvints som en modellorganism for kiselalger eller
vixtplankton 1 allménhet i1 olika experiment. S. marinoi fungerar bra som en
modellorganism, dels for att det ar relativt latt att grunda kulturer av arten, och dels
for att kulturer av arten dr litta att upprétthalla. Eftersom S. marinoi dominerar den
viktiga varblomningen i Ostersjon, har forskningsresultat med arten ocksé en stor

ekologisk relevans.
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Figur 2. Skeletonema marinoi med ursprung i Ostersjon. Bilden tagen i ljusmikroskop med 200
géngers forstoring.

1.4 Malséttningar och fragestéllningar

Eftersom véxtplankton har flera viktiga funktioner i marina ekosystem sd som
Ostersjon, ir det viktigt att utreda vilka faktorer paverkar deras tillviixtparametrar utan
och vid utsittning for stress. Tva faktorer som potentiellt kan ha en inverkan pa
tillvaxtparametrar hos véxtplankton &r genetiska diversitetens niva och tillstindet av
bakterierna i1 fykosfdren. Avsikten med denna avhandling var att undersoka ifall en
rubbning av det associerade bakteriesamhiéllet hos kiselalgen S. marinoi utsétter algen
for stress, och ifall genetisk diversitet 1 s fall 4r till fordel. Mer specifikt var avsikten
att betrakta betydelsen av den genetiska diversiteten utan, under och efter exponering
till antibiotika, som eventuellt kunde leda till indirekt stress. Samtidigt hade
avhandlingen som avsikt att undersoka ifall olika genotyper av S. marinoi har

fenotypiska skillnader i sin respons i de olika scenarierna. Mélet var att besvara

foljande fragestéllningar:
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1) Péverkar en rubbning av det associerade bakteriesamhéllet
tillvaxtparametrar hos S. marinoi?

2) Skiljer sig responsen hos kulturer med genetisk diversitet fran kulturer
utan genetisk diversitet hos S. marinoi a) under stress, b) vid
aterhdmtning fran stress och c¢) utan stress géllande algens
tillvaxtparametrar?

3) Finns det fenotypiska skillnader mellan enskilda genotyper av S.
marinoi a) under stress, b) vid dterhdmtning frin stress och c) utan

stress géllande algens tillvaxtparametrar?

Hypoteserna for avhandlingens fragestillningar var: 1) en rubbning av det associerade
bakteriesamhiéllet paverkar de maitta tillvixtparametrarna negativt, 2) kulturer med
genetisk diversitet presterar bittre 1 de madtta tillvixtparametrarna an kulturer
bestdende av endast en genotyp, och 3) olika genotyper har fenotypiska skillnader i de
mitta tillvixtparametrarna. Fragestillningarna 2a-b och 3a-b forutsatte att hypotesen

for fragestillning 1) stimde.

2 Material och metoder

For att besvara avhandlingens fragestdllningar utfordes laboratorieexperiment. I
experimenten anvéndes tre genetiskt olika stammar av S. marinoi med naturliga
bakteriesamhéllen associerat med dem. Stammarna odlades enskilt och i en
kombination. Kombinationen av genotyperna anvéndes for att representera genetisk
diversitet i experimenten. De genetiskt olika (klonala) stammarna grundades sjdlv med
hjdlp av vilostadier lagrade 1 sediment. For att rubba det associerade bakteriesamhéllet

hos S. marinoi anvidndes antibiotikabehandlingar.
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2.1 Forberedelser och experiment

2.1.1 Grundande av klonala stammar

I april 2019 samlades sedimentprov frdn tre olika lokaler p& nordvistra Aland.
Avsikten var att grunda genetiskt olika stammar av S. marinoi med hjilp av algens
vilostadier lagrade i sediment. Som féltbas fungerade Hus0 biologiska station.
Sedimentprovtagning utfordes vid Visterfjarden (60°20.847 N, 19°43.216 E), véster
om Appeld (60°21.708 N, 19°41.196 E), och vid norra Ivarskirdsfjérden (60°17.816
N, 19°47.896 E) med Ekmanhuggare. For att fi en wuppfattning om
provtagningslokalernas milj6 togs vattenprov fran en meter frn bottnen och en meter
frén ytan med en Limnos-vattenhdmtare. Frin bottnens vattenprov maittes syrehalt, och

frén ytans vattenprov méttes halten av klorofyll a och salinitet (Tabell I, bilaga).

En liten méngd sediment (cirka 0,5 g) ur de olika lokalerna 16stes upp 1 egna volymer
av tillvixtmedium (40 ml). Sedimentupplosning fran varje lokal fordelades 1 varsin
NUNC 24-hélsplatta (Figur 4.1). 24-halsplattorna inkuberades i ett klimarum i 10 °C
+ 1 °C med 70 pmol fotoner m? s £ 10 umol fotoner m? s under en 12:12 h
ljus:morker-cykel 1 fem dagar, tills uppvickta S. marinoi-individer kunde ses bland
andra mikroorganismer i sedimentupplosningen (Figur 4.3). Som tillvixtmedium
under hela studiens géng anvindes f/2 + Si (Guillard, 1975). Medium framstilldes
genom att pipettera niaringsimnena, sparmetallerna och vitaminerna ur ett fardigt kit
(Bigellow National Center for Marine Algae och Microbiota) i filtrerat havsvatten.
Havsvattnet filtersterilerades genom att pumpa havsvattnet med en peristaltisk pump
genom ett sterilt kapselfilter med porstorleken 0,2 um (Pall Corporation, Acropak
200). Vid isolering av cellkedjor och grundande av klonala stammar anvéndes
havsvatten fran ytterskirgdrden pd Aland utanfor Appeld. Efter att stammarna
flyttades till Abo i maj 2019 anviindes havsvatten frin Erstan i Abolands skirgérd.
Havsvattnet frin Erstan som inneholl mera organiskt material forfiltrerades genom
glasfiberfilter (Whatman, GF/C) innan egentlig filtrering. Under sterilfiltrering,
forvaring av filtersterilerat havsvatten och forvaring av tillvixtmedium anvindes

sterila  kdrl och Ovrig utrustning for att undvika kontamination.
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Efter inkubering av 24-hélsplattorna med sedimentupplosning bdrjade
isoleringsprocessen av enskilda cellkedjor av S. marinoi for att grunda klonala
stammar (Figur 4.3). Isoleringen skedde under ett omvént ljusmikroskop (Nikon
Diaphot) ur en Utermohl-kammare. Vid isoleringen anvindes sjidlvgjorda
mikropipetter (Figur 3). Mikropipetterna formades genom att tdja ut upphettade
pasteurpipetter av glas. Upphettningen skedde med hjéilp av en flamma fran en
bunsenbrdnnare. Pa detta sitt skapades mikropipetter med lang och tunn spets
vilanpassade for att suga upp sma volymer vitska. Suget in och ut ur mikropipetten

kontrollerades med munnen genom en silikonslang (Figur 3) fést pa mikropipetten.

For att borja isoleringsprocessen av cellkedjor av S. marinoi flyttades inkuberad
sedimentupplosning i en Utermohl-kammare. Direfter lokaliserades en S. marinoi-
individ bland andra uppvickta mikroorganismer i sedimentupplosningen. Efter att en
cellkedja av S. marinoi lokaliserats med mikroskop, flyttades cellkedjan med
mikropipett till en droppe tillvixtmedium pa ett objektglas. Cellkedjan lokaliserades i
droppen med mikroskop, varefter den flyttades till en ny droppe av tillvixtmedium.
Detta steg upprepades tills inga andra organismer dn cellkedjan av S. marinoi kunde
detekteras i droppen. I regel flyttades kedjan genom atminstone tre droppar
tillvixtmedium for att minimera chansen for kontamination av andra organismer.
Droppen med cellkedjan flyttades till en egen brunn fylld med 1,5 ml tillvixtmedium
1 en ny 24-halsplatta. Endast en cellkedja per brunn isolerades fran 24-halsplattorna
med sedimentuppldsning for att undvika isolering av genetiskt identiska individer.
Mellan varje isolering skoljdes objektglaset och Utermdhl-kammaren med 70-

procentig etanol och destillerat vatten.
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Figur 3. En sjédlvgjord mikropipett som anvéndes vid isoleringen av cellkedjor av S. marinoi.

24-halsplattorna med de isolerade cellkedjorna inkuberades i samma forhdllanden som
tidigare 1 ungefar en vecka, tills avsevédrd tillvixt kunde iakttas i brunnarna med
preparationsmikroskop (Figur 4.5). Hela volymen frdn brunnarna flyttades till 10 ml
tillvixtmedium 1 40 ml:is kulturflaskor (Greiner, Cellstar). Kulturflaskorna
inkuberades 1 samma forhdllanden som 24-hélsplattorna tidigare i tio dagar, varefter
flaskorna fylldes upp med tillvixtmedium till 40 ml. Kontaminerade kulturer, samt
kulturer som inte pavisade tillvdxt slopades under processen. Kulturerna flyttades till
Biocity i Abo i maj 2019. Fér att uppritthalla kulturerna flyttades 1-2 ml kultur till 40
ml ny tillvixtmedium med 4—8 veckors mellanrum. Overforingarna av kultur i ny
tillvixtmedium i samband med upprétthallningen av kulturerna skedde i laminarskéap
for att undvika kontaminering. Totalt tretton stammar upprattholls, och utav de som
pavisade stabil tillvixt valdes slumpmadssigt tre stammar (AX01, AX02, AX03) for

laboratorieexperiment.
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Figur 4. Processen for att grunda klonala stammar av S. marinoi. 1) Provtagning av vilostadier lagrade
i sediment, uppldsning av sediment i tillvixtmedium och férdelning av sedimentupplosning i 24-
halsplattor. 2) Inkubering av 24-halsplattorna i 10 °C + 1 °C med 70 pmol fotoner m? s + 10 umol
fotoner m s under en 12:12 h ljus:morker-cykel i fem dagar. 3) Lokalisering av en S. marinoi-individ
i inkuberad sedimentuppldsning, forflyttning av cellkedjan genom flera droppar tillvixtmedium for att
isolera cellkedjan. Forflyttning av den isolerade cellkedjan till en egen brunn i en 24-halsplatta
tillsammans med tillvixtmedium 4) Inkubering av 24-halsplattan i likadana forhéllanden som tidigare
i ungefdr en vecka. 5) Forflyttning av algtillvixten i brunnarna till egna kulturflaskor tillsammans med
en liten volym tillvixtmedia. Inkubering av kulturflaskorna i tio dagar, och slutligen pafyllnad av mer
tillvaxtmedium i kulturflaskorna.
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2.1.2 Antibiotika

I denna studie anvidndes en kombination av carbenicillin, cephalexin, kanamycin,
rifampicin och streptomycin for att himma tillvixten av bakterier associerade med S.
marinoi. For att vilja lampliga antibiotikakoncentrationer for experimentet utfordes
pilottest, var effekten av fem olika koncentrationsnivaer av antibiotikakombinationen
observerades (se del 2.1.3 Bestdmning av antibiotikabehandlingarna med pilottest).
Utifrén data ur pilottesten fattades beslutet att anvénda antibiotikakombinationen i tva
olika stressbehandlingar; en mild och en svar. For en utredning av

stressbehandlingarna anvinda i experimentet se Tabell 1.

Av varje antibiotika framstilldes stamlosningar som fOrvarades frysta innan
anviandning. Vid experimentets initiering framstéilldes dven utspiddda arbetsldsningar
utav stamlosningarna for den milda antibiotikabehandlingen. En utredning av
koncentrationerna av stam- och arbetslosningarna anvidnda i experimentet finns
inkluderat 1 bilagorna (Tabell I, bilaga). Alla stamlosningar framstélldes 1 destillerat
vatten, och 1 framstéllningen av rifampicinets stamldsning anvindes 16sningsmedlet
dimetylsulfoxid (DMSO) for att forbéttra 10sligheten. Stamldsningarna

filtersterilerades med sterila 0,22 um sprutfilter i laminarskdp innan forvaring i frysen.

Tabell 1. Antibiotikakoncentrationerna i milda och svéra stressbehandlingen anvénda i experimentet.

Antibiotika Mild behandling® Svar behandling**

Carbenicillin 25 pg/ml 100 pg/ml
Kanamycin 25 pg/ml 100 pg/ml
Streptomycin 25 pg/ml 100 pg/ml
Cephalexin 25 pg/ml 100 pg/ml
Rifampicin 5 pg/ml 25 pg/ml

* DMSO 0,005 %, ** DMSO 0,025 %
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2.1.3 Bestdmning av antibiotikabehandlingarna med pilottest

Eftersom det finns knappt om information om vilka antibiotika och vilka
koncentrationer av antibiotika som ger en avseviard, men inte fatal effekt pa
bakteriesamhillet associerat med viaxtplankton, utfordes pilottest. Avsikten var att
uppna antibiotikabehandlingar som hammar, men inte fullstindigt utplanar
bakterierna i algkulturerna. Detta var avsikten i och med antagande att S. marinoi inte
Overlever utan de associerade bakterierna. Pilottesternas malséttning var att forma tva
antibiotikabehandlingar for experimentet som uppfyllde dessa kriterier. Dessutom var
avsikten att bekrdfta att tillsatt antibiotika hade en negativ inverkan pa
bakterieméngden i algkulturerna. I fOrsta pilottestet granskades effekten av tillsatt
antibiotika genom att folja upp cellkoncentrationen av S. marinoi samt méangden
bakterier i algkulturerna. Cellkoncentrationen av S. marinoi fo6ljdes upp med manuell
cellrdkning med hjélp av en Sedgewick-Rafter cellkammare (1 ml). Méngden bakterier
foljdes upp genom att observera kolonitillvixten pa agarplattor (Reasoner's 2A agar,

R2A) med tillsatt algkultur.

Kombinationen av fem antibiotika for piloten valdes utifrdn studien av Johansson et
al. (2019). Av antibiotikakombinationen formades fem olika behandlingar for att testa
deras effekt pa tillvixten av S. marinoi och det associerade bakterisamhéllet

(Tabell 2).

Tabell 2. Antibiotikakoncentrationerna i de fem olika behandlingarna anvénda i pilottesten.

Behandling Behandling Behandling Behandling Behandling
Antibiotika Kontroll 1 2 3 4 5

Carbenicillin 0 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml
Kanamycin 0 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml
Streptomycin 0 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml
Cephalexin 0 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml
Rifampicin 0 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 25 ng/ml 50 pg/ml 75 pg/ml

I piloten inkluderades en klonal stam; genotypen AXO01, samt en kultur med en
kombination av alla tre genotyperna (MIX) anvinda senare i huvudexperimentet

(AXO01, AX02, AX03). Bada kulturerna (AX01 och MIX) hade en kontrollbehandling
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utan antibiotika for jamforelse. Piloten utférdes 1 40 ml:s kulturflaskor (Greiner,
Cellstar) med 40 ml kultur. Vid pilotens initiering forbereddes kulturernas
cellkoncentration till 5000 celler ml"' (fér en mer detaljerad beskrivning pa hur
cellantalet forbereddes till 6nskad koncentration, se del 2.1.4 Kulturernas forberedelse
innan experiment). Till kulturen med en kombination av genotyperna (MIX) tillsattes
lika mycket celler fran varje genotyp. Pilottestet varade i1 sex dagar, och utférdes
semikontinuerligt sd& som huvudexperimentet. Semikontinuitet utférdes genom att
overfora 5 ml kultur i 35 ml ny tillvixtmedia den tredje dagen. For att berékna
cellkoncentrationen av S. marinoi togs prov (1,2 ml) den tredje och sjétte dagen.
Proven fixerades med alkalisk Lugols 16sning (Willén, 1962). Kulturerna inkuberades
i likadana forhéllanden som anvidndes senare i huvudexperimentet (se del 2.1.5

Experimentuppldgg). Data ur piloten ar visualiserade i Figur I (bilaga).

Pé pilotens tredje och sjitte dag pipetterades dven 100 pl kultur fran varje kulturflaska
pa R2A agar for att jaimfora mangden bakteriekolonier i de olika behandlingarna. Fran
varje kultur pipetterades 100 pl outspddd kultur, men dven 100 pl kultur med
utspadningen 1:10. Kultur spreds pd agarplattorna med en triangelformad metallstav
steriliserad med 90 % etanol och flamma mellan proverna. Agarplattorna inkuberades
i samma klimarum som algerna i en mork lada. Tillvaxten av bakteriekolonier pa
agarplattorna kontrollerades med jamna mellanrum efter piloten, sista gdngen 17 dagar

efter inkubering.

Efter piloten beskriven ovan gjordes en andra pilot 1 500 ml:s kulturflaskor (Greiner,
Cellstar) med 400 ml kultur. I andra piloten inkluderades samma algkulturer som i
forsta piloten (AX01 och MIX), men endast kontroll och behandling 2 inkluderades
for att minska arbetsbordan. Andra piloten utfordes for att kontrollera algernas tillvixt
1 storre kulturflaskor med liknande metodik, och for att prova exponera kulturerna till
konstant koncentration av antibiotika i nio dagar. Det vill sdga att den forlorade
méngden antibiotika i samband med Overforingarna av kultur i ny tillvixtmedia
dagarna 3 och 6 kompenserades med tillsdttning av mer antibiotika. Tillséttning av
antibiotika dagarna 3 och 6 1 samband med Overforingarna bibehdll de initiala
antibiotikakoncentrationerna konstanta i nio dagar. Detta skiljde sig fran forsta piloten
var forlorad antibiotikaméngd inte kompenserades, och var antibiotikakoncentrationen

var som hogst endast de 3 forsta dagarna. Andra piloten varade totalt i tolv dagar. Prov
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for att berdkna cellkoncentrationen av S. marinoi togs dagarna 3, 6, 9 och 12, och
fixerades med alkalisk Lugols 16sning (Willén, 1962). Resultat ur andra piloten
antydde att cellkoncentrationen av S. marinoi blir for lag efter nio dagars exponering
till de initiala koncentrationerna av antibiotika for att avklara aterhdmtning. Eftersom
cellkoncentrationerna i proven tagna dag 9 var vildigt laga, berdknades inte
cellkoncentrationen i1 proverna tagna dag 12. Grafer med data ur andra piloten finns

inkluderat i bilagorna (Figur II, bilaga).

Utgaende fran resultat och observationer fran forsta och andra piloten fattades beslutet
att anviinda behandling 1 som en mild stressbehandling i experimentet, och behandling
3 som en svar stressbehandling (Tabell 2). Samtidigt fattades beslutet att inte bibehalla

de initiala antibiotikakoncentrationerna lédngre 4n tre dagar.

For att observera eventuella skillnader i méngden eller sammanséttningen av bakterier
mellan de olika kulturerna, spreds dessutom 100 pl kultur av alla genotyper (AX01,
AXO02, AXO03) och deras kombination (MIX) enskilt pd R2A agar efter piloterna

(kulturer utan antibiotika).

2.1.4 Kulturernas forberedelse innan experiment

Avsikten var att utfora huvudexperimentet med kulturer 1 den exponentiella
tillviaxtfasen, vilket uppnidddes genom att hilla kulturerna i semikontinuerlig tillvaxt.
For att borja huvudexperimentet med kulturer redan i1 den exponentiella tillvixtfasen,
anvéndes kulturer som uppréttholls semikontinuerligt innan experimentet pabdrjades.
Cellkoncentrationerna av AX01, AX02 och AX03 som hade uppritthallits sedan
stammarna grundades berdknades nio dagar innan experimentet initierades genom
manuell cellrdkning med en hjdlp av en Sedgewick-Rafter cellkammare (1 ml).
Utgédende fran cellkoncentrationerna berdknades volymen kultur och volymen
tillvixtmedium som krivdes for att forbereda 400 ml kultur med 5000 celler ml™'.
Kulturer forbereddes i1 enlighet med berdkningarna i nya kulturflaskor, en for varje
genotyp. Dessa nya kulturer uppréttholls semikontinuerligt i nio dagar innan

experimentet paborjades. Semikontinuitet uppnéddes genom att Gverfora 50 ml kultur

18



Janni Heikkinen

till 350 ml ny tillvixtmedia med tre dagars mellanrum. Det vill sdga att tva

overforingar gjordes innan experimentet paborjades.

Cellkoncentrationerna i kulturerna som véxt semikontinuerligt berdknades dagen som
experimentet initierades med hjdlp av en Sedgewick-Rafter cellkammare (1 ml). Med
hjalp av de berdknade cellkoncentrationerna berdknades exakta volymen kultur (ca 9
ml) och volymen tillvixtmedia som krévdes for att forbereda 500 ml kultur med 5000
celler ml™!. Kulturer forbereddes i enlighet med berikningarna i nya kulturflaskor for
varje genotyp och varje behandling. Eftersom antibiotika tillsattes 1
stressbehandlingarna 16st 1 destillerat vatten, tillsattes motsvarande volym destillerat
vatten utan antibiotika i kontrollbehandlingarna for att undvika olika salt- och
néringshalter mellan behandlingarna. Tillsatt volym destillerat vatten togs i beaktande

1 berdkningen av cellkoncentrationerna.

Utav AX01, AX02 och AX03 som hade uppritthéllits semikontinuerligt férberedes en
kultur med en blandning av genotyperna (MIX). MIX-kulturen bildades genom att
inkludera kultur fran alla genotyper i en ny kulturflaska. Utifran de berdknade
cellkoncentrationerna i AX01, AX02 och AX03 berdknades den ritta proportionen
som kravdes for att forbereda 500 ml kultur med ett jamlikt antal celler fran de olika
stammarna (128,7 ml; 136,7 ml och 134,6 ml). MIX-kulturens cellkoncentration
berdknades utgdende fran cellkoncentrationerna i AX01, AX02 och AX03. Den
berdknade cellkoncentrationen anvédndes for att berdkna volymen kultur (cirka 9 ml)
och tillvixtmedium som krivdes for att forbereda 500 ml kultur med 5000 celler ml™.
Detta gjordes for varje behandling i experimentet. Innan pipettering av kultur ur MIX-
kulturen véndes kulturflaskan om fOrsiktigt flera ganger for att fi en homogen
blandning av cellerna. Volymen av tillsatt antibiotika togs i beaktande i1 berdkningen

av cellkoncentrationerna.

Da experimentet initierades forbereddes 500 ml kultur 1 kulturflaskorna istéllet f6r 400
ml som var volymen som anvédndes under storsta delen av experimentet (dagarna 3—
12). 100 ml extra kultur forbereddes for att kompensera en del av volymen som
avldgsnades 1 samband med provtagningarna som skedde experimentets forsta dag.
130 ml kultur avldgsnades 1 samband med provtagningarna, sa den slutliga volymen i

kulturflaskorna var 370 ml dagarna 0-3 och inte 400 ml som dagarna 3—12. Den
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avldgsnade volymen var hela 130 ml eftersom prov togs for klorofyll a (50 ml), men

aven for andra analyser (80 ml) som inte inkluderades i avhandlingen.

2.1.5 Experimentuppligg

Huvudexperimentet (Figur 5) utfordes mellan september och oktober 2020 i Natura pa
Abo Universitet. Experimentet utfordes med tre klonala stammar (AX01, AXO02,
AXO03) av S. marinoi odlade enskilt och tillsammans i en kombination (MIX).
Kulturerna som bestod av en kombination av de olika genotyperna (klonala
stammarna) representerade genetisk diversitet. Experimentet hade tre behandlingar:
en mild stressbehandling, en svar stressbehandling och en kontrollbehandling
(Figur 5.1). Experimentet pagick i nitton dagar, och var uppdelat i tre faser; en tre
dagars stressfas med de hogsta antibiotikakoncentrationerna (Tabell 1), en nio dagars
aterhdmtningsfas 1 semikontinuerlig tillvixt, och en sju dagars fortsatt
aterhdmtningsfas 1 kontinuerlig tillvixt (Figur 5.2). Under aterhdmtningen 1
semikontinuerlig tillvixt dagarna 3—12 minskade antibiotikakoncentrationerna med
sju dttondelar vart tredje dag. De exakta antibiotikakoncentrationerna under
experimentets gang i milda och svara stressbehandlingen finns inkluderade i bilagorna

(Tabell III och 1V, bilagor).

De fyra olika kulturerna (AX01, AX02, AX03 och MIX) hade fyra biologiska replikat
(n =4) i varje behandling. Totalantalet kulturflaskor var 48 stycken: tre behandlingar
x fyra kulturtyper x fyra biologiska replikat. Experimentet pagick under lysrér (4000
kelvin) i 10 °C = 1 °C med 97 umol fotoner m™ s + 10 umol fotoner m? s™! under en
12:12 h ljus:morker-cykel. Pa grund av praktiska begrinsningar stélldes
kulturflaskorna under lysroren i tre grupper, men flaskornas ordning randomiserades
dagligen experimentets tolv forsta dagar. Efter dag 12 stod flaskorna i samma
randomiserade ordning for resten av experimentet. Antibiotika tillsattes i
stressbehandlingarna da experimentet initierades, varefter ingen ytterligare antibiotika
tillsattes under resten av experimentet. Dédrav var antibiotikakoncentrationerna
starkaste de tre forsta dagarna och definierades som experimentets stressfas. Den
sammanlagda tillsatta volymen antibiotika (20,5 ml) var samma for bada

stressbehandlingarna, da olika arbetskoncentrationer (Tabell 11, bilaga) av antibiotika
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anvindes. Som nidmnts tidigare (ovan) tillsattes motsvarande volym destillerat vatten

till kontrollbehandlingen for att undvika olika salt- och nédringshalter 1 behandlingarna.

Vid experimentets initiering forbereddes cellkoncentrationen av S. marinoi i de olika
kulturerna till 5000 celler ml". Fér en mer detaljerad forklaring pa hur cellantalet
forbereddes till 6nskad koncentration, se del 2.1.4 Kulturernas forberedelse innan
experiment. Experimentet utfordes 1 500 ml stora kulturflaskor (Greiner, Cellstar) med
400 ml kultur i flaskorna @nda till dag 12, med undantaget av de tre forsta dagarna (se
del 2.1.4 Kulturernas forberedelse infor experimentet). Algernas tillvixt under
experimentet upprittholls semikontinuerligt dagarna 0—12 for att hilla algerna 1
exponentiell tillvixt. Semikontinuitet uppnaddes genom att dagarna 0—12 vart tredje
dag avlagsna 50 ml kultur, och dverfora volymen till 350 ml ny tillvixtmedia i nya
kulturflaskor (Figur 5.3a). Denna metodik hade konstaterats vara ldmplig for
semikontinuerlig uppratthdllning av S. marinoi med preliminéra test innan utférande
av experimentet (Figur III, bilaga). Syftet med den andra aterhdmtningsfasen var att
na algernas stationdra tillvaxtfas, s& inga overforingar gjordes dagarna 12—19. For att
nd den stationdra tillvdxtfasen inom sju dagar tillsattes ingen ny tillvixtmedia i
kulturflaskorna efter provtagningarna dag 12. Darmed var volymen i kulturflaskorna

under dessa dagar endast 270 ml.
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Figur 5. Figur Over experimentets uppldgg: 1) Experimentet hade tva stressbehandlingar och en
kontrollbehandling. Varje behandling hade fyra kulturtyper: tre kulturer bestdende av endast en genotyp
(AXO01, AX02, AX03) och en kultur bestdende av en blandning av genotyperna (MIX). Varje
kulturflaska hade fyra biologiska replikat. 2) Experimentet var uppdelat i tre faser; en tre dagars
stressfas, en nio dagars aterhdmtningsfas i semikontinuerlig tillvixt, och en sju dagars fortsatt
aterhdmtningsfas i1 kontinuerlig tillvéxt. 3a) Semikontinuerlig tillvixt utférdes genom att Gverfora 50
ml kultur i 350 ml ny media vart tredje dag dagarna 0-12. 3b) Antibiotikakoncentrationerna i
stressbehandlingarna minskade med 7% vart tredje dag i och med 6verforingarna. 4) Prov for analys av
klorofyll a togs dagarna 0, 3, 12 och 19. 5) Biomassa i form av in vivo fluorescens av klorofyll a méttes
dagarna 0—12 och 19 med spektrofotometer.

2.2 Provtagning och provanalys

Biomassa mittes dagligen dagarna 0—12 ungefar samma tid varje kvall (Figur 5.5). En
sista métning av biomassa gjordes dag 19. Prov for analys av klorofyll a togs dagarna

0, 3, 12 och 19 (Figur 5.4). Dag 19 uteblev provtagningen av klorofyll a for den svara
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stressbehandlingen. Prov for eventuell manuell cellrdkning (1,2 ml) togs dagarna 12

och 19, och forvarades med alkalisk Lugols 16sning (Willén, 1962).

2.2.1 Biomassa

In vivo fluorescens av klorofyll a anvdndes som ett méatt pad biomassa istéllet for
cellkoncentration berdknat utifrdn manuell cellrdkning med mikroskop. In vivo
fluorescens av klorofyll a mittes dagligen med en spektrofotometer (Perkin Elmer,
EnSpire™ 2300 Multilabel Reader) i helsvarta 96-hélsplattor (Perkinelmer, 96
Optiplate). Ur varje kulturflaska pipetterades 300 pl i tre brunnar for tekniska replikat.
For att ta 1 beaktande eventuell ojdmn fordelning av celler i brunnarna, anvandes “well
area scan”-lage for att fi fem métningar runt mitten av varje brun med 1 mm avstdnd
mellan métningarna. Eftersom de dagliga proverna (inkluderande tekniska replikat och
blankmaitningar) inte fick plats pa en 96-hélsplatta, fordelades proven mellan tva 96-
halsplattor. Fluorescensens exitationsvdglangd var instillt till 425 nm, och

emissionsvéglidngden till 680 nm.

For varje behandling fanns en kulturflaska utan alger for blankkorrigering av
fluorescensmétningarna. Blanka kulturflaskorna inkuberades tillsammans med resten
av kulturflaskorna, och genomgick likadana Gverforingar. Kontrollbehandlingens
blank inneholl endast tillvixtmedium, och stressbehandlingarnas blanker innehdll
tillvixtmedia med korresponderande antibiotikakoncentrationer. Fran och med dag 4
hade varje mitta 96-hélsplatta tre brunnar med blank fran varje behandling. Innan dag
3 inkluderades blanka prov dagligen endast pa endera av de métta plattorna. Plattorna
som saknade blankmaétningar blankkorrigerades med ett medeltal berdknat av
blankmétningar  frdn  andra  métningsomgéingar.  Fluorescensmétningarna

blankkorrigerades med blankmitningarna manuellt i efterhand.

Standardkurvor for in vivo fluorescens av klorofyll a gjordes innan experimentet
enskilt for genotyperna AX01, AX02 och AX03 (Figur 6). Cellkoncentrationerna i
varje klonala stam berdknades genom manuell cellrdkning i mikroskop med hjélp av
en Sedgewick-Rafter cellkammare (1 ml). Av kulturerna gjordes en spadningsserie

med faktorn 1:2 1 tio utspddningar. Utspadningarnas in vivo fluorescens av klorofyll a
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mattes med samma instdllningar i samma spektrofotometer som anvéndes i
huvudexperimentet. Ett prov med endast tillvixtmedium (utan celler) inkluderades 1
standardkurvorna. I standardkurvorna inkluderades atta av utspiddningarna med de
lagsta cellkoncentrationerna, for att omfatta endast cellkoncentrationer som
patraffades 1 huvudexperimentet. Cellkoncentrationerna 1 standardkurvorna strackte
sig fran ungefir 1 000 celler ml"! till 180 000 celler ml!, beroende pa genotyp.
Fluorescensviardena miétta i experimentet omvandlades till cellkoncentrationer med
hjilp av standardkurvornas linjdra ekvation. For standardkurvan for kulturerna
bestdende av en kombination av genotyperna (MIX) berdknades en genomsnittlig linje
utifrdin de klonala stammarnas standardkurvor. Utifran cellkoncentrationerna
berdknades ocksa tillvixthastigheten » (eng. intrinsic rate of increase) under

experimentet med formeln:

B In(N,/Ny) _InN,-InN,
B At a At

r 2

var At ar tidsintervallets langd (t: — to) (Wood et al., 2005). For statistiska analyser
berdknades tillvaxthastigheten » for fem tidsintervall: fyra tre dagars intervall mellan
dagarna 0 och 12 (0-3, 3—6, 69, 9-12), och en sju dagars intervall mellan dagarna 12
och 19.
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Figur 6. Standardkurvor med forhéllandet mellan cellkoncentrationer berdknade genom manuell
cellrakning i mikroskop och in vivo fluorescens av klorofyll ¢ mitt med spektrofotometer.
Standardkurvor for genotyperna a) AXO01, b) AX02 och c¢) AX03. Notera att badda axlarna ar i
logaritmisk skala. Den linjéra trendlinjens ekvation och regressionskoefficienten dr angiven for varje
graf nere till hdger. De linjéra trendlinjerna och regressionskoefficienterna ér berdknade i Microsoft
Office Excel.
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2.2.2 Klorofyll a

For analys av klorofyll a filtrerades 50 ml kultur pa ett glasfiberfilter (Whatman,
GF/C) med en vakuumpump. Provvolymerna hilldes upp 1 50 ml:s centrifugror innan
filtrering. Filtreringsapparaturen skoljdes mellan proverna med kranvatten. Filtren
forvarades torrt i morker tills analys. Analys av klorofyll @ ur filtren utférdes pa Huso
biologiska station. Halten av klorofyll a i ng/l analyserades genom extrahering med

etanol (SFS, 1993).

2.3 Statistiska analyser

Béade data med tillvaxthastighet » och data med klorofyll a analyserades med en
trevigs ANOVA (variansanalys) med blandad design (eng. mixed measures ANOVA)
1 enskilda univariata analyser. ANOVA-analyserna gjordes med tva
mellangruppsvariabler (eng. between subjects factors) och en inomgruppsvariabel
(eng. within subjects factor) for att estimera effekten av genotyp, behandling och tid
pa beroende variablerna. Tidpunkt agerade som inomgruppsvariabel, och genotyp och
behandling agerade som mellangruppsvariabler. I den statistiska modellen for
klorofyll a inkluderades data fran alla fyra tidpunkterna som provtagningar gjordes;
dag 0, dag 3, dag 12 och dag 19. I statistiska modellen for tillvdxthastighet r
inkluderades tillvixthastighet berdknat for fem tidsintervall; dag 0-3, dag 3—6, dag 6—
9, dag 9—-12 och dag 12-19.

For att visuellt granska att det inte fanns extremvirden anvédndes laddiagram.
Fordelningen av data kontrolleras visuellt med sa kallade QQ-plottar, och for att
granska att kraven for normalférdelning uppfylldes anvindes Shapiro—Wilks test.

Levenes test anvidndes for att testa for homogena varianser.

Da trevigsinteraktionen observerades vara signifikant for beroende variabeln i fraga,
analyserades mojliga tvavégsinteraktioner. Effekten av interaktionen mellan tid och
behandling pa varje nivd av genotyp, samt ocksad effekten av interaktionen mellan

genotyp och behandling pa varje niva av tidpunkt analyserades. Darefter analyserades
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1 vilka scenarier det fanns en signifikant huvudeffekt av genotyp, samt i vilka scenarier
det fanns en signifikant huvudeffekt av behandling pa beroende variablerna. Dessa
analyser gjordes med enskilda ANOVA-analyser. Till sist utfordes parvisa jamforelser
med t-test som post hoc for att undersoka vilka genotyper eller vilka behandlingar som
skilde sig signifikant fran varandra inom varje tidpunkt eller tidsintervall. Bonferroni-
korrigering anvandes vid analys av tvavigsinteraktionerna, huvudeffekterna och post-

hoc.

Alla statistiska analyser utfordes i R (version 4.0.2), och de statistiska modellerna

utfordes med tilliggspaketet rstatix.

3 Resultat

3.1 Biomassa

Cellkoncentrationerna var huvudsakligen betydligt ldgre i1 stressbehandlingarna
jamfort med kontrollbehandlingen (Figur 7; Figur IV, bilaga), och allra ldgst var de i
den svara stressbehandlingen (Figur 7c). Under de tre forsta dagarna av experimentet
sags dnnu inte en stor skillnad mellan kontrollbehandlingens och milda behandlingens
tillviaxt (Figur 7a—b), men fran och med dag 3 var skillnaden mellan behandlingarna
uppenbar. 1 svara behandlingen var cellkoncentrationerna betydligt ldgre &n

kontrollbehandlingen redan de tre forsta dagarna (Figur 7a och c¢).

Kulturerna 1 kontrollbehandlingen véxte i regel exponentiellt under experimentets
semikontinuerliga andel (dagarna 0-12) (Figur 7a). 1 kontrollbehandlingen var
cellkoncentrationen hos AXO01 betydligt ldgre d4n de andra kulturerna genom hela
experimentet (med undantag av dag 19) (Figur 7a), och genotypen pévisade tidvis
samre tillvixt dven 1 milda stressbehandlingen (Figur 7b). Tillvéxthastigheten i
stressbehandlingarna var uppenbarligen for 1aga for att kompensera utspadningen som
skedde i och med Overforingen av s kultur i ny tillvixtmedium vart tredje dag. Medan
cellkoncentrationerna i kontrollbehandlingen méngfaldigades under experimentet, var

cellkoncentrationen i1 bada stressbehandlingarna betydligt 1dgre dag 12 &n under forsta
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dagen av experimentet. Dag 12 var cellkoncentrationen i milda behandlingen
uppskattningsvis endast 300—-1 500 celler ml! och 0—1 000 celler ml"! i svéra
behandlingen (med undantag av ett replikat av MIX, 1 600 celler ml™"). Efter sju dagar
1 kontinuerlig tillviaxt (dag 19) hade dterhdmtning skett i milda behandlingen hos alla
andra kulturtyper forutom 1 genotypen AX01 (Figur 7b). Kulturerna med en blandning
av genotyperna (MIX) hade aterhdmtat sig betydligt béttre dn de klonala kulturerna i
milda behandlingen (Figur 7b; Figur IVb, bilaga). I svdra behandlingen hade
aterhdmtning skett endast i ett av fyra replikat av MIX, medan resten av kulturerna
pavisade ytterst lite terhdmtning, eller ingen aterhdmtning alls (Figur 7¢; Figur IVc,

bilaga).
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Figur 7. Cellkoncentrationer under experimentet i a) kontrollbehandlingen, b) milda
stressbehandlingen, och c) svéra stressbehandlingen. Medeltal av biologiska replikat (n = 4) i
logaritmisk skala. Notera skillnaderna i skalorna pa y-axeln, och att det forekommer avbrott i skalan pa
x-axeln. Cellkoncentrationerna dr omvandlade fran in vivo fluorescens av klorofyll ¢ métt med
spektrofotometer. Samma figur i normal skala (medeltal + standardavvikelse) ar inkluderad i bilagorna
(Figur 1V, bilaga). Ett av virdena blev negativt vid omvandling, och dndrades till 1 for figuren for att
underlatta visualisering av data. Notera att hoga medeltalet for MIX i slutet av graf ¢ beror pé att ett av
de fyra biologiska replikaten pavisade avsevért hogre tillvixt &n resten av replikaten. For
standardavvikelser visualiserade som felstaplar, se Figur IV (bilaga).
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3.2 Tillvéaxthastighet

Data for tillvixthastighet » hade homogena varianser i tidsintervallerna dag 0-3, dag
3—6, och dag 6-9 men inte i tidsintervallerna dag 9—12 och dag 12—19. Levens test; p
=0,0145 for dag 9—12, och p = 0,0232 for dag 12—19. Eftersom modellen i friga ar
relativt robust for heterogena varianser da gruppstorlekarna dr lika stora (Patrick,
2009), utfordes ANOV A-analysen med blandad design 1 alla fall trots att alla krav {f6r
homogena varianser inte uppfylldes. I pafoljande del inkluderar termen genotyp alla

kulturtyper som anvindes i experimentet (AX01, AX02, AX03, MIX).

Variansanalysen med blandad design tydde pa en signifikant trevégsinteraktion mellan
behandling, genotyp och tid; F(14,42; 81,72) = 3,029, p = 0,000779. Det fanns en
signifikant effekt pd tillvaxthastighet » av tvavégsinteraktionen mellan tidsintervall
och behandling pé varje genotyp (Tabell 3). Det fanns dven en signifikant effekt pa
klorofyll a av tvavigsinteraktionen mellan genotyp och behandling under
tidsintervallerna dag 3—6 och dag 12—19 (Tabell 4). Huvudeffekten av genotyp pé
tillvaxthastighet var signifikant dag 0—3 1 kontrollen och milda behandlingen, dag 3—
6 1 kontrollen och milda behandlingen, dag 6-9 1 kontrollen, dag 9—12 1 kontrollen och
dag 12-19 i kontrollen och bédda stressbehandlingarna (Tabell 5). Huvudeffekten av
behandling pa tillvixthastigheten » var signifikant for alla genotyper under varje

tidsintervall (Tabell 6).

Den parvisa jaimforelsen med t-test antydde ett flertal signifikanta skillnader i
tillvixthastighet » mellan genotyper inom samma tidsintervall och behandlingar. Till
exempel hade AXO01 signifikant sdmre tillvixthastighet » dag 3—6 1 bade kontrollen
och milda behandlingen in resten av genotyperna. Aven under dag 12—19 hade AX01
en signifikant 14gre tillvixthastighet » &n de andra genotyperna i milda behandlingen,
men signifikant hogre tillvixthastighet » 1 kontrollbehandlingen. Dessutom forekom
aven andra skillnader mellan enstaka genotyper i1 kontrollbehandlingen och milda
behandlingen under alla tidsintervaller. Signifikanta skillnader mellan genotypernas
tillvixthastighet » inom samma behandlingar inom de enskilda tidsintervallerna &r
visualiserade i Figur 8. Parvisa t-testet som jamforde tillvdxthastighet » mellan
behandlingarna inom samma genotyp och samma tidsintervall, antydde signifikanta

skillnader inom alla fem tidsintervall. Tillvixthastigheten » var signifikant hogre i
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kontrollbehandlingen dn bada stressbehandlingarna i alla tidsintervall mellan dagarna
3—12. Dag 0-3 var tillvixthastigheten signifikant hogre i milda behandlingen &n
kontrollbehandlingen hos AX01 och kombinationen av genotyperna (MIX). Hos
AXO01 var kontrollbehandlingens tillvixthastighet » mellan dagarna 12—19 fortfarande
signifikant hogre &n bada stressbehandlingarna, men hos AX02, AXO03 och
blandningen av genotyperna (MIX) var tillvixthastigheten » 1 milda behandlingen
signifikant hogre dn kontrollbehandlingen och svéra stressbehandlingen. Signifikanta
skillnader 1 tillvixthastighet » mellan olika behandlingar inom samma genotyp och

tidsintervall dr visualiserade 1 Figur 9.

Tabell 3. ANOVA-resultat pa effekten av tvavégsinteraktionen mellan tid och behandling péa
tillvaxthastighet », p& varje niva av genotyp. Signifikanta skillnader &r markerade; * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001. Bonferronikorrigerat.

Frihetsgrad Frihetsgrad

Genotyp tiljare nimnare Frihetsgrad p

AXO01 8 36 55,033 6,91E—18 #***
AX02 8 32 22,93 3, 46E—11 ****
AX03 8 36 17,294 3,22E—10 #***
MIX 8 32 14,913 7,99E—(Q9 #***

Tabell 4. ANOV A-resultat pa effekten av tvavégsinteraktionen mellan genotyp och behandling under
fem tidsintervall under experimentet. Signifikanta skillnader 4r markerade; * p < 0,05, ** p <0,01, ***
p <0,001, **** p < 0,0001. Bonferronikorrigerat.

Frihetsgrad Frihetsgrad

Tidsintervall tiljare nimnare Frihetsgrad p

Dag 0-3 6 36 2,02 0,088

Dag 3-6 6 36 4,311 0,002 ok
Dag 6-9 6 36 1,855 0,116

Dag 9-12 6 34 1,081 0,393

Dag 12-19 6 34 11,976 3,42E—(Q7 ****
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Tabell 5. ANOVA-resultat pd huvudeffekten av genotyp pa tillvaxthastighet ». Signifikanta skillnader
ar markerade; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001. Bonferronikorrigerat.

Frihetsgrad Frihetsgrad

Behandling Dag tiljare namnare Frihetsgrad p

Kontroll Dag 0-3 12 7,713 0,004 **
Mild Dag 0-3 3 12 7,531 0,004 *x
Svér Dag 0-3 3 12 1,795 0,202

Kontroll Dag 3-6 3 12 73,708 5,30E—08 ****
Mild Dag 3-6 3 12 17,799 1,00E—04 ***
Svér Dag 3-6 3 12 0,625 0,613

Kontroll Dag 6-9 3 12 7,882 0,004 *x
Mild Dag 6-9 3 12 3,088 0,068

Svér Dag 6-9 3 12 1,673 0,225

Kontroll Dag 9-12 3 12 7,562 0,004 *ok
Mild Dag 9-12 3 12 1,524 0,259

Svar Dag 9-12 3 10 1,38 0,305

Kontroll Dag 12-19 3 12 39,061 1,80E—06 ****
Mild Dag 12-19 3 12 30,569 6,70E—06 ****
Svér Dag 12-19 3 10 4,631 0,028 *
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Tabell 6. ANOVA-resultat pd huvudeffekten av behandling pé tillvixthastighet r. Signifikanta
skillnader &r markerade; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001. Bonferronikorrigerat.
Notera att effekten av tvavigsinteraktionen mellan genotyp och behandling var endast signifikant under
tidsintervallen dag 3—6 och dag 12—-19 (Tabell 4).

Frihetsgrad Frihetsgrad

Genotyp Tidsintervall tiljare nimnare Frihetsgrad p

AXO01 Dag 0-3 2 9 24,044 2,45E—04 ***
AX02 Dag 0-3 2 9 8,596 0,008 *x
AXO03 Dag 0-3 2 9 5,355 0,029 *
MIX Dag 0-3 2 9 7,178 0,014 *
AXO01 Dag 3-6 2 9 119,886 3,26E—(Q7 *¥**
AX02 Dag 3-6 2 9 181,494 5,33E—08 ****
AXO03 Dag 3-6 2 9 78,732 1,99E—06 ****
MIX Dag 3-6 2 9 67,79 3,75E—06 ****
AXO01 Dag 6-9 2 9 249,863 1,L30E—08 ****
AX02 Dag 6-9 2 9 129,257 2,35E—(07 ****
AXO03 Dag 6-9 2 9 218,807 2,34E—08 sk
MIX Dag 6-9 2 9 18,416 6,50E—04 ***
AXO01 Dag 9-12 2 9 137,793 1,78E—(07 ****
AX02 Dag 9-12 2 8 22,097 5,52E—04 ***
AX03 Dag 9-12 2 9 77,871 2,08E—06 ****
MIX Dag 9-12 2 8 6,395 0,022 *
AXO01 Dag 12-19 2 9 70,73 3,13E-06 ****
AX02 Dag 12-19 2 8 12,182 0,004 *x
AXO03 Dag 12-19 2 9 22,739 3,03E—04 ***
MIX Dag 12-19 2 8 23,734 4,33E—04 ***
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Figur 8. Stapeldiagram over skillnader i tillvdxthastighet » hos olika genotyper inom samma
behandlingar under a) dag 0-3, b) dag 36, c) dag 6-9, d) dag 9—12 och e) dag 12—-19 av experimentet,
medeltal + standardavvikelse. Signifikanta skillnader mellan genotyperna dr markerade med férgade
klamrar for att indikera inom vilken behandling skillnad kunde ses; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <
0,001; **** p <0,0001. Markering med < antyder signifikant skillnad fran alla de andra kulturtyperna
(AX02, AX03, MIX) inom samma behandling; p < 0,01. Bonferronikorrigerat. Notera skillnader i
skalorna.
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Figur 9. Stapeldiagram 6ver skillnader i tillvaxthastighet () mellan olika behandlingar hos samma
genotyp under a) dag 0-3, b) dag 3-6, c¢) dag 6-9, d) dag 9—12 och e) dag 12-19 av experimentet,
medeltal + standardavvikelse. Signifikanta skillnader &r markerade med klamrar for graferna var det ar
oklart om en signifikant skillnad férekom; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. I
graferna b—d dr inga klamrar utsatta for att undvika omattligt antal klamrar; kontrollerna skiljde sig
signifikant frdn bada antibiotikabehandlingarna hos varje genotyp; p < 0,05. Bonferronikorrigerat.
Notera skillnader i skalorna. Notera att effekten av tvavégsinteraktionen mellan genotyp och behandling
var signifikant endast i graf b och ¢ (Tabell 3). Endast huvudeffekten av behandling var signifikant for
graferna a, ¢ och d (Tabell 6).
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3.3 Klorofyll a

For klorofyll a var varianserna homogena for dagarna 3 och 19, men inte f6r dagarna
0 och 12. Levens test; p = 0,0314 {for dag 0, och p = 0,00294 for dag 12. Eftersom
modellen i fraga ar relativt robust for homogena varianser da gruppstorlekarna ar lika
stora (Patrick, 2009), utfordes ANOVA-analysen i alla fall trots att alla krav for

homogena varianser inte uppfylldes.

Variansanalysen med blandad design tydde pa en signifikant trevégsinteraktion mellan
behandling, genotyp och tid; F(3,61; 28,86) = 8,04, p = 0,00025. Det fanns en
signifikant effekt pa klorofyll a av tvavégsinteraktionen mellan tid och behandling pa
varje genotyp (Tabell 7). Det fanns dven en signifikant effekt pa klorofyll a av
tvavégsinteraktionen mellan genotyp och behandling under dagarna 3, 12 och 19
(Tabell 8). Huvudeffekten av antibiotikabehandling pa klorofyll a var signifikant dag
3 for genotyperna AX02 och AXO03, samt dagarna 12 och 19 for alla genotyper
(Tabell 9). Huvudeffekten av genotyp pd klorofyll a var signifikant dag 0 i milda
behandlingen, dag 3 i bade kontrollbehandlingen och milda behandlingen, dag 12 1
kontrollbehandlingen, och dag 19 béade i kontrollbehandlingen och milda
behandlingen (Tabell 10). En signifikant huvudeffekten av genotyp observeras inte 1

den svéara behandlingen.

Den parvisa jamforelsen med t-test antydde ett flertal signifikanta skillnader 1 klorofyll
a mellan genotyper inom samma dagar och behandlingar. Till exempel skiljde sig
kulturen med en kombination av genotyperna (MIX) signifikant fran alla klonala
stammar dag 19, och genotyp AXO01 skilde sig signifikant fran atminstone en genotyp
1 &tminstone en av behandlingarna varje provtagningsdag. Signifikanta skillnader
mellan genotypernas halt av klorofyll a inom samma behandlingar inom de enskilda
dagarna ir visualiserade 1 Figur 10. Parvisa t-testet som jamforde klorofyll a mellan
behandlingarna inom samma genotyp inom samma dag antydde en signifikant skillnad
dag 12 1 klorofyll @ mellan kontrollbehandlingen och bada stressbehandlingarna hos
varje genotyp. Dag 19 fanns en signifikant skillnad mellan kontrollbehandlingen och
milda stressbehandlingen hos varje genotyp. Hos tva av klonala kulturerna kunde

skillnader i1 klorofyll @ mellan olika behandlingar ses redan dag 3. Signifikanta
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skillnader mellan behandlingarna inom samma genotyp och samma dag &r

visualiserade 1 Figur 11.

Tabell 7. ANOV A-resultat pa effekten av tvavégsinteraktionen mellan tid och behandling pa klorofyll,
pa varje niva av genotyp. Signifikanta skillnader dr markerade; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
**4% p < 0,0001. Bonferronikorrigerat.

Frihetsgrad Frihetsgrad

Genotyp tiljare nimnare Frihetsgrad p

AXO01 3 8 366,167 7,46E-Q7 ****
AX02 3 8 161,124 3,43E-13 **#*
AXO03 3 8 150,475 6,21E-13 **#%*
MIX 3 8 597,694 3,32E-18 ****

Tabell 8. ANOVA-resultat pé effekten av tvavégsinteraktionen mellan genotyp och behandling under
experimentets provtagningsdagar 0, 3, 12 och 19. Signifikanta skillnader &r markerade; * p < 0,05, **
p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001. Bonferronikorrigerat.

Frihetsgrad Frihetsgrad

Dag tiljare nimnare Frihetsgrad p

Dag 0 6 36 1,09 0,386

Dag 3 6 36 5,88 2,36E-4 ***
Dag 12 6 36 19,9 4,26E-10 ****
Dag 19 3 24 6,87 0,002 **
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Tabell 9. ANOVA-resultat pd huvudeffekten av genotyp pa klorofyll a. Signifikanta skillnader ar
markerade; * p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, ¥**** p < 0,0001. Bonferronikorrigerat. Resultat fran
svara behandlingen dag 19 saknas eftersom provtagningen i fraga uteblev.

Frihetsgrad  Frihetsgrad
Behandling Dag tiljare namnare Frihetsgrad p
Kontroll Dag 0 3 12 0,665 0,59
Mild Dag 0 3 12 5,74 0,011 *
Svér Dag 0 3 12 1,36 0,301
Kontroll Dag 3 3 12 60,2 1,67E-Q7 ****
Mild Dag 3 3 12 5,78 0,011 *
Svér Dag 3 3 12 1,70 0,219
Kontroll Dag12 3 12 20,4 5,29E-05 ****
Mild Dagl12 3 12 2,15 0,147
Svér Dagl12 3 12 2,55 0,104
Kontroll Dag19 3 12 6,40 0,008 ok
Mild Dag19 3 12 33,1 441E-06 ****
Svar Dag19 - - - -

Tabell 10. ANOVA-resultat pd huvudeffekten av behandling pé klorofyll for de dagarna som en
tvavagsinteraktion mellan genotyp och behandling kunde observeras. Signifikanta skillnader ar
markerade; * p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001. Bonferronikorrigerat.

Frihetsgrad Frihetsgrad

Genotyp Dag tiljare nimnare Frihetsgrad p

AXO01 Dag 3 2 9 2,052 0,184

AX02 Dag 3 2 9 9,285 0,006  **
AX03 Dag 3 2 9 4,591 0,0420 *
MIX Dag 3 2 9 1,290 0,322

AXO01 Dag 12 2 9 854,738 5,44E-11 **%*
AX02 Dag 12 2 9 70,611 3,15E-06 ****
AXO03 Dag 12 2 9 413,349 1,40E-Q9 ***%*
MIX Dag 12 2 9 194,831 3,90E-08 ***x*
AXO01 Dag 19 1 6 413,507 9,19E-Q7 **#*
AX02 Dag 19 1 6 181,342 1,04E-Q5 ***%*
AX03 Dag 19 1 6 168,191 1,29E-Q5 ***%*
MIX Dag 19 1 6 735,793 1,66E-Q7 ****
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Figur 10. Stapeldiagram o6ver skillnader i klorofyll @ (ug/l) hos olika genotyper inom samma
behandlingar under a) dag 0, b) dag 3, c) dag 12 och d) dag 19 av experimentet, medeltal +
standardavvikelse. Signifikanta skillnader dr markerade med férgade klamrar for att indikera inom
vilken behandling skillnaden kunde ses; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.
Bonferronikorrigerat. Notera skillnader i skalorna. Svara behandlingens provtagning dag 19 uteblev,
och dr ddrmed inte visualiserad i figuren.
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Figur 11. Stapeldiagram &ver skillnader i klorofyll a (ng/l) mellan olika behandlingar hos samma
genotyp under a) dag 0, b) dag 3, ¢) dag 12 och d) dag 19 av experimentet, medeltal + standardavvikelse.
Signifikanta skillnader &r markerade med klamrar for graferna var det dr oklart om en signifikant
skillnad férekom; * p < 0,05, ** p <0,01, *** p<0,001, **** p <0,0001. I graferna b—d ar inga klamrar
utsatta for att undvika omattligt antal klamrar; kontrollerna skiljde sig signifikant frén bada
antibiotikabehandlingarna hos varje genotyp; p < 0,001. Bonferronikorrigerat. Notera skillnader i
skalorna. Svéra behandlingens provtagning dag 19 uteblev, och dr ddrmed inte visualiserad i figur d.
Eftersom det inte fanns en signifikant tvavégsinteraktion mellan genotyp och behandling dag 0 (se
Tabell 8), dr signifikanta skillnader fran t-testet inte utmérkta i graf a.
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3.4 Pilottest

I forsta piloten var miangden och sammansittningen av bakterierna i algkulturerna
foljdes upp visuellt, vixte inga bakterier pa agarplattorna med stressbehandling med
tillsatt antibiotika. Kolonitillvixt saknades till och med pa agarplattorna med lagsta
koncentrationsnivan av antibiotika (behandling 1, se Tabell 2). Pa agarplattorna med
klonala stammen AXOIl véxte inga bakterikolonier, inte ens i kontrollen utan
antibiotika, varken péd agarplattorna frin tredje eller sjitte dagen av piloten. Pa
agarplattorna med MIX-kultur utan antibiotika véxte daremot bakteriekolonier bade
dag 3 och 6 (Figur 12). Atminstone tre morfologiskt olika kolonityper kunde urskiljas
efter ytlig inspektion. Alla kolonier var vita, men varierade i storlek och nyans. Tva

av kolonityperna var av mindre storlek, och en av kolonityperna var avsevirt storre.

Da alla kulturtyper utan tillsatt antibiotika spreds pé agar, forekom bakterikolonier pa
tre av fyra kulturtyperna. P4 agarplattan med klonala stammen AXO1 véxte inga
bakteriekolonier s& som 1 tidigare piloten, medan agarplattorna med AX02, AX03 och
MIX hade riklig kolonitillvaxt (Figur 13).

Under forsta piloten var cellkoncentrationen hos S. marinoi avsevart lagre 1
stressbehandlingarna i jimforelse med kontrollbehandlingen. Cellkoncentrationerna
blev ldgre med starkare antibiotikakoncentrationer i behandlingarna (Figur I, bilaga).
I andra piloten var tillvdxten 1 behandling 2 avsevért ldgre dn 1 kontrollbehandlingen
(Figur 1II, bilaga). I bada piloterna var cellkoncentrationerna i allménhet ldgre i AX01
1 jdmforelse med MIX. I prelimindra test var ldmplig metodik for semikontinuerlig
uppritthéllning av S. marinoi-kulturer testades, var cellkoncentrationerna légst hos
AXO01 (Figur III, bilaga). I dessa preliminéra test var cellkoncentrationerna hogst 1

AXO02 och MIX.
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troll, dag 3 b) Kontroll, dag 6

¢) Behandling 1, dag 3 d) Behandling 1, dag 6

Figur 12. Kolonitillvixt pA R2A agar med 100 pl algkultur frén forsta piloten. Agarplattorna i figuren
hade kultur av S. marinoi bestdende av en blandning av genotyperna (MIX) i en utspadning 1:10 (a—b)
och 1:1 (c—d). Kultur ur; a) kontroll, dag 3; b) kontroll, dag 6; c) behandling 1, dag 3; d) behandling 1,
dag 6 av piloten. Se Tabell 2 for en utredning av behandling 1. Bilderna tagna tretton (a, c) och tio (b,
d) dagar efter inkubering. Motsvarande agarplattor fran piloten med AX01 hade ingen kolonitillvéxt.

a) AX01

Figur 13. Kolonitillvaxt pd R2A agar med 100 pl outspddd algkultur frén klonala kulturerna (a—c) och
frén kulturen bestdende av en blandning av genotyperna (MIX) (d). Bilderna tagna sju dagar efter
inkubering.
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4 Diskussion

Malséttningarna for denna studie var att 1) undersoka om tillvaxtparametrar hos S.
marinoi paverkas av att det associerade bakteriesamhille rubbas, och 2) undersoka
rollen av algens genetiska diversitet utan, under och efter den (eventuellt) orsakade

stressen. Dessutom var avsikten att 3) undersoka ifall de olika genotypernas

tillvaxtformaga skiljer sig signifikant ifran varandra.

Denna studie pédvisar att en kombination av antibiotika har en drastisk negativ effekt
pa tillvixtparametrar hos S. marinoi, och att den negativa effekten kan ses redan efter
ndgra dagars exponering (Figur 7, Figur 9, Figur 11). Studien pavisar ocksa att
kulturer av S. marinoi med genetisk diversitet dterhdmtar sig béttre dn kulturer utan
genetisk diversitet betrdffande halten av klorofyll a (Figur 10d) och koncentrationen
av celler (Figur 7b). Dessutom pévisar studien att olika genotypers tillvaxt varierar hos
S. marinoi, atminstone utan en exponering till antibiotikastress (Figur 7, Figur 8,

Figur 10).

4.1 Effekten av antibiotika pa tillvdxt hos S. marinoi

Denna studie pavisar att carbenicillin, cephalexin, kanamycin, rifampicin och
streptomycin i en kombination paverkar tillvixten av S. marinoi negativt, och att
effekten ar storre med hogre antibiotikakoncentrationer. Den negativa effekten ar
uppenbar vid jdmforelse av tillvaxtkurvorna i de olika behandlingarna (Figur 7; Figur
IV, bilaga). Den negativa paverkan kan ses redan efter ndgra dagars exponering. I
halten av klorofyll a observerades en signifikant skillnad mellan kontrollbehandlingen
och béda stressbehandlingarna hos alla kulturtyper experimentets tva sista
provtagningsdagar av klorofyll a; 12 och 19. Hos genotyperna AX02 och AX03 sags
den negativa effekten av stressbehandlingarna pa halten av klorofyll a redan dag 3
(Figur 11b). Den statistiska modellen f{or tillvixthastigheten r antydde att
tillvaxthastigheten i1 bada stressbehandlingarna mellan dagarna 3—6, 6-9 och 9—12 var

signifikant lagre 1 jimforelse med kontrollbehandlingen. Déremot var den berdknade
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tillvaxthastigheten » hogre i den milda behandlingen én i kontrollbehandlingen for alla
kulturer mellan dagarna 0-3, och for alla kulturer forutom AX01 mellan dagarna 12—
19 (Figur 9). Mgjliga orsaken till dessa avvikande resultat for dagarna 0-3 och 12—19

diskuteras i del 4.4 Utvecklingsforslag och metodernas begriansningar.

4.1.1 Antibiotikas negativa effekt - direkt eller indirekt?

Den negativa inverkan pa S. marinoi kan ha orsakats direkt av antibiotika eller indirekt
genom en rubbning av det associerade bakteriesamhéllet. Infér denna studie formades
antibiotikabehandlingar med avsikten att rubba bakteriesamhéllet 1 S. marinoi
kulturerna,  vilket indirekt kunde paverka algens tillvixtparametrar.
Stressbehandlingarnas direkta effekt pa bakteriesamhillet 1 algkulturerna provades
kort med pilottest, var det framkom att anvéinda antibiotika verkligen hade en avsevird
negativ effekt pd bakterieférekomsten. Detta kunde bekrédftadas i och med att
agarplattor med antibiotikabehandlad algkultur saknade kolonitillvdxt, medan
agarplattor med kultur utan antibiotika hade riklig kolonitillvéixt (Figur 12, Figur 13).
Trots att antibiotika ar utvecklat for att verka mot bakterier, och en direkt effekt pa
bakterieforekomsten bekréftades med pilottest, kan man inte utesluta mojligheten att
anvind antibiotika kunde ha haft en direkt negativ inverkan pa S. marinoi. Siledes kan
man inte direkt dra slutsatsen att det var en rubbning av det associerade

bakteriesamhéllet som gav upphov till algernas nedsatta tillvixt.

Penicillin har bevisats ha en indirekt negativ effekt pa olika kiselalger genom att
negativt paverka det omgivande bakteriesamhéllet, medan kloramfenikol ar ként for
att ha en direkt negativ effekt pa kiselalger genom celluldra mekanismer (D’Costa och
Anil, 2012). Streptomycin som anvéindes i min studie binder till ribosomala mindre
subenheten 30S hos bakterier (Pepper och Gerba, 2015), men kan potentiellt stéra
proteinsyntesen ocksa 1 kiselalgernas organeller (70S) (Cullen och Lesser, 1991).
D’Costa och Anil (2012) observerade dock i sin studie att en tillsidttning av
streptomycin inte hade ndgon direkt eller indirekt negativ effekt péd ett naturligt
kiselalgsamhélle med flera kiselalger. Rifampicinet som anvindes i min studie gav
vitskan i algkulturerna ocksé en rodaktig farg (Figur V, bilaga). Fargéndringen kunde

potentiellt haft en direkt negativ inverkan pa algerna i och med att ljusets viglangd
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paverkar tillvaxtférmagan hos véixtplankton (Das et al., 2011). Det vill sdga att det &r
mojligt att antibiotika i stressbehandlingarna i min studie till en viss man hade en direkt

effekt pd algernas tillviixt genom celluléra eller andra mekanismer.

Déaremot dr forhallanden mellan vixtplankton och bakterier som gynnar bada parternas
tillvaxt vanligt forekommande (Seymour et al., 2017), speciellt hos kiselalger
(Jauffrais et al., 2017). Bland annat Bi> som produceras av bakterier korrelerar med
kiselalgernas tillvixt (Haines och Guillard, 1974). I en studie med 326 arter av
vaxtplankton var det 6ver hilften som var beroende av B1, trots att de inte producerar
vitaminet sjélv (Croft ef al., 2005). En del bakterier har dven en central roll 1 algernas
upptagning av B, B7 (Tang, Koch och Gobler, 2010) och jirn (Amin et al., 2009).
Dérfor kan vissa bakterier vara fordelaktiga, eller kanske till och med nédvéndiga for
kiselalger. Behringer et al. (2018) bevisade att bakterier kan ha negativa, men dven
manga positiva effekter pé kiselalgers tillvixt. Specifikt f6r S. marinoi (tidigare
costatum) har det observerats att inkubering med en liten volym havsvatten
innehallande ett naturligt bakteriesamhélle resulterar 1 signifikant hogre
cellkoncentrationer dn i axeniska kulturer med steril tillvixtmedium (Grossart et al.,
2005). For S. marinoi har det ocksa observerats att en tillséttning av hog koncentration
av vissa bakterier hirstammande ur algens associerade bakteriesamhille ger en
tillvaxtframjande effekt (Johansson ef al., 2019). Dessutom har det visat sig vara
ytterst svart att odla fram axeniska kulturer av S. marinoi, d& antibiotika leder till att
algkulturen dor fullstdndigt eller att algkulturen fortfarande har forekomst av bakterier
(Grossart et al., 2005; Johansson et al., 2019). Tillvaxtfrimjande effekt av bakterier
har ocksa observerats hos vissa gronalger (Chevanton et al., 2013). Dessa studiers
resultat stodjer antagandet om att kiselalger, och specifikt S. marinoi, har bakterier 1
sin fykosfar som ar viktiga, eller till och med avgorande for algernas dverlevnad.
Saledes dr det sannolikt att den negativa effekten av antibiotika pa tillvdxten hos S.

marinoi 1 min studie atminstone delvis berodde pé en indirekt bakteriemedlad effekt.

Det gar inte med sdkerhet att sdga om antibiotikas effekt i min studie var direkt,
indirekt eller en kombination av bdda. Tidigare studier (ovan) skulle dock stoda
uppfattningen om att den negativa effekten som observerades i experimentet framst
var en indirekt f6ljd av rubbningen av det associerade bakteriesamhillet hos S.

marinoi, men att dven en direkt effekt av antibiotika kan ha forekommit. For rollen av
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den genetiska diversiteten hos S. marinoi under och efter stress (som diskuteras 1 nésta
del) dr det dock av mindre betydelse om den negativa effekten orsakades direkt eller

indirekt.

Att S. marinoi med stor sannolikhet har ett associerat bakteriesamhélle med en central
roll for artens tillvixtdynamik, innebér implikationer for hela Ostersjon. I och med att
S. marinoi har en s central roll i den produktiva virblomningen i Ostersjon (Jochem,
1989), ger detta ekosystemets bakteriesamhill en helt ny relevans. Bakterier har redan
1 sig en betydande roll i biogeokemiska cykler i marina system, men indirekta effekter
pa véxtplanktonsamhaillet utvidgar gruppens betydande roll. Intresset om bakteriers
betydelse for vixtplankton har under det senaste artiondet okat, men knappt inga
studier har undersokt interaktioner mellan véxtplankton och andra marina
mikroorganismer. I och med att bakterier spelar en betydande roll for flera
vixtplankton, dr det fullkomligt mojligt att intima interaktioner forekommer ocksa

mellan vixtplankton och andra mikroorganismer sa som svampar och virus.

4.2 Betydelsen av genetisk diversitet
4.2.1 Under och efter stress

Algkulturerna  med  genetisk  diversitet (MIX) hade signifikant hogre
cellkoncentrationer (Figur 7) och halter av klorofyll a (Figur 10d) under experimentets
sista dag i jamforelse med alla tre klonala stammarna i den milda stressbehandlingen.
Detta antyder att genetisk diversitet ar till fordel under &terhdmtning ur
antibiotikastress. En tidigare experimentell studie med S. marinoi har pavisat likartade
resultat med flera viktiga celluldra parametrar under stress orsakad av nedsatt salinitet
(Sjoqvist och Kremp, 2016). I studien av Sjoqvist och Kremp (2016) buffrade genetisk
diversitet den negativa effekten pa algens priméarproduktion orsakad av lagre salinitet.
Halten partikulért organiska dmnen och upptagningen av kol var ocksd signifikant
hogre 1 kulturer med hogre genetisk diversitet 1 jimforelse med klonala kulturer under
nedsatt salinitet. I studien observerades en buffrande effekt redan dé algerna utsattes

for stress, till skillnad fran min studie var genetiska diversiteten uppticktes ha
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betydelse forst under aterhdmtningen ur stress. Wolf et al. (2019) observerade att redan
en lag genetisk diversitet buffrar mot fordndringar i produktivitet orsakade av forhojd
temperatur och forh6jd halt av pCO: hos kiselalgen Thalassiosira hyalina. En
buffrande effekt av genetisk diversitet har &ven observerats hos dinoflagellaten
Alexandrium fundyense dd man mitt den negativa effekten av betning av en heterotrof
dinoflagellat (John et al., 2015). Flera studiers resultat stimmer alltsd 6verens med
resultaten 1 min studie, som tyder pa att den genetiska diversiteten spelar stor roll for

kiselalger vid stress.

Den statistiska modellen for tillvdxthastighet » antydde inte att kulturerna med
genetisk diversitet skulle ha haft signifikant béttre eller simre tillvixthastigheter 4n de
tre klonala stammarna. Detta stimmer 0verens med resultat ur studien av Sjoqvist och
Kremp (2016), var genetisk diversiteten hade en positiv effekt pa andra celluldra
parametrar under nedsatt salinitet, men inte pa tillvéxthastigheten. Det dr dock vért att
notera att i bada stressbehandlingarna i min studie var tillvéxthastighetens medeltal
hogst 1 MIX-kulturerna under experimentets slut mellan dagarna 12-19 (Figur 8e).
Ingen statistisk signifikans uppticktes med den statistiska modellen eftersom
variationen av de fyra replikaten 1 bdda stressbehandlingarna var relativt stor. Endast
en kulturflaska av de totala 16 kulturflaskorna i experimentets svara stressbehandling
gjorde mirkbar dterhdmtning fran behandlingen; ett av MIX-replikaten. Medan den
procentuella 6kningen i cellkoncentration mellan dagarna 12—-19 i de dvriga MIX-
replikaten var under 1 000 %, hade den avvikande MIX-kulturen en procentuell 6kning
pa cirka 430 000 % (Figur 7¢). Det kan handla om en ren slump att den enda kulturen
som pdvisade avsevird dterhdmtning frdn svdra stressbehandlingen dag 19 var en
kultur med genetisk diversitet, men detta behdver inte nddvindigtvis vara fallet.
Utifrén ett undantag kan man dock inte dra den definitiva slutsatsen att det var den
genetiska diversiteten som spelade en avgorande roll for denna avvikande kultur i
svara stressbehandlingen. For den milda stressbehandlingen kan man dock med storre
sakerhet pasta att det var 6kningen 1 den genetiska diversiteten som var avgorande for

bittre aterhdmtning.

Eftersom cellkoncentrationerna var véldigt laga 1 alla kulturtyper mellan dagarna 3—

12 1 bada stressbehandlingarna (Figur 7b—c), dr det svart att med sidkerhet séga att den
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genetiska diversiteten inte spelade nigon roll under dessa dagar. Detta trots att de

statistiska modellerna inte upptickte skillnader 1 klorofyll a eller tillvdxthastighet 7.

4.2.2 Utan stress

I denna studies kontrollbehandling sdgs ingen signifikant skillnad mellan MIX-
kulturerna med genetisk diversitet och de tre klonala stammarna betridffande halten av
klorofyll a eller tillvixthastighet. P4 samma sétt upptéickte inte heller Sjoqvist och
Kremp (2016) att genetiska diversiteten skulle ha haft en effekt pa tillvixthastigheten
hos S. marinoi da stressfaktorer var exkluderade. I studien av Wolf et al. (2019)
observerades inte heller att kulturer av kiselalgen Thalassiosira hyalina med genetisk
diversitet skulle ha klarat sig béttre dn enskilda klonala stammar utan exponering till
stress. I studien av John et. al (2015) fanns det likasa inga skillnader i tillvaxthastighet
mellan klonala kulturer och kulturer med genetisk diversitet hos dinoflagellaten
Alexandrium fundyense utan utsittning for betning. Daremot observerade Roger et al.
(2012) 1 sin experimentella studie en positiv effekt pa tillvixt hos S. marinoi av
genetisk diversitet utan stress. Ocksé i en dldre studie med gronalgen Chlamydomonas
reinhardtii hade kulturer med hogre genetisk diversitet hogre tillviaxthastigheter, trots
att ingen stress ndrvarade (Bell, 1991). Saledes finns det motstridiga resultat om
genetiska diversitetens roll hos kiselalger och véxtplankton da de inte utsétts for nagon
stressfaktor. Detta tyder pd att mekanismerna om intraspecifik konkurrens hos

kiselalger och véxtplankton &r daligt forstddda, och varierar i stor omfattning.

Man bor dock lagga mérke till att 1 studien av Roger et al. (2012) bibeholls inte den
genetiska diversiteten tills slutet av experimenten, utan ett fital av stammarna i
kulturerna tog 6ver genom konkurrens. Det dr dven mojligt att detta ocksa skedde 1
studien av Bell (1991). En tidigare studie har bevisat att stammar av S. marinoi med
tidig ankomst under succession verkligen har en intraspecifik konkurrensfordel
(Sefbom et al., 2015). Det vill sdga att stammar som etablerar sig fortare fir hogre
relativ abundans 1 jamforelse med stammar med senare ankomst. Detta kan leda till att
kulturer med hog genetisk diversitet till slut 6vergér till kulturer dominerade av endast
av ett fital genotyper, s som det skedde i studien av Roger et al. (2012). I studien av

Sjoqvist och Kremp (2016) kunde man dock bekrifta att den genetiska diversiteten
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bibeholls under experimentet. I min studie undersoktes inte denna aspekt. Studien av
Roger et al. (2012) skiljer sig alltsa pa ett betydelsefullt sétt fran studien av Sjoqvist
och Kremp (2016), vilket kunde vara en mdjlig orsak till motstridiga resultaten om
rollen av den genetiska diversiteten utan utséttning for stress. For studien av Bell
(1991) ar det relevant att ta i beaktande att modellorganismen inte var en kiselalg som

1resten av studierna diskuterade 1 detta avsnitt.

I och med att genetisk diversitet i min studie representerades av kulturer med endast
tre olika genotyper, dr det ockséd mojligt att den genetiska diversiteten 1 experimentet
inte rdckte for att ordentligt demonstrera den positiva effekten di kulturerna inte
utsattes for stress. Den verkliga effekten av genetisk diversitet i naturliga forhallanden
kunde mdéjligen vara starkare #n vad min studie antyder, d& S. marinoi i Ostersjon
pavisar exceptionellt hog genetisk diversitet (Sjoqvist ef al., 2015; Sassenhagen et al.,
2021). Med hjdlp av modellering har man kunnat uppskatta att S. marinoi populationen
i Ostersjon kan bestd av niarmare 200 000 olika genotyper (Sassenhagen et al., 2021).
Wolf et al. (2019) inkluderade 1 sin studie sex olika klonala stammar 1 kulturerna som
representerade genetisk diversitet, och Sjoqvist et al. (2016) inkluderade som bést 20
olika stammar i sin studie. Trots att bdda av dessa studier inkluderade flera genotyper
1 de genetiskt diversa kulturerna, fann de inte att dessa kulturer skulle ha presterat
bittre dn de klonala kulturerna (da kulturerna inte utsattes for stress). Den realistiska
effekten av genetisk diversitet i naturliga forhdllanden kan vara mycket svar att
demonstrera, dd det dr praktiskt omdjligt att inkludera flera hundratusentals genotyper
1 en och samma kultur. Utveckling av alternativ till empiriska studier genom

modellering kunde erbjuda en 16sning pd denna problematik.

Att genetisk diversitet verkligen spelar en sa viktig roll for véxtplankton under olika
typers stress, tyder pa att mer forskning behovs for att utreda omfattningen av den
genetiska diversiteten som rader bland vaxtplankton i marina ekosystem. Pa detta vis
kunde man fi en uppfattning om vad den egentliga kapaciteten for anpassning till
miljoforandringar verkligen &r hos véxtplankton. Eftersom den genetiska diversiteten
har en buffrande effekt hos manga vaxtplankton, kommer graden av den genetiska
diversiteten foljaktligen att vara en av de avgdrande faktorerna vid externa storningar.

Kommer den exceptionellt hdga genetiska diversiteten hos arter s& som S. marinoi
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(Sassenhagen et al., 2021) att trygga arternas anpassning till milj6férdndringarna den

pagaende klimatférandringen kommer att orsaka?

4.3 Skillnader mellan olika genotyper

Precis som tidigare studier med S. marinoi (Roger, Godhe och Gamfeldt, 2012;
Sjoqvist et al., 2014; Sjoqvist och Kremp, 2016), andra kiselalger (Wolf ef al., 2019;
Ajani et al., 2021) och andra vixtplankton (John et al., 2015), pavisade dven min
studie att olika genotyper kan ha olika fenotypiska skillnader vad det géller tillvaxt
och andra viktiga celluldra parametrar. Genotypen AX01 presterade konsekvent sdmre
under flera tidpunkter av experimentet; bade i koncentrationen av celler, i halten av
klorofyll a och i tillvéxthastigheten ». Detta begriansade sig inte till ett scenario, utan
AXO01 presterade simre dn de andra genotyperna bade i kontrollbehandlingen och i
milda stressbehandlingen. I Figur 7a kan man se att cellkoncentrationerna hos AX01 i
kontrollbehandlingen var betydligt ldgre 4n i1 de andra kulturerna genom hela
experimentet (med undantag av dag 19). I Figur 7b kan man se att AX01 var den enda
kulturtypen i milda stressbehandlingen som inte pavisade egentlig aterhamtning, inte
ens efter en sju dagars dterhdmtning i kontinuerlig tillvdxt dag 19. Enligt den statistiska
modellen for tillvixthastigheten » hade AX01 signifikant sdmre tillvdxthastighet 4n
resten av kulturerna mellan dagarna 3—6 och 12-19 1 milda stressbehandlingen, och
mellan dagarna 3—6 1 kontrollen (Figur 8b och e). Enligt den andra statistiska modellen
hade AXO01 signifikant ldgre halter av klorofyll a @n resten av kulturerna dag 3 och 12,
men bara i kontrollbehandlingen (Figur 10b—c). Dessutom hade AXO01 ldgsta

cellkoncentrationerna dven 1 alla pilottest (Figur I-III, bilagor).

Aven andra signifikanta skillnader forekom mellan de klonala stammarna; AX02
presterade tidvis béttre dn resten av genotyperna i koncentrationen av celler, halten av
klorofyll a och tillvixthastighet ». Enligt statistiska modellen for tillvixthastighet »
hade AX02 hogre tillvixthastighet dn de tvd andra klonala stammarna mellan dagarna
3—6 och 69 (Figur 8b—c). Samma monster kunde ses i statistiska modellen for
klorofyll a, som antydde att AX02 hade hogre halter av klorofyll a 4n resten av
kulturerna (inkluderande MIX) dag 3, och hogre halter dn de tva andra klonala
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kulturerna dag 19 (Figur 10b och d). AX02 hade dven signifikant hogre halt av
klorofyll @ 4an AX01 dag 3 i milda stressbehandlingen (Figur 10b). AX02 hade hogre
cellkoncentrationer d4n de andra klonala stammarna dven i piloterna var AX02 var
inkluderad (Figur III, bilaga). Skillnaderna fanns dock huvudsakligen endast i
kontrollbehandlingarna och inte i stressbehandlingarna betrdaffande AX02.

I andra studier med S. marinoi (Sjoqvist och Kremp, 2016), andra kiselalger (Wolf et
al., 2019) och andra véxtplankton (John et al., 2015) har olika genotypers respons varit
signifikant olika frdn varandra bade vid utséttning for stressfaktorer sd som nedsatt
salinitet, forhojd temperatur, forhojd halt av pCO2 och betning, men dven under
kontrollférhallanden utan stress. Min studie agerar som ytterligare bevis pa att det
finns fenotypiska skillnader hos olika genotyper av kiselalger av samma art.
Forekomsten av fenotypiska skillnader i tillvixtparametrar hos olika genotyper
kommer med stor sannolikhet att ha evolutiva pdféljder for olika vixtplankton,

speciellt vid ndrvaron av starka selektionstryck.

Forutom att algernas tillvixtparametrar varierade med genotyp, forekom ocksa
skillnader 1 kulturernas bakterieférekomst. D4 alla kulturtyper utan tillsatt antibiotika
(AXO01, AX02, AX03, MIX) spreds pa agarplattor, upptécktes att bakterieforekomsten
i kulturen med AXO01 avvek drastiskt fran resten. Medan kolonitillvixten var riklig pa
agarplattorna med AX02, AX03 och MIX, saknades kolonitillvixten fullstindigt pa
agarplattan med genotypen AX01 (Figur 13). Kolonitillvixt pd R2A agar med kultur
av genotypen AX01 saknades bada gangerna kultur spreds pa agarplattor i pilottesten.
Detta tyder pé att observationen var sann och inte beroende av en slump eller ett
mainskligt misstag. Efter ytlig visuell granskning av agarplattorna kunde inga andra

tydliga skillnader mellan resten av kulturtypernas kolonitillvéxt ses.

Eftersom det inte dr garanterat att alla bakterier i algkulturerna vaxer pa agar, tyder
inte avsaknaden av kolonitillvixt pd R2A agar direkt pd att AXO01 fullstandigt saknar
ett associerat bakteriesamhélle. Det har ndmligen varit kint sedan lénge att de flesta
marina bakterier som gér att rikna med mikroskop inte véxer i vanliga tillvixtmedia;
pa eller 1 agar (Jannasch och Jones, 1959). Déremot ar det uppenbart att
bakteriesammansittningen i AXO01 var betydligt annorlunda &n i resten av kulturerna.

Observationen dr mycket intressant, dd den enda studien som har jamfort det
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associerade bakteriesamhillet mellan olika stammar av samma art av kiselalg fann
inga visentliga skillnader i bakteriesammaséttningen mellan stammarna (Behringer et
al., 2018). Intressant &r ocksd att AX0l med avsaknad kolonitillvixt pa agar var
genotypen som presterade betydligt samre i de matta tillvixtparametrarna. Kunde
dessa tva observationer vara kopplade? Kanske AX01 presterade samre 1 min studie
for att AXO01 gick miste om viktiga bakterier i1 isoleringsskedet (Figur 4.3) da de
klonala stammarna grundades? Eller kunde bakteriesammansittningen i fykosfaren
varierar mellan olika klonala stammar hos S. marinoi? Observationen ldmnar manga

Oppna fragor.

4.4 Utvecklingsforslag och metodernas begransningar

Experimentella studier har ménga for- och nackdelar. Med experimentella studier kan
man svara pad mycket specifika frdgestdllningar som 1 manga fall inte skulle kunna
besvaras med deskriptiva studier. Med ett experimentupplidgg har man full kontroll
over de omgivande forhallandena, men den 6kade kontrollen kommer med 6kad chans
for badde enstaka och systematiska ménskliga misstag. I denna del tar jag upp

begrinsningar av metoderna anvidnda i min experimentella studie.

4.4.1 Genetisk diversitet

I min studie bekréftades inte att AX01, AX02 och AX03 verkligen var atskilda
genotyper pa grund av den hdga kostnaden for dylika analyser. Tekniskt sett finns det
en chans att ndgon av genotyperna kunde vara samma, och de upptickta resultaten i
studien inte dr beroende pd genotyp. Dock dr det mycket osannolikt d& S. marinoi-
populationen i Ostersjon har uppskattats bestd av nirmare 200 000 olika genotyper
(Sassenhagen et al., 2021), och de klonala stammarna 1 min studie grundades ur
viloceller hdrstammande fran sedimentsampel fran olika lokaler. I en tidigare studie
med S. marinoi i Ostersjon fann man att endast 0,65 % av 154 isolat var av samma
genotyp (Godhe och Héarnstrom, 2010). Eftersom det kan ske intraspecifik konkurrens

1 kulturer med flera genotyper (Setbom et al., 2015), dr det 4ven mdjligt att den
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genetiska diversiteten inte bibeholls tills slutet av experimentet i denna studie. Det kan
hidnda att starkare genotyper tog over, sa som det har skett i en del tidigare studier
(Roger, Godhe och Gamfeldt, 2012). A andra sidan finns det exempel pa studier dir
den genetiska diversiteten bibehdlls under experimentella forhéllanden (Sjoqvist och
Kremp 2016). De andra varierande faktorerna var dock eliminerade, vilket tyder pa att
det verkligen var den genetiska diversiteten som utgjorde den avgorande fordelen for

MIX-kulturerna i denna studie.

4.4.2 Semikontinuerlig tillvaxt

I experimentet utfordes tillvixten i1 huvudsak semikontinuerligt istéllet for
kontinuerligt som i manga andra studier. Eftersom sammansittningen av det
associerade bakteriesamhdllet hos kiselalger kan naturligt varierar under olika
tillvaxtfaser (Grossart et al., 2005; Liu et al., 2021), var det béttre att utfora
experimentet pa ett sdtt som minimerade den naturliga variationen i
bakteriesammansattningen. Detta var viktigt dd den ursprungliga forskningsplanen
inkluderade analys av Dbakteriellt DNA for att jdmfora skillnader 1
bakteriesammansittningen mellan olika tidpunkter i1 experimentet. Detta bidrog till
beslutet att halla algerna i en och samma tillvixtfas under experimentet. Detta
genomfordes genom att halla algkulturerna i den exponentiella tillvixtfasen med

semikontinuerlig tillvaxt.

Semikontinuerlig tillvixt kom dock med sina egna oforutsdgbara problem, trots test
pa bra tidsintervall mellan 6verforingarna och andel 6verford volym 1 ny media (Figur
II1, bilaga). Stressbehandlingarnas effekt var starkare och rackte langre &n forvantat
trots piloter som inkluderande den valda antibiotikakombinationen (Figur I- II,
bilaga). Storre effekt en forvintat ledde till att tillvéxthastigheten 1 de
antibiotikabehandlade kulturerna inte var tillrdckligt hog dagarna 3-12 f{or att
kompensera for utspddning som skedde vart tredje dag. Mycket laga
cellkoncentrationer gjorde det svart att analysera skillnader mellan kulturtyperna, och
dessutom var den anvinda spektrofotometern inte ldmpad for avldsning av laga
cellkoncentrationer. Eventuella skillnader under dagarna 3—12 i stressbehandlingarna

mellan kulturerna kan darfor bero pa kast 1 spektrofotometerns méatningar. Darmed é&r
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det svart att med sdkerhet att séga att den genetiska diversiteten inte hade en effekt
under semikontinuerliga delen av dterhdmtningen (dagarna 3—12) si som de statistiska
modellerna antyder. Det dr mycket mojligt att genetisk diversitet skulle ha varit till
fordel for S. marinoi redan under antibiotikastress med mildare behandling. Som det
har diskuterat ovan, har andra studier upptidckt fordel av genetisk diversitet hos
vaxtplankton redan under utsittning for stress (John et al., 2015; Sjoqvist och Kremp,
2016; Wolf et al., 2019). I min studie var bada stressbehandlingarnas negativa effekt

troligen for stark for att kunna se liknande resultat.

4.4.3 Rollen av det associerade bakteriesamhéllet

Antibiotikas negativa inverkan pa S. marinoi 1 denna studie kunde ha berott pa bade
en direkt och indirekt bakteriemedlad effekt (se del 4.1.1 Antibiotikas negativa effekt
- direkt eller indirekt?). Detta betyder att det inte gér att dra definitiva slutsatser om
rollen av det associerade bakteriesamhéllet pa tillvixtparametrarna hos S. marinoi
endast utifran min studie. Antibiotika for experimentet valdes utgdende fran en
tidigare studie med S. marinoi ur Ostersjon och dess associerade bakteriesamhille
(Johansson ef al., 2019). Flera olika antibiotika 1 stressbehandlingen anvéndes for att
fi en negativ effekt pa s minga bakterietyper som mdjligt. Det har visat sig att en
kombination av antibiotika utgor ett effektivt sitt att paverka bakterier i algkulturer
(Jones, Rhodes och Evans, 1973; Myklestad, 1974; Patil och Anil, 2005). En mer
fordjupad utredning om olika antibiotikas potentiellt direkta effekter pa kiselalger
skulle ha krivts for att badttre kunna undersdka rollen av det associerade
bakteriesamhéllet hos S. marinoi. Till exempel penicillin kan inte paverka algernas
tillvaxt genom celluldra mekanismer (D’Costa och Anil, 2012). Ett sitt att utreda om
antibiotikan i1 experimentet hade en direkt effekt pa S. marinoi skulle vara att se pa
genexpressionen hos algen vid tillsatts av antibiotika. Den ursprungliga
forskningsplanen for denna studie inkluderade en analys av bakteriell 16S for att
jamfora bakteriesammansittningen mellan olika tidpunkter, behandlingar och
kulturtyper 1 experimentet. Sddana analyser kunde ocksa ha hjélpt besvara frdgan om
den negativa effekten av antibiotika berodde pd en indirekt bakteriemedlad effekt.
Analysen som uteblev kunde ocksé ha forklarat varfor en del klonala stammar klarade

sig bittre dn andra. Det har dock &nnu inte bevisats att det skulle forekomma
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markvéardiga skillnader 1 bakteriesammanséttningen mellan olika stammar av en och

samma art (Behringer et al., 2018).

Ett annat alternativt sitt som kunde bevisa att den observerade negativa effekten av
stressbehandlingarna var bakteriemedlad, dr utférande av ett till kompletterande
experiment. Bakterier isolerade ur kulturerna av S. marinoi kunde sittas till 1
kulturerna under experimentets aterhamtningsfas. Med liknande metodik kunde
Johansson et al. (2019) bevisa att en del av bakterierna i det associerade
bakteriesamhillet hos S. marinoi verkligen hade en tillvixtfrimjande effekt pa algen.
Ifall en positiv effekt av tillsatta bakterier observeras i ett ytterligare experiment med
antibiotikastress, skulle det bekrifta relevansen av det associerade bakteriesamhéllet

hos S. marinoi.

4.4.4 Data och dataanlys

Utgdende frin fluorescensmétningarna dag 12 sag det ut som att néstan alla kulturer
hade dott fullstidndigt i bada stressbehandlingarna. Dock uppticktes dag 19, sju dagar
senare med blotta Ogat forekomst av biomassa 1 vissa kulturer 1 den milda
stressbehandlingen. Analys av klorofyll @ och métning av in vivo fluorescens av
klorofyll a ur prov tagna dag 19 bekriftade att betydlig aterhdmtning hade skett i en
del kulturer 1 milda stressbehandlingen (Figur 7b, Figur 11d), och dessutom hos ett
replikat av MIX i den svéra stressbehandlingen (Figur 7¢). Darmed fattades beslutet
att inkludera data frdn dag 19 1 denna studie trots ursprungliga planen om ett 12 dagars
experiment. Halten av klorofyll a 1 den svara behandlingen dag 19 analyserades inte
eftersom ingen biomassa uppticktes med blotta O6gat med ett undantag. Att
aterhdmtning hade skett endast 1 en kulturflaska 1 svdra behandlingen dag 19 bekréftas
dock med fluorescensmétningarna av in vivo-klorofyll a (Figur 7c). Det ar inte
optimalt att uteldmna analys av en del av data, men i detta fall ansdgs det motiverat,
speciellt da data inkluderades ur en av tva stressbehandlingar var biomassa kunde
upptéckas. En oplanerad provtagning dag 19 ledde ocksa till att en del forhallanden
dagarna 12-19 avvek fran resten av experimentet, vilket inte heller dr optimalt.
Kulturflaskornas position under lamporna randomiserades inte dagligen som dagarna

0-12, och volymen i kulturflaskorna var betydligt lagre dn tidigare i experimentet da
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den avliagsnade provvolymerna inte kompenserades. Dessa aspekter paverkade dock
knappast de slutliga resultaten, da ljusmingden under lamporna inte varierade sarskilt
mycket (£ 10 pmol fotoner m s!), och for algtillviixten ir det av mindre betydelse i
hur stora volymer kulturerna uppréatthalls. Dock ar det vért att notera ifall man vill

upprepa experimentet.

Eftersom forskningsplanen inte innefattade provtagningar efter dag 12, saknas det
dagliga mitningar pa biomassa dagarna 12—19. Déarfor dr det omgjligt att veta sikert i
vilken tillvixtfas de olika kulturerna befann sig i dag 19. Det ar sannolikt att snabbare
kulturer nédde stationdr fas, medan langsammare kulturer fortfarande véxte
exponentiellt dag 19. Ifall kulturerna &r i olika tillvaxtfaser dr en jamforelse av
tillvaxthastighet » missvisande. Detta dr hogst troligen orsaken till att den statistiska
modellen for tillvixthastighet » antydde hogre tillvaxthastighet mellan dag 12-19 i
milda antibiotikabehandlingen &n 1 kontrollen for AX02, AX03 och MIX (Figur 9e).
Pé& samma sitt antydde modellen att AX01 hade signifikant hogre tillvixthastigheter
an resten mellan dag 12-19 1 kontrollbehandlingen (Figur 8e), trots att AXOI
presterade i1 allménhet sdmre 4n resten av kulturerna under resten av experimentet.
Kulturerna 1 milda stressbehandlingen och AXO01 i kontrollbehandlingen vixte
langsammare. De var troligen fortfarande i exponentiell tillvaxt dag 19, medan de
andra kulturerna redan hade natt stationdr tillvixtfas. Detta betyder att
tillvixthastigheten r inte var ett optimalt sétt att jimfora kulturernas prestation mellan
dagarna 12-19. Formeln for tillvixthastighet » anvinds dessutom for exponentiell
tillvaxt (Wood et al., 2005). Kulturerna 1 kontrollbehandlingarna véxte exponentiellt
under hela experimentet, men det gjorde inte kulturerna i stressbehandlingarna under
dagarna 12—-19. Eftersom analysen for halten av klorofyll a dr pa méinga sitt ett mycket
noggrannare matt pa algernas fysiologiska tillstdind 4dn den berdknade
tillvaxthastigheten 1 denna studie, finns det orsak att sdtta huvudvikt pa resultaten ur

den statistiska modellen med klorofyll a och observationer pa cellkoncentrationer.

Det dr ocksd virt att notera att data analyserades med en version av ANOVA som ér
ett parametriskt test, trots att kraven for homogena varianser inte uppfylldes for alla
data. Ifall kraven for homogena varianser inte uppfylls, finns en risk for typ I-fel; att
man felaktigt finner signifikanta skillnader som inte finns i verkligheten (Patrick,

2009). Varianserna var homogena for hélften av klorofyll a-data, medan kraven
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uppfylldes for tre av fem grupper for data med tillvaxthastighet . Eftersom ANOVA
F-test ar relativt robusta mot heterogena varianser vid jimna gruppstorlekar (Patrick,
2009), anvindes parametriska ANOVA i alla fall. Eftersom resultaten ur denna studie
stimde Gverens med manga tidigare studiers resultat, och det &r ként att den anvédnda
modellen &r relativt robust mot brott mot homogena varianser, dr det dock osannolikt

att typ I-fel forekom.
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5 Slutsatser

Denna studie visar att genetiskt diversa kulturer av S. marinoi aterhamtar sig betydligt
battre fran antibiotikastress dn klonala kulturer. Studien pavisar att redan en lag niva
av genetisk diversitet ar till fordel vid aterhdmtning fran stress, eftersom de genetiskt
diversa kulturerna i studien bestod av en kombination av endast tre genotyper. De olika
gentotyperna av S. marinoi uppvisade ocksé fenotypiska skillnader betrdffande olika
tillvaxtparametrar utan exponering for antibiotikastress. Denna studie bidrar dirmed
med ytterligare bevis pd att olika genotyper av S. marinoi har olika fenotyper. En
tillsattning av carbenicillin, cephalexin, kanamycin, rifampicin och streptomycin hade
en mycket stark negativ effekt pa tillvaxtparametrarna av S. marinoi. Studiens resultat
tyder pa att den negativa effekten atminstone delvis berodde pa en indirekt effekt
orsakad av att det associerade bakteriesamhillet rubbades, men detta kunde inte

bekriftas med sdkerhet.

Genetisk diversitet har redan tidigare bevisats buffra mot en handfull stressfaktorer
hos vixtplankton, men denna studie bekréiftade betydelsen av den genetiska
diversiteten vid en utsdttning for en till outforskad stresstyp. Eftersom
klimatfordndringen kommer att innebdra méanga olika stressfaktorer for vaxtplankton,
krdavs det mer likartade studier kring bade viaxtplanktons genetiska diversitet, och
interaktionerna som mdjligen forekommer mellan véxtplankton och andra marina
mikroorganismer. Detta skulle ge en béttre forstdelse for hur véixtplanktonsamhillena

i Ostersjon kommer att klara klimatforindringens péfoljder.
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8 Bilagor

Tabell 1. Miljovariabler pa provtagningslokalerna. Klorofyll och salinitet méattes 1 m frén ytan, syrehalt
mittes 1 m fran botten. Klorofyll méttes med enligt protokollet SFS (1993), koncentrationen av 19st
syre analyserades med Winklermetoden, salinitet berdknades utgédende fran konduktivitet.

Lokal Klorofylla Syre Salinitet Djup Yttemp. Bottentemp.
Visterfjarden 1,9 pg/l 12,8 mg/l 5,6 %o I6m 5,5°C 5,2°C
Appeld 1,3 ng/l 13,3 mg/l 5,5 %o 30m 5,6°C 33°C
Ivarskarsfjarden 4,1 pg/l 12,5 mg/l 4,8 %o 26m 7,6 °C 5,9°C

Tabell II. Koncentrationerna av stam- och arbetslosningar av anvianda antibiotikan.

Antibiotika Stamlosning Arbetslosning
Carbenicillin 50 mg/ml 12,5 mg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 12,5 mg/ml
Streptomycin 50 mg/ml 12,5 mg/ml
Cephalexin 10 mg/ml 2,5 mg/ml
Rifampicin 1 mg/ml* 0,2 mg/ml**

*1 % DMSO, **0,2 % DMSO
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Figur 1. Cellkoncentrationen ml!' under forsta pilottestet i; a) klonala kulturen AX01 och b) kulturen
med en blandning av genotyperna (MIX) i de olika behandlingarna. Se Tabell 2 for en utredning av
antibiotikakoncentrationerna i behandlingarna.
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Figur II. Cellkoncentrationen ml! under andra pilottestet i; a) klonala kulturen AX01 och b) kulturen
med en blandning av genotyperna (MIX) under andra pilottestet i kontrollbehandlingen och behandling
2. Se Tabell 2 for en utredning av antibiotikakoncentrationerna i behandling 2.
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Tabell I1I. Milda stressbehandlingens antibiotikakoncentrationer under experimentets lopp.

Janni Heikkinen

Antibiotika Dag 0-3 Dag 3-6 Dag 6-9 Dag 9-19

Carbenicillin 25,00 png/ml 3,13 pg/ml 0,39 pg/ml 0,05 pg/ml
Kanamycin 25,00 ug/ml 3,13 pg/ml 0,39 pg/ml 0,05 pg/ml
Streptomycin 25,00 pg/ml 3,13 pg/ml 0,39 pg/ml 0,05 pg/ml
Cephalexin 25,00 pg/ml 3,13 pg/ml 0,39 pg/ml 0,05 pg/ml
Rifampicin 5,00 pg/ml 0,63 pg/ml 0,08 pg/ml 0,01 pg/ml

Tabell IV. Svara stressbehandlingens antibiotikakoncentrationer under experimentets lopp.

Antibiotika Dag 0-3 Dag 3-6 Dag 6-9 Dag 9-19

Carbenicillin 100,00 pg/ml 12,50 pg/ml 1,56 pg/ml 0,20 pg/ml
Kanamycin 100,00 pg/ml 12,50 ug/ml 1,56 pg/ml 0,20 pg/ml
Streptomycin 100,00 pg/ml 12,50 ug/ml 1,56 pg/ml 0,20 pg/ml
Cephalexin 100,00 pg/ml 12,50 pg/ml 1,56 pg/ml 0,20 pg/ml
Rifampicin 25,00 ug/ml 3,13 ug/ml 0,39 pg/ml 0,05 pg/ml
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Genotyp — AX01 — AX02 — AX03 — MIX

a) Utspadning varannan dag b) Utspadning vart tredje dag
12
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Figur III. Tillvdxtdata fran preliminédra test for att vélja ldmplig metodik for uppratthallning av S.
marinoi-kulturer semikontinuerligt. Notera att y-axeln &r i logaritmisk skala. Tvé olika tidsintervall
mellan 6verféringarna med olika andel 6verford kulturvolym i ny tillvixtmedia provades; a) 6verforing
av 20 ml kultur till 20 ml ny tillvéxtmedia (/2) varannan dag, och b) dverforing av 5 ml kultur till 35 ml
ny tillvixtmedia (%) vart tredje dag. Cellkoncentrationerna &r berdknade med hjédlp av manuell
cellrikning i mikroskop med en Sedgewick-Rafter cellkammare (1 ml). Proven for cellrikning fixerades
med alkalisk Lugols 16sning (Willén, 1962) innan rékning. Startkoncentrationen dag 0 férbereddes till

5000 celler ml™'.
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Figur IV. Cellkoncentrationer under experimentet 1 a) kontrollbehandlingen,

Genotyp — AX01 — AX02 — AX03 — MIX

a) Kontrollbehandling

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 19

b) Mild stressbehandling

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 19

c) Svar stressbehandling

o 1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 19

Janni Heikkinen

b) milda

stressbehandlingen, och ¢) svéra stressbehandlingen, y-axeln i normal skala. Medeltal av biologiska
replikat (n = 4) + standardavvikelse. Notera skillnaderna i skalorna pa y-axeln, och att det forekommer
avbrott i skalorna p& béda axlarna. Cellkoncentrationerna ar omvandlade fran in vivo fluorescens av
klorofyll a, métt med spektrofotometer.
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Figur V. Kulturflaskor i klimarummet dag 1 av experimentet. Ur bilden framkommer den réda nyansen
som rifampicinet orsakade i milda och svéra stressbehandlingens kulturer. Svara stressbehandlingens
kulturer hade rod-orange nyans, milda behandlingens kulturer hade en svagare orange-gul nyans, medan
kontrollbehandlingens kulturer var genomskinliga utan farg. Fargen i stressbehandlingarna blev svagare
under experimentets gang i och med dverforing av % kultur i ny tillvixtmedia vart tredje dag. Mot
experimentets slut gick det knappt att urskilja fargskillnader mellan behandlingarna. Forsta, tredje och
attonde kulturflaskan i forsta raden ar kulturer med svér stressbehandling; andra, fjarde och sjunde
kulturflaskan dr kulturer med kontrollbehandling; femte och sjitte kulturflaskan &r kulturer med mild
stressbehandling. Volymen avviker i tredje och sjétte kulturflaskan eftersom de anvéndes i
spektrofotometerns blankkorrigering, hade ingen tillsats av S. marinoi, och ddrmed ingen avlagsnad
volym frén provtagning.
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