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Abstrakt

En okad minsklig paverkan har forindrat omstindigheterna i Ostersjon, vilket
paverkar hela ekosystemet. Primarproduktionen som haller upp ekosystem paverkas
ocksa av dessa forandringar. Skeletonema marinoi ar en kiselalg som dominerar
varblomningen i de tempererade omraden vilket innebdr att det &r en viktig
primérproducent. I denna studie har jag véackt upp vilostadier av S. marinoi fran aren
1963, 1990 och 2019 och utsatt dem for olika temperaturbehandlingar. Jag antog att
isolaten fran 1963 skulle prestera bést 1 laga temperaturer och isolat fran 2019 1 hoga.
Det visade sig att 1963 isolaten presterade bést i den ldgre temperaturen men att inte
tillrackligt hoga temperaturer anvénts for att 2019 skulle prestera bést. For att se ifall
det skett en fenotypisk fordndring sedan 1963 jimfordes cellstorleken och det visade
sig att celler frdn 1963 var storst och celler fran 2019 minst. Resultaten visar att det
skett en fordndring i populationen under 1900-talet och att det finns en stor genetisk
variation inom en population vilket kan hjélpa populationen att anpassa sig till framtida
forandring.

Nyckelord: Skeletonema marinoi, vilostadier, temperaturanpassning

An increased human impact has changed the conditions in the Baltic Sea, which affects
the entire ecosystem. Primary production that sustains ecosystems is also affected by
these changes. Skeletonema marinoi is a diatom that dominates the spring bloom in
the temperate areas, which means that it is an important primary producer. In this
study, I have resurrected resting stages of S. marinoi from the years 1963, 1990 and
2019 and subjected them to various temperature treatments. I assumed that the isolates
from 1963 would perform best in low temperatures and isolates from 2019 in high
ones. The experiment showed that the 1963 isolates performed best in the lower
temperature, but that applied high temperatures were not high enough for 2019 isolates
to perform best. To see if there has been a phenotypic change since 1963, the cell size
was compared, and the experiment showed that cells from 1963 were the largest and
cells from 2019 the smallest. The results show that there was a change in the population
during the 20th century and that there is a great genetic variation within a population,
which can help the population to adapt to future change.

Keywords: Skeletonema marinoi, resting stages, temperature adaption



1.0 Inledning

Marina ekosystem uppehalls av primédrproduktionen diar energin flodar frén
primirproducenterna upp till toppredatorerna (Doney et al., 2011). Marina mikroalger
star for ungefar hélften av virldens primérproduktion och de &r ocksa viktiga 1 andra
biokemiska cykler (Schliiter et al., 2016). Under antropocenen har en allt storre
minsklig paverkan orsakat allvarliga konsekvenser for detta ekosystem. Den allt storre
koldioxidkoncentrationen 1 atmosfiaren fOrsurar haven, och dessutom  stiger
temperaturen. Hogre temperaturer bidrar till en stigande havsniva, mindre havsis,
rubbningar 1 havsstrommar och dértill kan varmare vatten binda mindre syre (Doney
etal., 2011). Det uppskattas att havstemperaturen i Ostersjon kommer att stiga med ca
1-4 grader i medeltal mellan &ren 2000 och 2100 (Neumann, 2010). I en studie
(Réisdnen, 2017) dir man gjort projektioner pd hur klimatet kommer att férdndras har
man fitt varierande resultat men i allminhet kommer temperaturen att stiga i hela
virlden. D4 man ser pa Ostersjon visade det sig att vissa projektioner antyder att
temperaturen kommer att sjunka over hela virlden medan andra projektioner forutspér
att temperaturkningen kommer att vara dubbelt sa stor som vérldens medeltal. Det
finns ocksa skillnader 1 temperaturdkningen beroende pa arstid; under sommaren
kommer temperaturfkningen att vara mycket mildare 4n under véren (Réisénen,
2017). Det har visat sig att det redan skett en temperaturdkning i Ostersjon och den &r
en av de allvarligaste 6kningar jamfort med andra hav 1 vérlden (Reusch et al., 2018).
Denna temperaturokning kan pdverka mikroalgernas blomning i allménhet; speciellt
under véren kan deras biomassa pdverkas av hogre temperaturer (Sommer,
Lengfellner, 2008). D& det galler mikroalger har det visats att en hogre temperatur
paverkar cellstorleken och gor cellerna mindre. Detta kan rubba balansen i
ekosystemet eftersom mikroalgernas biomassa minskar dd de blir mindre och
jamvikten i ekosystemets biomassa mellan populationer forvrangs (Yvon-Durocher et
al., 2011).

Skeletonema marinoi ar en kiselalg som potentiellt kan paverkas av dessa fordndringar.
S. marinoi dr en av de vanligast forekommande mikroalgen under varblomningen i
tempererade omraden vilket betyder att den dr viktig for andra organismer, bland annat
som fodokalla for djurplankton. DA tillvaxtforhéllanden forsdmras bildar S. marinoi

vilostadier som sjunker till bottnen dér de kan bevaras 1 flera decennier (Harnstrom et
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al., 2011). Tack vare detta kan man fa reda pad om arten har anpassat sig och hur den
forandrat sig genetiskt (Rengefors et al., 2017). Dessa vilostadier bidrar till den
genetiska méngfalden av arten da de aterinfors till vattenkolumnen. Detta genetiska
material kan ocksd anvéndas till att aterspegla olika variabler sasom klimat eller
minsklig paverkan i ett omrdde (Harnstrom et al. 2011).

Det finns dock skillnader i anpassning, dvs en algstam som utsdtts for
miljoforhallanden som dr ovanliga for arten, kan anpassa sig fenotypiskt och detta
skulle inte vara en genetisk fordndring. For att en organism ska kunna anpassa sig
genetiskt maste en gynnande mutation uppstd som sedan fors vidare till nésta
generation. Populationen kan ocksé ha en stort genetisk mangfald vilket ger en storre
sannolikhet att ndgon 1 populationen béar pa en gen som kan underlétta en specifik
stressfaktor (Bijlsma, Loeschcke, 2005). Organismer kan dndra sitt beteende, fysiologi
eller morfologi beroende p& miljon de lever i (fenotypisk plasticitet). Dessa
fordndringar okar organismens fitness och kan likna evolutionéra anpassningar. Dessa
anpassningar dr dock helt beroende pa var organismen lever och 1 vilka forhallanden.
Forst sedan dd en fordndring eller en mutation sker i organismens arvsmassa som
gynnar den i stressfyllda miljoer kan man tala om evolution (Latta, 2010).

Evolution, fitness och anpassning &r uttryck som tenderar dverlappa varandra. I en
lokal population finns det ett urval {or individer som klarar av omstdndigheterna i sin
egen miljo bést, oberoende av hur dessa egenskaper skulle paverka populationen 1
andra miljoer. Detta leder till att lokala genotyper 1 sin egen milj6 har hogre fitness dn
andra genotyper fran en annan milj6. Denna process leder till en lokal anpassning, men
kan ocksd hindras av genetiskt flode och drift, naturligt urval pga. en tillfillig
miljovariabilitet och genom en brist pa genetisk mangfald. Anpassning ér generellt sett
ett fenotypiskt sdrdrag som har uppstatt via naturligt urval. For att kunna avgéra om
det handlar om anpassning méste man kunna jimfora en population med dess “mindre
anpassade” forfader (Kawecki, Ebert, 2004).

Eftersom S. marinoi ér en viktig art for ekosystemet dr det betydelsefullt att veta hur
den forhaller sig till de allt snabbare forindringarna i miljon. Ar det méjligt for S.
marinoi att anpassa sig till dessa forhallanden? I en studie av O'Donnell et al. (2018)
visade de att kiselaglen Thalassiosira pseudonana kan anpassa sig olika
temperaturforhdllanden. Experimentet pagick i 350 generationer i en hdg temperatur

(31 °C ) och en lag temperatur (16 °C). Efter experimentet visade det sig att



populationen fran den hdgre temperaturen hade hogre tillvédxt i hoga temperaturer an i
den laga och att populationen fran den 1dga temperaturen hade hogre tillvéaxt i den laga
temperaturen dn 1 den hoga (O'Donnell et al., 2018). Detta visar att det kan ske en
snabb anpassning till temperatur. Denna undersokning gar ut pd att utsitta
ateruppvickta isolat av S. marinoi frén aren 1963, 1990 och 2019 for olika
temperaturer for att se vilka isolat & mer temperaturtiliga. Genom att anvinda
vilostadier anvinder man mikroalger som &r anpassade till de forhallanden som varade
da de levde. Detta gor att man kan se hur populationen fordndrat sig istillet for att
utfora experiment pa tvd populationer frdn nutiden och sedan se skillnaden mellan
dem. Det har gjorts en liknande studie av Yousey et al. (2018) dér de aterupvécker
vilostadier fran en Daphnia pulicaria population. De utsatte populationer fran tre olika
tider for olika temperaturer (26-38 °C) och det visade sig att populationen som levt i
nutid hade en hogre dverlevnad i de hdgre temperaturerna i1 jamforelse med de andra
populationerna som var dldre (Yousey et al., 2018). I detta experiment undersoks om
S. marinoi isolaten frén ar 2019 dr mer temperaturtaliga @n isolaten fran 1963 och
1990. Detta kan betyda att mikroalgerna har anpassat sig till de fordndrade
forhéllandena och kan klara sig med en fortsatt exponering av stress. De olika
temperaturnivderna som anvinds for experimenten motsvarar forhallanden under aren
1963, 1990 och 2019. For att skapa en dnnu béttre uppfattning om hur stress paverkar
S. marinoi frén de olika tidsperioderna undersdks dven deras cellstorlek. Detta ger
information om hur de olika isolaten fenotypiskt reagerar pa de olika temperaturerna.
Fastén experimentet utfors under laboratorieforhallanden sé &r de mikroalgeralger som
anviands sd gott som “naturliga”. Kulturerna har alltsd inte hallits vid liv i
laboratorieforhallanden 1 flera ar eftersom de kan anpassa sig till dessa forhdllanden

och antagligen forvringa resultaten.

1.1 Fragestallning

1) Har kiselalgen Skeletonema marinoi anpassat sig till temperaturforandringar
under 1900-talet?

2) Finns det en skillnad i cellstorlek mellan temperatur och &r?



1.2 Hypoteser

1) Isolat fran aren 1963 har en hogre tillvaxt dn isolaten fran 2019 i de lagre
temperaturerna

2) Celler fran 2019 ar mindre eftersom de ar anpassade till varmare temperaturer

2.0 Material och metoder

2.1 Féltprovtagning
Sedimentkarnor samlades in vid Haverd 1 Skédrgardshavet, Finland (60.24N, 22.04E)

(Figur 1A) den 21 april 2020. Sammanlagt togs fyra sedimentkdrnor (HAVI1-HAV4).
I detta arbete fortsatte alla analyser med HAV 1-kédrnan. Sedimentkérnorna samlades
in med hjélp av en sedimentprovtagare (Figur 1B). Provtagaren bestér av ett ihaligt ror
av plexiglas med tyngder upptill. Roret sinktes ner till bottnen s att det sjonk in i
sedimentet (ungefdr 50 cm) varefter ett lock slot toppen av roret s att sedimentet togs
till vara. Roret drogs upp till ytan didr en propp sattes pa botten av roret.
Sedimentprovtagaren sattes dérefter pa en metallstillning som mojliggjorde noggrann
skivning av sedimentkirnan. Kédrnan skivades i 2 cm:s lager som provtogs med en sked
endast fran mitten av kdrnan for att undvika kontamination fran andra lager i kdrnan.
Detta kriavdes eftersom sedimentet pa utsidan av kdrnan kunde ha stannat pa plats da
sedimentet tryckts upp ur roret. Allt 6verlopps sediment skrapades bort fran dndan av
roret med en spackel varefter nista lager provtogs. Mellan provtagningar rengjordes
skeden och spackeln med etanol (70 %) och MilliQ-vatten. Sedimentproven sattes i
plastpdsar som tillslots under vatten for att fi med sé lite luft som mgjligt. Proverna

transporterades nedkylda till Biocity, Abo dir de forvarades i mérker i +8 °C.
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Figur 1. A. Provtagningsplats (r6d prick) i skirgérdshavet vister om Havero (Koordinater:
60.24N, 22.04E). B. Sedimentprovtagare pa metallstillningen (modifierad fran Schonfeld
(2011)).

2.2 Uppvickning av S. marinoi

For att vicka upp S. marinoi ur sedimentet sattes ca 0,5 g (Tabell 1) av sedimentet i
ett Falconrér med 50 ml tillvixtmedium f/2+Si (Guillard, 1975). Tillvixtmediet
blandades med filtrerat naturligt havsvatten dit det tillsattes naring. Roret skakades om
tills sedimentet var 16st. Tva ml av 16sningen pipetterades i brunnar i en NUNC 24-
halsplatta som l&g pa is. Plattorna inkuberades i 4 °C, i en 12:12 ljus-morkercykel med
en ljusstyrka pa 80 umol m? s, Fér att se ifall S. marinois viloceller hade vaknat till
liv undersoktes plattorna med mikroskop (Leica DMI3000 B) med ca tva dagars
mellanrum. Detta gjordes genom att pipettera sedimentldsningen i ett objektglas med
brunn (Utermoéhl-chamber). De forsta mikroalgerna som vaknade till liv var
Coscinodiscus sp. och Synedra ulna. Efter ca tva veckor kunde de forsta S. marinoi

kedjorna observeras.

Tabell 1. Médngden sediment som anvéndes ur de olika lagren 1 HAV1I.

Sediment, va 4 25 30- 32 34 36- 38 40- 42- 44- 46
em 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Massa(g) (0,55 0,51 0,54 0,55 0,51 0,47 0,50 0,62 0,69 0,59 0,57 0,53




2.3 Isolering av S. marinoi
Da S. marinoi syntes i brunnarna isolerades ca 24 cellkedjor per sedimentlager. Detta

gjordes med en mikropipett under mikroskop (Nikon Diaphot TMD Inverted Tissue
Culture Microscope) genom att en cellkedja 6verfordes fran brunnen till en droppe
/2+S1 medium. Frén droppen flyttades cellkedjan till en ny droppe tills alla andra
algceller eller rester av synligt organiskt material var borta, sa att endast en cellkedja
av S. marinoi aterstod i droppen. Cellkedjan sattes 1 en egen brunn med 2 ml f/2+Si
medium. Plattorna inkuberades i samma forhallanden som under uppviackningen. Efter
ca en vecka granskades brunnarna for att f6lja med om S. marinoi hade 6kat i mangd
eller om det fanns kontaminationer i form av andra mikroalger. I de brunnar dir det
endast forekom cellkedjor av S. marinoi flyttades hela brunnens innehall till 50 ml:s
cellkulturflaskor med 10 ml f/2+Si for att acklimatiseras. Efter en vecka fylldes dessa
flaskor upp till 40 ml med f/2+Si. Dessa klonala cellkulturer uppritthdlls tills de
anvindes for experimentet genom att 6verfora 5 ml cellkultur till en ny flaska med 35

ml f/2+Si ungefér var fjarde vecka.

2.4 Datering av sedimentkdrnan
For datering av de olika lagren 1 HAV1 gjordes en Loss on Ignition-analys (LOI) vars

resultat (halten av organiskt material) kunde jamforas med halten av organiskt material
med tidigare LOI-analyser av en annan sedimentkérna frdn samma provtagningspunkt
(Jokinen et al., 2018). Denna tidigare sedimentkidrna hade dven daterats med hjalp av
137Cs som dr en mer exakt dateringsmetod for t.ex. marina sediment. For att reda ut
méangden organisk halt i HAV1 sattes ungefér en g av sediment per lager 1 en degel.
Sedimentet torkades 1 105 °C 1 ca 20 timmar varefter det sattes i1 en brannugn 1 550 °C
1 tvd timmar och 30 minuter. Efter att proven tagits ur brinnugnen kyldes de ned i en
torkanordning i en timme. Mellan alla dessa skeden mattes degeln for att kunna
bestimma vétvikt, torrvikt och till sist hur mycket som blivit kvar efter att det

organiska materialet hade brénts bort (Tabell 2).



Tabell 2. Méngden sediment som anvindes for LOI- analyser ur de olika lagren i
HAV1.

Torrvikt,g | Sediment, g
Djup, cm |Vatvikt, g
(Efter 105°C) | (Efter 550°C)

0-2 0.683 0.315 0.282

2-4 1.786 0.347 0.309

4-6 1.606 0.395 0.353

6-8 1.342 0.292 0.264
8-10 1.286 0.341 0.308
10-12 1.413 0.354 0.322
12-14 1.530 0.374 0.333
14-16 1.875 0.486 0.439
16-18 1.227 0.316 0.286
18-20 1.377 0.399 0.363
20-22 1.443 0.381 0.343
22-24 1.697 0.455 0.408
24-26 1.271 0.293 0.264
26-28 1.318 0.365 0.331
28-30 1.042 0.282 0.254
30-32 1.288 0.342 0.306
32-34 1.796 0.432 0.387
34-36 1.229 0.298 0.266
36-38 1.284 0.326 0.291
38-40 1.486 0.370 0.332
40-42 1.808 0.501 0.452
42-44 1.431 0.377 0.341
44-46 1.646 0.401 0.363
46-48 1.214 0.342 0.306

2.5 Estimering av cellkoncentrationer
For att fa en specifik cellkoncentration i borjan av ett experiment maste cellméngden

1 varje grundkultur rdknas. Detta gjordes genom att pipettera en ml av grundkulturen
till ett cellrdkningsglas med 1000 rutor (sedwick rafter counting chamber). Ifall
grundkulturen vuxit vdl maste samplen spddas ut 1:10, medan grundkulturer som inte
vuxit vél kunde pipetteras direkt till cellrdkningskammaren. For att kunna uppskatta
cellkoncentrationen riknades x antal rutor tills 300 celler rdknats. Med hjélp av dessa
viarden kunde cellkoncentrationen i grundkulturen uppskattas for att kunna starta

experiment med en specifik cellkoncentration.



2.6 Kurvor for in vivo fluorescens av klorofyll a och

cellkoncentration
For att kunna jdmfora fluorescens-virden med celler/ml-virden gjordes en

standardkurva for hur mycket fluorescens en viss médngd mikroalger hade. Detta
gjordes for varje isolat enskilt (Figur 6. Bilaga). Nya cellkulturer startades 1 50 ml:s
kulturflaskor med 5 ml av en gammal kultur och 35 ml £/2+Si. Flaskorna inkuberades
1 samma forhallanden som tidigare; efter tva veckor riknades cellkoncentrationen for
varje isolat. Fyra olika cellkoncetrationer gjordes for varje isolat: 10000, 50000,
100000 och 200000 celler/ml. Av dessa l6sningar pipetterades 300 pl i brunnar pa en
96 hals platta (Corning 96 Flat Bottom black, clear bottom Polystyrol). Plattan
analyserades i en Tecan infinite 200pro och instdllningar specifieras i bilagan.
Eftersom fluorescens-viarden korrelerade med celler/ml-virden kunde analyserna

utféras med fluorescens-virden .

2.7 Experimentupplagg

Till experimentet anviandes isolat fran lagren 2-4, 28-30 och 46-48. Experimentet var
upplagt sa att det fanns fyra replikat av varje isolat och sju isolat fran varje ar (1963,
1990 och 2019). Dértill fanns det tolv kontroller som endast innehdll f/4+Si (Tabell
3). Tillsammans blev det 96 flaskor for varje temperatur (6 °C, 8 °C, 10 °C, och 14
°C). En vecka fore experimentet startades nya grundkulturer (som viaxte 1 {/2+S1) som
skulle anvédndas till experimentet. Detta gjordes genom att Gverféra 5 ml av
grundkulturen till en 50 ml:s kulturflaska med 50 ml {/4+Si. Ifall ett isolat inte hade
vuxit tillrackligt dverfordes 10 ml av grundkulturen. Startkulturerna sattes 1 f/4+Si for
att acklimatisera dem till experimentforhallanden som genomfordes i f/4+Si. De nya
kulturerna inkuberades i samma temperatur-och ljusforhallanden som beskrivits
tidigare. Startkoncentrationen for varje isolat var 10 000 celler/ml. Vissa isolat vixte
sdimre 4n andra och for att na 10 000 celler/ml maste mer dn 5 ml tillsdttas i
experimentflaskorna. I dessa fall (1-2 kulturer) tillsattes endast 5 ml av startkulturen
for att inte fa en allt for stor skillnad 1 méngden tillvixtmedium mellan de olika
isolaten. Flaskorna sattes i ett odlingsskép (Sanyo, MLR-352-PE Climate Chamber)
med en av de bestimda temperaturerna och med en 12h ljus-morkercykel med

ljusstyrkan p& 100 pmol m™ s™'. For att folja med tillviixten under experimentets gang



mittes in vivo fluorescens av klorofyll a i varje isolat dagligen. 300 pul av respektive
isolat pipetterades till en egen brunn pd en 96-halsplatta (Corning 96 Flat Bottom
black, clear bottom Polystyrol). Plattan analyserades med samma instrument som
anvéndes vid skapandet av standardkurvorna och med samma instéllningar. Resultaten
analyserades i Rstudio, och da en minskning i den exponentiella tillvixten kunde
observeras, avslutades de isolat som foljaktligen hade nétt stationir fas. En ml av
samtliga replikat av ifrdgavarande isolat pipetterades i ett Eppendorfrér (1,5 ml). En
droppe surgjord Lugol -16sning tillsattes 1 eppendorfroret och de forvarades 1 morker
(+8 °C) for senare undersokning. En del av Lugol-samplen skickades till Tallinn

(Tallinn University of Technology) dir deras cellstorlek méttes.

Tabell 3. Schema for métning av in vivo fluorescens av klorofyll a pa 96-hélsplattan.
Algisolaten och kontroller dr utsatta i slumpmaéssig ordning. Forst nimns fran vilket
sedimentdjup isolaten hdrstammar fran (ex. 28-30) och sedan ndmns isolatets egna kod

(t.ex. 03).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 247 [ 24 28-30] 24 [28-30 2-4 12830 24 | | 24 | 24
05 09 | 03 | 06 | 02 | 05 04 | 08 1113

28-30{46-48:28-30:46-48 2-4 146-48i28-3028-30:46-4846-48:28-30{46-48

Bl 7 03 o2 o1 11 05 17 08 | 06 | 02 | 08 | 03
54 A AT 24 4648 >4 5.4 32830 4648
Cloc 10 06 0 06 X oo K0 o4 05 K
|28-30 4648 28-30 46-48 28-30 46-48 46-48 2830 4648 4648 2-4 4648
06 05 08 03 03 09 08 05 02 0l 05 03
58-30 547 24 o4 54 T 4643 38.30146-48
Elos K oios 10 bos X 10 08 08 K06 09
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2.8 Mitning av cellstorlek

Lugol-samplen frén experimentet blandades om med att suspendera med en pipett
varefter en ml av ldsningen pipetterades till ett cellrdkningsglas dér de 1dmnades for
att lagga sig1 15 minuter. En {f6rstoring pd 200 anvéndes for att ta 10 bilder frn bottnen
av cellrdkningsglaset for att sedan mita 5 celller per bild. Ifall det var nddvéndigt togs
fler bilder av samplet. Cellens bredd och lingd méttes mha ett mikroskop (Olympus

IX 51), bildanalys (Olympus cellSens Dimension imaging software) och kamera
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(Olympus U-CMAD3 Digital Camera). Cellerna som méttes valdes slumpmaéssigt och
endast en cell per kedja méttes. Membranet som binder ihop tva celler rdknades inte

med (Karlson, Cusack & Bresnan, 2010).

2.9 Statistiska analyser

2.9.1 Datering av sediment
For att kunna datera sedimenten som anvandes i1 detta experiment gjordes en LOI-

analys (Loss on ignition). Resultaten fran LOI-analysen jimférdes med tidigare
resultat frin samma provtagningspunkt dir man daterat sedimentkirnan med '3’Cs-
metoden i kombination med LOI-analys (Jokinen et al., 2018). Resultaten fran den
tidigare analysen kan korreleras med resultaten som fétts frdn den egna LOI- analysen.

De tvé olika datamaterialen jamfordes med Pearsons korrelation.

2.9.2 Dagar till stationdr fas
Datat visualiserades med en QQ-plot (quantile-quantile plot) diar man kunde se att det

inte var normalfordelat. Eftersom datat inte var normalfordelat analyserades det forst
med en GLM (General Linear Model) dir man analyserade hur temperatur och
kiselalgernas alder paverkat pa hur linge det tagit isolaten att né stationér fas. Efter att

GLM analysen gjordes en tvi-vigs ANOVA (Analysis of Variance) pa resultaten.

2.9.3 Skillnader 1 tillviaxtrater mellan populationer och temperatur
For att f4 en noggrannare bild pé isolatens fitness rdknades tillvixtraterna ut med hjélp

av “growthrates” paketet i R (Petzoldt, 2019). Det riknar ut den maximala tillvixtraten
genom att anvinda alla vdrden fran de olika méitningarna som gjordes under
experimentets gang. For att se ifall temperatur och de olika isolaten péverkar
tillvixtraterna gjordes statistiska analyser. D& datat visualiserades med en QQ-plot
visade det sig att det inte var normalférdelat. En GLS (Generalized Least Squares)
anviandes for att se ifall isolat och temperatur samt interaktionen mellan dem péverkar
tillvaxtraterna. Genom att kora olika GLS-modeller och jaimfora deras AIC (Akaike
Information Criterion) varden kunde den ritta modellen som passade datat bést véljas

ut. Efter GLS-analysen gjordes en tva-vigs ANOVA pa GLS-resultaten.
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2.9.4 Cellstorlek

Cellstrorlekdatat visualiserades med en QQ-plot och det visade sig att det inte var
normalfordelat, dessutom gjordes ett Shapiro test som visade att datat inte godkinde
kraven for homogenitet. Datat analyserades med en GLM varefter det analyserades
med en tva-vigs ANOVA. I ANOVA:n undersoktes ifall temperatur och isolaternas

alder, samt interaktionen mellan dem paverkar cellstorleken.

3.0 Resultat

3.1 Datering av sediment
D4 datat jimfordes med en Pearsons korrelation (Figur 2) visade det sig att det

korrelerar med datat fran tidigare undersokning (p<0.05) och korrelationskoefficienten

ar 0,5547074.

Loss of Ignition (LOI)

' ' '
30 40 50

Sedimentdjup

Figur 2. Jimfor LOI-vidrden fran de olika djupen i sedimentkédrnan. Den bléda linjen
representerar viarden fran den sedimentkérna som anvints 1 experimentet, den jaimfors
med den rdda linjen som dr véirden frdn Turun Yliopisto (Jokinen et al., 2018).
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3.2 Dagar till stationar fas

Det visade sig att bade temperatur och mikroalgens élder paverkar pa hur ldnge det tar
for mikroalgen att na stationdr fas(p<0,05). Dock spelade temperaturen en storre roll
an mikroalgens alder. Sambandet mellan temperatur och alder paverkade ocksa pa hur
lange det tog for isolat att na stationdr fas, men detta samband paverkade inte lika
mycket (p=0,001786) som variablerna paverkat enskilt (Tabell 1, bilaga). I allmidnhet
tog det ladngre tid att né stationdr fas for isolaten frdn 2019 da man jamfor med 1990
och 1963 isolaten. Isolaten fran 1990 var aningen snabbare dn 2019 isolaten medan

isolaten fran 1963 i allménhet var snabbast (Figur 3).

Ar 8 1963 B3 1990 E3 2019

20 D|

15

| _ an

Dagar

Temperatur, °C

Figur 3. Visar hur lédnge det tagit att nd stationdr fas i de olika temperaturerna (6, 8, 10
och 14 °C) for ett érs isolat. Lila visar isolaten frdn 1963, gron fran 1990 och gul frén
2019.

3.3 Effekten av temperatur pa tillvdxt hos olika populationer
For att kunna se ifall det finns en skillnad mellan isolaten i olika temperaturer

visualiserades mitvdrden frdn experimentet. Resultaten visar att det finns en skillnad
mellan fluorescens-viarden i1 de olika temperaturerna. I allmédnhet var de slutliga
fluorescens-virdena frdn temperaturerna 6 och 14 °C liknande och s& hade
temperaturerna 8 och 10 °C liknande fluorescens-virden. D4 man ser pa skillnader
mellan olika &r kan man se en tydlig skillnad i tillvixtkurvan mellan dren 1963 och
201916 °C. Isolaten fran 1963 har branta tillvixtkurvor medan isolaten frdn 2019 har

en langsammare tillvaxt i borjan (Figur 4, Bilaga).
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Da tillvixtraterna visualiserades kunde man se en tydlig skillnad mellan
temperaturerna, ju hogre temperatur desto hogre tillvixtrater ndddes (Figur 4). Detta
gillde for isolat frdn alla &r. Grafen visar ocksa att isolaten frdn 1963 och 1990 i
allménhet har hogre tillvéixtrater i 1agre temperaturer vilket var vantat. Dock fortsétter
denna trend dven i den hogsta temperaturen (14 °C) dér isolaten frdn 1963 och 1990
fortfarande har hogre tillvixtrater dn isolaten fran 2019. I den ligsta temperaturen
nadde isolaten fran 1963 den hogsta tillvéxtraten, de foljdes av isolaten fran 1990 och

isolaten fran 2019 som hade det ldgsta vardet av de tre artalen.

Ar # 1963 €3 1990 E3 2019

0.8

06 i @ o o
| = | : -
.I . O .
L] - r ° OI

Tillvaxtrater

o

0.4

0.2

6 8 10 14
Temperatur, °C

Figur 4. Tillvéxtrater av fluoresence data for de olika isolaten 1 olika temperaturer (6,
8, 10 och 14 °C). Lila symboliserar tillvixtvéarden for isolat frdn 1963, gron frén 1990
och gul frén 2019.

Anova resultaten visade starkt signifikanta resultat, dvs temperatur (F=802,171
p<0.0001) och ar (F=327,468 p<0.0001) samt att interaktionen mellan dem
(F=102,064 p<0.0001) har en inverkan pa tillvixtraterna (Tabell 2, bilaga). Detta

innebdr att det finns skillnad mellan aren och att temperatur spelar en viktig roll.

Da man ser pa tillvéxtraternas standardavvikelse dr de relativt lika mellan aren vid 14
°C medan det inte finns monster 1 de andra temperaturerna. D4 man ser aren enskilt
vid de olika temperaturerna finns det endast en vdxande trend med stigande temperatur

for aren 2019 medan det inte finns ett monster for de andra artalen (Figur 5).
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Figur 5. Mumax standardavvikelse for de olika aren (1963,1990 och 2019) 1 olika
temperaturer (6, 8, 10 och 14 °C).

3.4 Cellstorlek

Data visualiserades for att se ifall cellerna frén 2019 ar minst och det visade sig att de
i allménhet var mindre an cellerna fran de andra aren (Figur 6). Cellerna fran 1963
var storst vid temperaturerna 6, 8 och 14 °C, cellerna fran 1990 var mittemellan
forutom vid 10 °C dir de hade storst celler. Hypotesen stimde for alla temperaturer
forutom 10 °C, dér cellerna frdn 1990 var storst foljda av cellerna frdn 2019 och
cellerna fran 1963 kom sist. Man ser en tydlig skillnad i cellstorlek mellan de olika

aren men ddremot har temperatur inte en tydlig paverkan péa cellernas storlek.
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Figur 6. Cellstorlekarna (um) fran de olika éaren i olika temperaturer (6, 8, 10 och 14
°C). Lila symboliserar mymaxvirden for isolat frdn 1963, gron frdn 1990 och gul frén
2019.

Anovaresultaten visade att beroende pa fran vilket &r isolaten ar paverkar de signifikant
cellstorleken (p=0,002). Detta géllde dock inte for temperatur (p=0.735), men daremot
var interaktionen mellan temperatur och ér signifikant (p=0.029)(Tabell 3, bilaga).

4.0 Diskussion

4.1 Dagar till stationér fas

Man kunde se att isolaten fran 2019 i allmédnhet behovde langre tid att né stationdrfas
an isolaten fran 1990 och 1963. Detta kan bero pé att det alltid fanns nagra isolat frén
2019 i varje temperaturbehandling som inte hade vuxit ordentligt innan experimentet
sattes igang. Vad detta beror pd ar oklart men dessa isolat hade en lig tillvaxt i
experimentet och kan ha forvriangt resultaten sa att isolaten fran 2019 krévde en langre
tid for att na stationdrfas. Ifall alla isolat hade vuxit pd liknande sétt skulle resultaten
eventuellt vara annorlunda och mer jimna. En annan orsak till att isolaten fran ar 2019
behovt langre tid att nad stationdrfas dr antagligen pd grund av att inte optimala
temperaturer anvénts i1 experimentet. Detta skulle innebéra att isolaten frén ar 2019 &r
battre anpassade till hogre temperaturer men eftersom 14 °C var vart experiments
hogsta temperatur kan man omdjligt séga att detta stimmer. Isolaten fran alla ar har

ockséd nétt stationirfas snabbare med stigande temperatur, vilket betyder att dessa
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temperaturersom anvints i experimentet formodligen inte varit tillrdckligt hoga. Med
en hogre temperatur kunde man kanske se en storre skillnad mellan &r och de éldre
isolaten skulle eventuellt behdva mer tid att nd stationdrfas eftersom de inte dr
anpassade for sa hoga temperaturer. | ett relaterat experiment som kordes samtidigt
men med 26 °C dog alla isolat forutom ett frdn ar 2019. Denna temperatur var for
extrem men resultat fran temperaturer mellan 14 och 26 °C skulle kunna visa storre
och tydligare skillnader mellan isolaten fréan aren 2019, 1990 och 1963. En orsak till
att resultaten har samma trend 1 olika temperaturer kan bero pa att det endast fanns en
stressfaktor. I naturliga forhéllanden forekommer fler variabler sa som niring och ljus
som kan paverka tillvixten av mikroalgerna. Ifall mer naturliga forhéllanden skulle ha
anvants skulle vissa isolat varit mer stressade &n andra och man skulle eventuellt se en
storre variation mellan isolat eftersom det finns fler stressfaktorer.

I en studie av (Vidoudez, Pohnert, 2019) undersoktes metabolismen i
olika tillvéxtstadier i en stam av S. marinoi. De kom fram till att det finns en stor
variation 1 metabolismen mellan tillvéxtstadier (Vidoudez, Pohnert, 2019). I denna
undersdkning sag jag endast pd hur ldnge det tog for ett isolat att né stationirfas men
det skulle vara intressant att se hur de olika isolatens metabolism skiljer sig och om
det skett en fordndring sen ar 1963. Man kan nu redan se att det finns skillnad mellan
ar och temperatur genom att se pa hur snabbt isolaten nar stationérfas. Dessutom skulle
det ge en insikt pa metabolismen 1 olika temperaturer och ifall det finns tydliga trender

sedan 1963 skulle man kunna forutsdga hur S. marinoi reagerar 1 framtida scenarion.

4.2 Tillvaxtrater

Som redan tidigare ndmnts ser man dven hér att isolaten fran 1963 och 1990 har hogre
tillvixtrater 1 alla temperaturer vilket inte var véntat. Detta kan tyda pé att S. marioni
har en bred temperaturtolerans och att inte tillrackligt hoga temperaturer anvéndes i
experimentet for att kunna bevisa att isolaten fran ar 2019 dr mer temperaturtdliga dn
de dldre isolaten. I en studie av Anderson och Rynearson (2020) visar de att S. marinois
optimala temperatur ligger vid ca 22 grader, vid denna temperatur ar tillvixtraten som
hogst och da temperaturen okar sjunker tillvaxtraten drastiskt (Anderson, Rynearson,
2020). Ett problem kan vara att 14 °C inte &r tillrdckligt hogt for att isolaten fran 2019
skall kunna véxa snabbare dn de &dldre isolaten. For att fa svar pa detta borde

experimentet utforas i ett antal hogre temperaturer eller sé skulle man tillsdtta en annan
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stressfaktor. I en studie av Suzuki och Takahashi (1995) undersoktes tillvixten av olika
kiselalger 1 olika temperaturer varav S. marinoi var en av dem. Alla kiselalger hade en
okad tillviaxt med en O0kad temperatur dnda tills de nadde sin toleransgrins varefter
tillvixten minskade drastiskt. Optimala temperaturen for S. marinoi i detta experiment
var 25 grader (Suzuki, Takahashi, 1995). Detta innebér att for att fa veta de olika
isolatens temperaturgrins och kunna se ifall det finns en skillnad mellan &r méste man
se en tydlig minskning 1 tillvixtrater. For att fa reda pa de olika isloatens
temperaturnisch behdvs undersokningar 1 flera olika temperaturer s att man kan
bestimma den optimala temperaturen och den nedre samt dvre toleransgriansen. For
isolaten fran 2019 var tillvixtraterna i temperatur 10 och 14 °C ganska liknande men
man kunde inte se en minskning. Ifall man vill veta isolatens toleransgrins krivs
experiment med hogre temperaturer.
D& man ser pa den ldgsta temperaturen (6 °C) s& har de dldsta isolaten hogsta
tillvaxtraten, de yngsta isolaten det légsta och isolaten fran 1990 dr mittemellan. Dessa
resultat var forvantade oss och tyder pé att dldre isolat &r béttre anpassade till ligre
temperaturer. Detta monster fortsétter dock inte i de hogre temperaturerna. I de andra
temperaturerna byter isolaten frdn 1990 plats med isolaten frdn 1963. Detta skulle
betyda att 6 °C och lagre gynnar de édldsta isolaten men redan vid 8 grader &r isolaten
fran 1990 battre anpassade och isolaten frdn 1963 har en ldgre tillvaxtrat.
En annan sak som dr intressant dr att fastin isolaten frén 2019 vixer sdmst 1 alla
temperaturer si vixer de fortfarande, vilket kunde tyda pa att de kan ha en véldigt bred
tolerans. Detta skulle dock ocksa kunna vara ett faktum for isolaten fran 1963 och 1990
men pa grund av att inte tillrackligt hoga temperaturer anvénts sé ar det svirt att siga.
Sist och slutligen dr skillnaderna 1 tillvaxtrater mellan de olika aren inte sa stora och
dd temperaturen dndras sa Okar tillvixtraterna for isolaten fran de olika dren ganska
liknande. Detta innebdr att man kan se att det finns skillnader mellan aren men att de
beter sig ganska liknande i de olika temperaturerna

Det ér ocksd intressant att se pa isolaten enskilt frén de olika dren (Figur
5. Bilaga), alla har lite olika tillvéxtrater. Detta kan innebdra att dven inom en
population finns det individer som har sin egen temperaturnisch, vilket tyder pa att det
finns en stor genetisk diversitet. En stor genetisk diversitet ger populationen en storre

motstdndskraft och en béttre formaga att anpassa sig (Godhe, Rynearson, 2017).
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4.3 Cellstorlek

I figuren kunde man tydligt se att det fanns ett monster i cellstorleken pa olika isolat,
vilket ocksé var en hypotes, dvs att celler fran 2019 var minst och celler fran 1963 var
storst. Detta géllde i temperaturerna 6, 8 och 14 °C men inte for 10 grader. Samplen
frdn 10 °C behandlingen var svara att analysera eftersom de var delvis nedbrutna, detta
gav resultat som inte stimde 6verens med de andra resultaten. I studien av Svensson,
Norberg och Snoeijs (2014) undersoktes hur temperatur och andra stressfaktorer
paverkar kiselalgers cellstorlek. Ett av deras resultat visade att cellstorleken i en
population minskade med 2,9% och 3,3% per 6kande °C (Svensson, Norberg &
Snoeijs, 2014). Dessa resultat liknade inte resultaten frdn denna undersdkning
eftersom cellstorleken inte minskade med en temperaturdkning.

En annan studie av Yvon et al. (2011) visade det sig att pa grund av hoga
temperaturer minskar kiselalgers biomassa, detta kan rubba balansen i naringskedjor
(Yvon-Durocher et al., 2011). Fastin studien gjordes med kiselalger i en sétvattenmiljo
kan det relateras till Ostersjon. I resultaten kan man se att dagens celler ir i allménhet
mindre 4n de celler som existerade i vattenpelaren for 60 ar sedan. Dock kan det vara
svart att veta hur niringsvaven har anpassat sig till kiselalger som &r mindre och ifall

detta kan vara ett problem 1 framtiden.

4.4 Allméan diskussion
Mikroalgers fitness méts 1 form av in vivo fluorescence av klorofyll a som sedan

omvandlas till tillvéxtrat. In vivo fluorescensen motsvarar méngden celler och ifall ett
isolat har hogre fluorescens-virde @n ett annat isolat skulle det innebéra att det har
hogre fitness. Problemet med denna metod &r att man inte vet ifall fordndringen ar
genetisk eller fenotypisk. Man vet att isolaten skiljer sig men det kan vara svért att
sdga vad det beror pa. I en undersokning av Bestion et al. (2018) undersoktes
sOtvattensfytoplankton angéende deras virmetolerans i olika néringskoncentrationer.
De kom fram till att en stor mingd néring kan orsaka en hogre tolerans mot hoga
temperaturer (Bestion, Schaum & Yvon-Durocher, 2018). Eftersom {/4+Si
ndringsmedium anvindes 1 vara experiment, vilket dr en onaturligt hog
nédringskoncentration kan det vara att véra isolat &r mycket mer temperaturtéliga. Med
en ligre naringskoncentration skulle man eventuellt {4 tydligare skillnader mellan ar

och eventuellt skulle vissa isolat visa en storre stressrespons. I Bestions artikel
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undersoktes sotvattensfytoplankton men liknande resultat visades i den marina
kiselalgen Thalassiosira pseudonana i en undersokning av Thomas et al. (2017). I
denna undersokning anviande man sig av kulturer fran en kulturbank (Thomas et al.,
2017) vilket inte helt motsvarar en naturlig stam. I detta experiment anvindes naturliga
isolat, men resultaten var dnda liknande som i Bestions undersdkning. Detta kan betyda
att S. marinoi populationen i Ostersjon kan klara sig bittre pa grund av den hdga
ndringskoncentrationen (Ronnberg, Bonsdorff, 2004), dock vet man inte hur detta
kommer att utvecklas och det dr manga fler faktorer i spel dn temperatur och néring.
Fenomenet att organismer blir mindre taliga till hdga och laga temperaturer med en
mindre méngd ndring forekommer dven inom andra organismer sdsom koraller
(Wiedenmann et al., 2013), trddplantor (DeHayes, Ingle & Waite, 1989) och lax (Brett,
1971).

5.0 Slutsatser

D& man ser pa resultaten fran dessa experiment ser man att det finns skillnader mellan
de olika éaren, dvs att tillvdxtraterna var hogst i isolaten fran 1963 i1 den ldgsta
temperaturen, vilket var forvintat. I den varmaste behandlingen hade isolaten frin
2019 inte den hogsta tillvaxtraten. Cellstorlek resultaten visar ocksa att det finns en
skillnad mellan aren, dvs att celler frdn 2019 i allménhet var minst. Temperatur
paverkar cellstorleken i lika man for alla ar. Dessa resultat visar att det finns en skillnad
mellan 4r men ockséd mellan olika isolat inom ett &r och att det skett en fordndring 1 S.
marinoi populationen de senaste 60 dren. Skillnaderna inom en population fran ett
specifikt r innebér att det finns genetiskt méngfald inom populationen som gor att den
lattare kan anpassa sig till framtida fordndringar. For att f4 en dnnu klarare bild pa
dessa skillnader och hypoteser som lagts upp skulle det behdvas liknande experiment
med hogre temperaturer. Det &r inte endast temperaturen som har dndrats de senaste
aren utan andra variabler som niringskoncetrationer och ljus. For att komma sa ndra
naturliga forhdllanden innebér det att anvinda sig av fler variabler och d& kunna se hur

de olika isolaten reagerar i naturliga férhallanden.
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Bilaga
Anpassning hos kiselalgen Skeletonema marinoi till

stigande vattentemperaturer under 1900-talet

Maximilian Gareis

Installningar for Tecan infinite 200pro

Fluorescence Top Reading Mode, Multiple Reads per Well (Square (filled)) 3x3,
Multiple Reads per Well (Border) 750 um, Excitation Wavelength 425 nm, Emission
Wavelength 680 nm, Excitation Bandwidth 9 nm, Emission Bandwidth 20 nm, Gain
145, Number of Flashes 25, Integration Time 20 ps, Lag Time 0 ps, Settle Time 0 ps,
Z-Position (Manual) 20471 pm.

Temperaturforandring

5 b B A o e LD L L L D
G R S O Y

Figur 1. Temperaturforindringen i Seili, Abo skirgard. Vattentemperaturen for maj 1-

5 meters djup.
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Figur 2. Logtransformerade FL-védrden for de olika algisolaten i olika temperaturer.
De olika fargerna symboliserar de olika temperaturbehandlingarna.
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Figur 3. FL-vérden for de olika algisolaten i de olika temperaturbehandlingarna.
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Figur 4. Celler/ml vérden for de olika algisolaten i de olika temperaturbehandlingarna
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Figur 5. Plottade tillvixtrater av de olika algisolaten 1 de olika
temperaturbehandlingarna
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Figur 6. FL-vérden till celler/ml

Pearson's product-moment correlation
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data:
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alternative hypothesis: true correlation is not equal to 0

95 percent confidence interwval:
0.1949295 0.7829137
sample estimates:
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0.5547074



Figur 7. Resultat frdn korrelationsanalysen dar LOI-viarden (Loss of Ignition)

jamfordes med referenskérnans LOI-virden.

Tabell 1. Statistiska resultaten fran hur linge det tog for ett isolat att na stationdrfas.

Response: Days
LR Chisq Df pr{=Chisqg)

Year 25.938 1 3.526e-07 %u=
Temperature 100.625 1 <« 2.2e-16 %=
Year :Temperature 9.757 1 0.001786 ==
Signif. codes: 0O *##%' 0,001 ‘==’ Q.01 “*' Q.05 “." 0.1 * ' 1

Tabell 2. AIC-varden for olika GLS-modeller och anovaresultat for tillvaxtrater.

Model df ATC BIC TlogLik Test L.Ratio p-wvalue
ml 1 5 -447.0491 -428.0234 228,5245
m2 2 6 -7B89.2968 -766.4660 400,6484 1 vs 2 344.2477 <.0001
e 3 B9 -924.1253 -585.4683 551.0626 2 vs 3 300.8285 <.0001
m3 4 26 -829.8225 -730.8889 440,9112 3 vs 4 220.3028 <.0001
m5 5 BE -612.3721 -277.5202 394.1860 4 vs 5 93,4504 0.006

- anova(md) # significant interaction - no further model selection
Denom. DF: 332
numDF  F-value p-value

(Intercept) 1 14784.136 <.0001
Year 1 327.468 <. 0001
Temperature 1 802.171 <.0001
Year :Temperature 1 102.064 <.0001

Tabell 3. Statistiska resultat fran cellstorlekanalysen.

Response: Size_ave

LR Chisq Df pPr(=Chisq)
Year 10.2258 1 0.001385 ==
Temperature 0.1144 1 0.735200
Year :Temperature 4.7579 1 0.029165 *

signif. codes: 0 *#%%7 0,001 ***' Q.01 *“*' Q.05 “." 0.1 * ' 1



