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Studien undersgker hvordan den encellede mikroalgen Chlamydomonas reinhardtii pdvirkes av et forsuret
vekstmedium. Testgruppen ble forsuret med eddiksyre til pH nddde 5. Deretter ble tettheten av bdde testgruppen
og en urgrt kontrollgruppe mdlt og sammenlignet. Resultatene viste at celletettheten i testgruppen var lavere
enn i kontrollgruppen. Pa grunn av stor variasjon i datasettet ble ikke resultatene funnet statistisk signifikante.
Tendensen i forsgket indikerer likevel at ferskvannsalgen C. reinhardtii kan bli pavirket i forsuret vekstmedium.

Introduksjon

Ferskvannforsuring forekommer nar CO, og andre organiske eller uorganiske forbindelser direkte eller
indirekte forsurer vannet (Gies, 2018). Dette kan ha stor betydning for ulike gkosystem i naturen (Mills,
2017). Dette er fordi flere arter er spesialisert til & leve i et miljo med en bestemt pH-verdi (United States
Environmental Protection Agency, 2022). Dersom organismer ikke klarer & tilpasse seg en endring av pH
i sine omgivelser, kan det ende med at de der ut (United States Environmental Protection Agency, 2022).
Da vil det biologiske mangfoldet svekkes, og andre arter som er avhengig av denne arten vil kunne pévirkes
negativt (Marris, 2011).

Flere rapporter viser at det kan skje en svak endring av pH i vannet pa grunn av fritt CO, i lufta (Lauvset,
2021). Nér fri CO,-gass loses opp i H,0, dannes det karbonsyre (H,CO,). Dette er den samme reaksjonen
som skjer i havet, og som i stor grad bidrar til havforsuring (Hasler, et al., 2017). Ferskvannsgkosystemer,
derimot, er ofte omgitt av vegetasjon som binder opp mye av menneskeskapt CO, (Liikewille & Alewell,
2018). I tillegg er vekstsesongen for omkringliggende vegetasjon forlenget pa grunn av stigende tempera-
turer (Liikewille & Alewell, 2018). Dette gjor at plantene rundt vokser seg storre og formerer seg mer, noe
som gker mengden organisk karbon tilgjengelig nér de etter hvert der og brytes ned i jorda (Liikewille &
Alewell, 2018). Organisk karbon vaskes ned i innsjeer ved hjelp av nedber, og bidrar med & forsure vann-
kilden (Liikewille & Alewell, 2018; Hurd, Hepburn, Currie, Raven, & Hunter, 2009). Faktorer som bidrar
mye til forsuring er utslipp av svoveldioksid og forskjellige nitrogenoksider som trekker opp i atmosfaeren
og forer til surt regn (Litkewille & Alewell, 2018). Disse utslippene stammer ofte fra menneskelig aktivitet,
som fra fabrikkforbrenning og minedrenering (mineskylling). Det kan imidlertid ogsa forekomme store
spontane utslipp etter naturfenomener, som for eksempel et vulkanutbrudd (Simate & Ndlovu, 2014; Bhar-
gava & Bhargava, 2013; Rice & Herman, 2011).
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Alger er eksempler pd organismer som er pd bunnen av naringskjeden, hvilket betyr at de ikke spiser
andre dyr (Algae Research and Supply, 2023). Alger inngér ogsa i naringskjeden til mange dyr, og néar de
dor blir de neering til bakterier og sopp (Algae Research and Supply, 2023; Weiss, et al., 2018). Noen alger
blir kalt gkosystemingenigrer siden de opprettholder et helt gkosystem (Schubert, et al., 2020). Alger er
ogsa kritisk for at liv pa jorda skal vaere mulig siden de star for over 50 prosent av all oksygenproduksjon
(Chapman, 2010). Dersom de forsvinner, vil det kunne ha gdeleggende effekt pa andre arter, men ogsa hele
verden (Micheal Schirber, 2010). I den verste masseutryddelsen noensinne var omtrent 95 prosent av livet
ihavet, og 35 prosent av landlivet, utdedd. Man vet lite om &rsakene til masseutryddelsen for 252 millioner
ar siden mellom periodene Perm og Trias (P-T), men mye tyder pa at utryddelsen kan ha blitt forarsaket
av at algepopulasjoner dede (Micheal Schirber, 2010; Svensen, 2010). Det er derfor viktig & undersgke hva
som vil skje med ulike alger dersom de vokser og formerer seg under krevende miljgbetingelser og stress,
slik som et surt miljo.

Mikroalger er en samlebetegnelse for encellede alger. De er kjent for & produsere bioaktive forbindelser,
men totalt har fi arter blitt studert. Variasjonen mellom artene kan veere stor, men de storste fellestrek-
kene er at de utferer fotosyntese, har kort generasjonstid, og vokser fort og eksponentielt under riktige
forhold (Vale & Gongalves, 2010).

En av mikroalgeartene som har blitt forsket mye pa er Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii)
(Rochaix J. D., 2010). C. reinhardtii kan vokse bade fotoautotroft og heterotroft, og den kan dermed bruke
béade organisk og uorganisk karbon til fotosyntese (Grossmann, et al., 2003; Zhen Zhang, 2018; ; Rochaix
J. D., 2010). Den forekommer i béde ferskvann og i fuktig jord. Grunnen til at den forskes mye pé er
blant annet at den kan brukes til & produsere biodrivstoff og hydrogen (Christi, 2007; Scranton, Ostrand,
Fields, & Mayfield, 2015; Xiaodong Deng, 2009; Randa Darwish, 2020). C. reinhardtii er hurtigvoksende
og brukes som modellorganisme for forskning pé grunnleggende spersmal innen celle- og molekylaerbio-
logi (Scranton, Ostrand, Fields, & Mayfield, 2015). Den er en god modellorganisme fordi den er bade lett &
kultivere, samt & manipulere genetisk (Grossmann, et al., 2003). Hensikten med studien er a vise hvilken
effekt forsuring har pa C. reinhardtii, og om den klarer & tilpasse seg et surt miljo. Hypotesen er at forsuret
vekstmedium av eddiksyre pévirker dedeligheten til C. reinhardtii. Nullhypotesen vil da vere at det ikke
blir noen signifikant forskjell mellom test- og kontrollgruppen etter forsuring av eddiksyre.

Metode

For & undersgke hvordan forsuret vekstmedium pévirker dedeligheten til C. reinhardtii ble algekulturer
dyrket i laboratoriet. 1 mL C. reinhardtii (NIVA-CHL 152) ble tilsatt med etanolsteriliserte pipetter (Capp
Bravo B1000-1) i 20 autoklaverte erlenmeyerkolber (med volum 50 mL) med 50 ml Tris-Acetate-Phospha-
te medium (fra Thermo Fisher Scientific med PH 7.0). Mediet ble tilberedet med 1:9 TAP-dH20 forhold
(Burgess, 2016). For & teste hypotesen er det ikke ngdvendig & ha algekulturer med mye volum og derfor
ble 50 mL prevevolumet, av praktiske grunner. Erlenmeyerkolbene ble dekket med aluminiumsfolie for
& minimere luftutveksling og 4 holde kulturene sterile (USA Patentnr. US 20050198925A1, 2005). Det er
viktig at alt utstyret er sterilt for & unnga ytre faktorer som kan pavirke resultatet. Algene var i 28°C under
periodisk lys (14 med lys hver dag) fra lysrer (Art. no. 44-774, 4200 K, Biltema). Periodisk lys ble brukt
etter anbefaling og de ble ristet forsiktig hver tredje dag, slik at algene som hadde gétt i dvale og klumpet
seg sammen ble jevnt fordelt inn i mediet igjen (Hostyeva, 2023). Denne prosessen varte i tre uker for & gi
algene tid til 4 f beereevnen sin (Therien, Zadvornyy, Posewitz, Bryant, & Peters, 2014 ). Nér algene nédde
baereevnen sin ble cellene telt ved bruk av en Thoma Cell Counting Chamber og et mikroskop (Gundlach
mikroskop) for & kontrollere at test- og kontrollgruppen var like (Schulze & Tillich, N/A).

For & teste hypotesen ble det tilsatt 0,9 mL 0.1 mol/L eddiksyre (CH3COOH) i testgruppen, som forte til

at pH sank til rundt 4,8-4,9. Mengden eddiksyre som ble tilsatt i hver gruppe ble mélt p& forhind med
(PASCO Wireless pH sensor PS-3204) ved tilsetting av 0,1 mol/L eddiksyre i 50 mL 1:9 TAP medium
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uten alger helt til mediet nddde pH 5. Det ble anbefalt & bruke eddiksyre til & regulere pH-verdien i me-
diet til C. reinhardtii (Mitra, 2020; Molino, 2020). TAP-mediet inneholder 0,1% eddiksyre, og det er den
eneste kilden for karbon (Mitra, 2020). Grunnen til at spesifikt eddiksyre blir brukt i TAP-mediet er fordi
C. reinhardtii er i stand til & utnytte eksogent acetat til netto biosyntese av sukker via glyoksylatsyklu-
sen (Mitra, 2020). Glyoksylatsyklus er en biokjemisk omsetningsvei som tillater organismer & konvertere
to-karbonforbindelser til sukker under forhold med begrenset karbon tilgjengelig (Aarnes, 2022). Denne
syklusen er unik fordi den omgar de to trinnene i tricarboxylic acid (TCA) syklusen som frigjer CO2, noe
som resulterer i en netto syntese av sukker fra acetyl-CoA (Chandolias, 2018). Chlamydomonas kan vokse
enten heterotroft eller foto-heterotroft ved a bruke acetat som en karbonkilde, og er ikke avhengig av foto-
syntese for glukosebiosyntese. Eddiksyre har da flere roller i forsgket, da den bade reduserer pH-verdien og
er neeringskilde for algene. Eddiksyre er da en trygg méte a redusere pH-verdien i C. reinhardtii kulturer.

Celleprovene ble tatt ved a riste test- og kontrollgruppe forsiktig og fra analyse av omtrent 0.1mL prove tatt
med steriliserte pipetter i tellekammer. A riste kulturene bidrar til 4 fordele algene, og forer til mer presise
malinger (Hostyeva, 2023). Kulturene fikk et lavere volum da det ble tatt ut prover for & méle celletetthet
og derfor er provene i sd lavt volum som mulig. Det ble utfert pH-malinger for & sjekke eventuell endring
av pH-verdien ettersom C. reinhardtii har endret pH-en i mediet sitt i andre studier (Neumann & Levine,
1971). Malingene ble tatt to, fire og syv dager etter forsuring av mediet. Sju dager etter 0,9 mL 0.1 mol/L
eddiksyre ble tilsatt i mediet ble det tilsatt lik mengde eddiksyre igjen i testgruppen. Mélingene viste at pH-
verdien gikk tilbake til sitt utgangspunkt til pH 7.0 seks dager etter andre forsuring ble celletettheten telt.

Det ble utfort en Excel T-test av differansen mellom dataen samlet av celletettheten til kontroll- og test-
gruppen fra dag o til dag 6. Vi bruker en del av populasjonen og en paret T-test for & finne en signifikant
forskjell mellom datasettene. For & utfare T-testen var nullhypotesen at eddiksyre i vekstmediet ikke hadde
en pavirkning pé gruppens dedelighet. Hypotesen var at eddiksyre pavirker dedeligheten. Signifikansver-
dien ble satt til P < 0,05 for & kunne forkaste nullhypotesen.

Denne fremgangsmaéten ble valgt med utgangspunkt i det vi hadde av tilgjengelig utstyr fra Ullern vgs, OCC
(Oslo Cancer Cluster) og Thermo Fischer Scientific Inc., samt et budsjett pé ca. 2000 kr.

Resultater

Resultatene viser at gronnfargen i testgruppen hadde blitt betydelig svakere enn kontrollgruppen, men
kontrollgruppen hadde ogsé mistet litt farge. Det ble observert at alger hadde festet seg til bunnen av e-
kolbene til testgruppen. Testgruppen loste seg ikke opp pa samme mate som kontrollgruppen da de ble
ristet. Mikroskopi viste at algene i storre grad hadde en tendens til & bdde klumpe seg sammen og a ga i
opplesning i testgruppen enn i kontrollgruppen.
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Figur A: Mikroskopibilde fra testgruppen dag 6 viser noen forskjeller og abnormiteter i morfologien. Det
ble observert uklare graaktige celler (celler uten klorofyll) i testgruppen, men ikke i kontrollgruppen. Det
er usikkert hvorvidt dette er celler i det hele tatt.

Figur B: Testgruppe (venstre) har svak farge og tydelige klumper pa bunn. Kontrollgruppe (hoyre) har
sterkere farge. Begge hadde blitt ristet for bildet ble tatt (dag 6).

Testkultur Kontrollkultur Differanse dag 0-6

Dag-7 Dag-5 Dag 0 Dag 6 Dag 0 Dag 6 Kontroll Syre

Tetthet 16,6 16,2 19.2 11.8 8,6 15,2 6,6 =74
12,4 13,2 9.8 10,2 14,6 18.4 38 0.4

12,0 16,6 10,8 104 16,4 13,2 32 .04

9.4 18.4 15,6 11,2 17.6 14.4 -3,2 -4.4

12,8 14,6 15,0 10,0 12.8 9.8 -3,0 -5,0

17,8 13.6 14,6 13,0 18,8 12,8 -6,0 -1,6

20.4 15.8 10.6 9.2 17,2 12,6 -4.6 -1.4

16,0 19.0 12,0 8.4 17,6 13.2 -4.4 -3.6

18,4 13.0 15,0 8.2 16,4 14,2 -2,2 -6,8

15,0 20,0 15,6 10,0 15,0 122 28 56

Gjennomsnitt 15,08 16,04 13,82 10,24 15,50 13,60 -1,90 -3,58
Standardavvik 3,40 2,49 2,94 1,48 2,98 2,24 3,95 2,72
pH 4.88 747 4,79 7.34 7.53 7.61 -1.9 -3,58

Tabell 1. C. reinhardtii test resultater. Syre ble tilsatt 7 dager for forsoket i testgruppen. Lik mengde syre
ble tilsatt dag o.

Da syren ble tilsatt, ble det etter en stund gjennomsnittlig faerre alger i testgruppen. Dataen viser at test-
gruppen gikk tilbake til sin opprinnelige pH-verdi begge gangene vi tilsatte syre. 2 dager etter forste gang
syren ble tilsatt var pH-verdien allerede tilbake til 7,47. Gjennomsnittlig var det 24.7% flere celler i kon-
trollgruppen enn i testgruppen pé dag 6, da testgruppen hadde en tetthet pd 10.24, og kontrollgruppen
13.6.

Diskusjon

Hensikten med studien var 4 finne ut hvordan et surt miljo pavirker C. reinhardtii, og om algen klarer
a tilpasse seg forsuring av vekstmedium. Resultatene viser at C. reinhardtii blir pavirket av pH 4,9 pa
flere mater. Det at gronnfargen ble svakere i testgruppen etter tilsettingen av syre kan forklares ved at

23 8 SPISS  Vol.15, 2023



Rodriguez, Tvedt-@stereng og Tingbg Dgdeligheten til Chlamydomonas reinhardtii

konsentrasjonen av alger har avtatt, da det er algene som gjor losningen gronn. Det kan ogsé vere at klo-
rofyllproduksjonen til C. reinhardtii minker om den er utsatt for et surt miljo. Dette har blitt vist i tidligere
forskning, da blant annet syre har blitt tilsatt i blader. Noe som har gjort at klorofyllnivaet minket betydelig
(Verénica M. Rodriguez-Sanchez, 2020).

Samtidig forte syren til at flere alger daode, noe som er tydelig bade i tabell 2 og figur A og B. Resultatene er
ikke statistisk signifikante da p-verdien er 0.288, men vi ser likevel tydelige tendenser i den retning. Mikro-
skopering viste at testgruppeene hadde mindre gronnfarge (klorofyll) enn kontrollkulturene. Feerre alger
kan veere en mulig forklaring pa at det ble mindre klorofyll. Dette betyr ikke nedvendigvis at syre hemmer
fotosyntesen, men at netto klorofyll sank da det var faerre alger som kunne produsere det. Det er mulig at
de algene som overlevde utgvde en helt normal fotosyntese, upévirket av syren, men siden de var feerre ble
gronnfargen svakere. Det at algene dede kan forklare bunnslammet i testgruppen, og at det muligens har
skjedd en kjemisk reaksjon som hindrer de dede algene 4 lgses opp i blandingen nér den ristes. Sammen
kan cellene ha reagert og blitt til et stoff som har lett for & klistre seg fast i og sedimentere i bunnen av
kolbeglasset.

Eddiksyre brukes bade som en naeringskilde for algen, og for 4 redusere pH-verdien i mediet. Det var an-
befalt & bruke eddiksyre for & regulere pH-verdien i Tap-medium. Dette var fordi det er en trygg mate a
kontrollere pH-verdien i mediet, uten a skade C. reinhardtii. Siden algen klarer & overleve trygt i eddiksyre,
s& minimerer dette andre faktorer som kan pavirke studien. Men i et forsek der to grupper av en kultur C.
reinhardtii skal sammenlignes, der testgruppen skal ha redusert pH, er eddiksyre ikke den egnede syren a
bruke. Ettersom testgruppen inneholder betydelig mer eddiksyre enn kontrollgruppen, vil den f& betydelig
mer tilgang til mer neering. Dette vil vaere en faktor som pévirker studien slik at en entydig konklusjon ikke
kan trekkes.

Begge gangene testgruppen ble utsatt for eddiksyre gikk pH-verdien i vekstmediet tilbake til sitt utgangs-
punkt, sannsynligvis etter omkring en halv dag. En teori er at algene har klart & ta opp eddiksyren som ble
tilsatt, og dermed balansert ut pH-verdien. En annen teori er at algene har evne til 8 utskille basiske eller
bufferlignende stoffer som endret pH i vekstmediet. Hvilke mekanismer C. reinhardtii benytter seg av, er
ukjent for oss. Det har ogsa blitt vist at eddiksyre kan indusere programmert celleded for C. reinhardtii ved
pH 5, men ogsa hindre plantevekst (Zhaojiang , Yerong, Yanling, & Wang, 2011).

Det ble observert noen fragmenterte alger. Dette kan skyldes cellelysis. Cellelysis kan ha skjedd fordi cel-
lemembranen til C. reinhardtii er sarbar for syre, og at det kan fore til skader pa cellen (Zemke-White,
Clements, & Harris, 2000). Dette har ogsa blitt kjent da andre algearter har vaert utsatt for lavere pH enn
i forsgket vart (Zemke-White, Clements, & Harris, 2000). Cellemembranen er en av de viktigste forsvars-
komponentene til en celle, og den fungerer som en barriere mellom cytoplasma og cellekjernen, og utsiden
av cellen (Harris & Stone, 1988; Zemke-White, Clements, & Harris, 2000; Keegstra, 2010). Den bidrar i
stor grad til regulering av hvilke stoffer som skal inn og ut av cellen. Skader pa denne kan vaere katastrofale
fordi cellen mister evnen til & regulere flyten av stoffer gjennom membranen (Zemke-White, Clements, &
Harris, 2000; Harris & Stone, 1988; Keegstra, 2010).

En mulig feilkilde som kan ha bidratt til 4 skape usikkerhet om resultatene, er kontaminasjon i algene. Det
ble bare brukt en aluminiumsfolie for & dekke over toppen av erlenmeyerkolbene, men det er likevel sann-
synlig at bakterier og andre mikroorganismer kan ha trengt inn. Det er ogsa en fare for at rester av etanol
fra desinfiseringen kan ha spilt en rolle og drept alger. En annen pavirkningsfaktor er feil i telling av algene.
Det har veert mye presisjonsarbeid over lange perioder, og det kan ha skjedd noen ungyaktige tellinger av
celler i hver rute. Det var ogsé utfordrende & bestemme hvilke celler som skulle telles og ikke, altsa hvilke
som var dede eller levende. En mer standardisert metode for celletelling ville trolig gitt bedre datagrunn-
lag. Ungyaktig dosering da komponentene ble blandet, kan ogsé vaere en mulig negativ pavirkningsfaktor.
I lopet av forsgket ble volumet av noen grupper mer redusert enn andre da flere prover var ngdvendig nar
det oppstod feilmalinger. Dermed ble noen av provene forkastet slik at noen grupper endte opp med to-
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talvolum pa mellom 40-45 mL, og andre beholdt et volum pa narmere 50 mL. Det ble tatt flest prover fra
testgruppen. Testgruppen hadde derfor gjennomsnittlig lavere volum enn kontrollgruppen.

Konklusjon

Denne studien har undersgkt effekten av hvordan et surt vekstmedium har pévirket dedeligheten til den
encellede microalgen C. reinhardtii. Hovedfunnet er at tettheten til testgruppen minket da vi tilsatte eddik-
syre. I tillegg viste studiet at vekstmediet som ble forsuret til en pH pé 4.8-4.9 gikk tilbake til sin opprinne-
lige pH-verdi pa omtrent 7.4 begge gangene eddiksyre ble tilsatt. Resultatene viser at C. reinhardtii har en
storre dedelighet i gruppen som ble forsuret enn i gruppen som levde under gunstige levekar. Resultatene
viser ogsa at C. reinhardtii kan overleve i et forsuret vekstmedium, da ikke alle algene dede ilgpet av perio-
den pé 13 dager da gruppen var utsatt for syre. Siden eddiksyre ogsa er en naeringskilde for C. reinhardtii,
fikk testgruppen, i tillegg til redusert pH, mer naering enn kontrollgruppen. Likesa ble forsgket kun utfort
over en periode pa bare 6 dager, der forskjellene mellom kontroll- og testgruppen ikke var statistisk signifi-
kant. Dette pavirker studien slik at en entydig konklusjon ikke kan trekkes. Videre forskning er nodvendig
for & kunne avdekke hva som endret pH-verdien tilbake til sitt utgangspunkt. I tillegg er det behov for mer
tid til & finne ut av om algene kan overleve i et forsuret vekstmedium mer enn de 13 dagene forsgket varte,
og om algene klarer 4 leve i et medium som holder en konstant forsuret pH verdi, der det er lik mengde
nzaring mellom test- og kontrollgruppen.
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