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Opinnaytetyd tehtiin Suomen ymparistokeskuksen (SYKE) merentutkimuslaboratoriossa
Helsingin Kumpulassa osana laajempaa tutkimusta. Opinnaytetyossa kasiteltyjen tutkimus-
ten lisaksi laajempi tutkimus sisélsi useaa eri levdkantaa sisdltaneiden naytteiden kvantita-
tivisen DNA-identifikaation.

Tyon tarkoituksena oli tutkia elinympariston suolapitoisuuden vaikutusta ltameressé elavaan
Skeletonema marinoi -piilevalajiin. Koko maapallolle levinnyt S. marinoi on tarkea laji myo6s
Itdmeren ravinnekierron kannalta. Suolapitoisuudeltaan matala Itdmeri on lahes suljettu
murtovesiallas ja siksi mielenkiintoinen kohde levatutkimuksessa. Arviolta puolet kaikkien
merien ja neljdnnes maapallon kaikkien elididen yhteenlasketusta perustuotannosta tulee
piilevista.

Tyon kokeellisessa osiossa kasvatettiin Itameresta eristettyja piilevakantoja kolmessa eri
suolapitoisuudessa, jotka olivat 3, 5 ja 20 PSU. 5 PSU:n naytteet toimivat standardinayt-
teind. Samalla tutkittiin diversiteetin mahdollista vaikutusta kasvattamalla naytteita, jotka si-
sélsivat yhtd, viitta tai 20:t& eri S. marinoi -kantaa edella mainituissa suolapitoisuuksissa.
Piilevanaytteiden kasvua, ravinnepitoisuuksia ja yhteyttdmistehokkuutta mitattiin yhteensa
kahdeksan paivan ajan.

Tutkimuksen tuloksena oli havainto matalimman 3 PSU:n suolapitoisuuden vaikuttavan kas-
vua, ravinnepitoisuuksia ja yhteyttdmistehokkuutta rajoittavasti. Korkealla 15 PSU:n suola-
pitoisuudella ei havaittu selkeitd vaikutuksia. Mydskaan diversiteetilla ei havaittu olevan sel-
keitd vaikutuksia.

Avainsanat Skeletonema marinoi, piileva, suolapitoisuus, PSU, Itdmeri, pe-
rustuotanto
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This thesis was made in the Marine Research Centre of Finnish Environment Insti-
tute (SYKE) at Kumpula, Helsinki. Analyses made for this thesis were a part of a wider re-
search of Skeletonema marinoi diatom species of the Baltic sea. Data for the thesis was
collected during an internship in SYKE.

The objective of this thesis was to study the effect of changes in salinity on the S. marinoi
diatom species growth and primary production in the Baltic sea.

Globally distributed S. marinoi has also an important role in the nutrient cycle of the Baltic
sea. The Baltic sea is a brackish sea, which means the salinity of the sea is low. As a nearly
closed brackish water system with unique features, the Baltic sea is an interesting subject
for diatom research. Diatoms are estimated to contribute to roughly a half of the global oce-
anic primary production and one fifth of the global total primary production of all species.

The theoretical part of this thesis contains information about diatoms generally and the Baltic
sea as an environment to diatoms. It also covers the most important nutrients to diatoms,
which are carbon, nitrogen, phosphorus and silicate. Concepts of primary production and
efficiency of photosynthesis are explained. The ANCA-MS method for measuring carbon
and nitrogen concentrations is described.

In the empirical part of this thesis, a setup was made in which different strains of S. marinoi
isolated from the Baltic sea were grown in three different salinities. Salinities of 3, 5 and 20
PSU were used. Samples grown in 5 PSU were used as a standard. Also, the possible effect
of diversity was studied by growing different numbers of S. marinoi strains in the salinities
mentioned above. The number of strains used in samples were 1, 5 and 20 strains. Growth,
nutrient concentration and efficiency of photosynthesis were measured for eight days.

It was discovered that a low 3 PSU salinity clearly restricted growth, nutrient concentration
and efficiency of photosynthesis in the studied samples. A high 15 PSU salinity and diversity
were not discovered to have any significant effect on the S. marinoi diatoms.

Keywords Skeletonema marinoi, diatom, salinity, PSU, the Baltic sea,
primary production
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Lyhenteet

SYKE Suomen ymparistokeskus

PSU Practical salinity unit, veden suolapitoisuus. 1 PSU vastaa noin 0,1 %
POC Particular organic carbon. Veteen liukenematon hiili.

PON Particular organic nitrogen. Veteen liukenematon typpi.

POP Particular organic phosphorus. Veteen liukenematon fosfori.
BSi Biogenic silica. Piileville tarkea silikaattimineraali.

DIC Dissolved inorganic carbon. Veteen liuennut epaorgaaninen hiili
IR Infrared. Sdhkdémagneettisen sateilyn infrapuna-alue.

14C Hiili-14. Hiilen radioaktiivinen isotooppi.

BN Typpi-15. Typen stabiili isotooppi.

13C Hiili-13. Hiilen stabiili isotooppi.

ANCA-MS Automated Nitrogen Carbon Analyser - Mass Spectrometer

Typpi- ja hiilianalysaattori johon yhdistetty massaspektrometri
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1 Johdanto

Tassé opinnaytetyossa tutkitaan suolapitoisuuden vaikutusta Itameren Skeletonema.
marinoi -piilevélajin kasvuun ja kykyyn hyédyntaa elinymparistonsa ravinteita. Tyon tar-
koituksena on havaita piilevissd muutoksia, joita elinympériston suolapitoisuuden muut-
tuminen mahdollisesti niissa aiheuttaa. Mahdollisia muutoksia seurataan mittaamalla Ita-
meresta eristettyjen S. marinoi -piilevakantojen hiili-, typpi-, fosfori, silikaatti- ja klorofylli
a -pitoisuuksia seka yhteyttamistehokkuutta kahdeksan paivan ajan kolmessa eri suola-
pitoisuudessa. Osa suoritetuista analyyseista |lahetettiin analysoitavaksi Helsingin yli-

opiston Tvarminnen eléintieteelliselle asemalle Hangossa.

Meren suolapitoisuuden vaikutusta Itdmeren S. marinoi -piilevalajiin tutkitaan tassa
tydssa kasvattamalla levia laboratorio-olosuhteissa. Elinymparistén suolapitoisuus saat-
taa vaikuttaa ravinteiden sitoutumiseen ja piilevasolujen kasvuun. Piilevat tarvitsevat
elinymparistostaan erityisesti hiiltd, typpeda ja happea yhteyttamiseen ja solun siséisten
biokemiallisten prosessien yllapitamiseen. Silikaattia piilevét tarvitsevat suojaavan solu-
seinan rakentamiseen. Ymparistdstaan sitomansa hiilidioksidin piilevat muuntavat niille
kayttokelpoiseen muotoon klorofyllien avulla. Piilevien sitoman hiilen (POC) ja typen
(PON) maaraa voidaan mitata isotooppisuhde-massaspektrometrisesti. Klorofylli a:n,
fosforin (POP) ja silikaatin (BSi) maarat mitataan spektrofotometrisesti. Perustuotanto-
mittauksissa selvitetaan kuinka tehokkaasti piilevat muuntavat ymparistostaan sidottua
hiiltd energiakseen. Yhteyttamistehokkuuden maarittamiseksi piileviin annetaan sitoutua
radioaktiivista hiilen isotooppia hiili-14:44, jonka maarid soluissa voidaan mitata neste-
tuikelaskennalla. Yhteyttamistehokkuuden selvittdmiseksi on maaritettava veteen sitou-
tuneen epaorgaanisen hiilen (DIC) maara, jotka mitataan tassa tydssa IR-spektrometriaa

hyodyntavalla hiilianalysaattorilla.

Opinnaytety® on tehty Suomen ymparistokeskuksen merentutkimuslaboratoriossa, Hel-
singin Kumpulassa. SYKE on valtion ymparistoministerion alainen tutkimus- ja asiantun-
tijalaitos. Tyd on osa laajempaa tutkimusta, jonka tekemisessa avustin erikoistutkija
Anke Krempia ja tutkija Conny Sjoqvistia tyoharjoitteluni aikana.
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2 Teoria
2.1 Piilevat

Piilevat (Bacillariophyta) ovat levaryhma yksisoluisia eukaryootteja, jotka taksonomisesti
luokitellaan ruskeisiin leviin (Heterokontophyta) kuuluviksi. Piilevét esiintyvét yksittaisina
soluina tai yhdyskuntina ja levinneisyys kattaa koko maapallon. Piilevien erityispiirteena
on niiden silmiinpistdva symmetrisyys. Nimitys piileva (diatom) johtuu niiden kaksiosai-
sesta soluseinasta, frustulista, joka koostuu paaasiassa piidioksidista [1]. Soluseinat
ovat kovia ja huokoisia, suojaten piilevaa ja mahdollistaen vuorovaikutukset ympariston
kanssa. Soluseinien huokosten kautta piilevat ottavat ravinteita ymparistostaan ja pois-
tavat aineenvaihduntatuotteita. Soluseinat koostuvat kahdesta samanmuotoisesta
mutta hieman erikokoisesta soluseinan puolikkaasta (theca). Soluseinan puolikkaat ovat
hieman sisakkain ja kiinnittyneitd toisiinsa piidioksidin eli silikaatin avulla. Soluseinan
puolikkaista paalimmaista ja hieman suurempaa puolikasta kutsutaan epithecaksi. Si-
sempaa ja pienempaé puolikasta hypothecaksi. Kaksiosainen soluseind myés mahdol-
listaa suvuttoman lisdé&ntymisen. Piilevien suvuttomassa lisdantymisessa solu jakaantuu
kahdeksi soluksi, jotka kumpikin pitévat yhden soluseinan puolikkaan itsellaan ja kasvat-
tavat toisen puolikkaan. Pienemman soluseinan puolikkaan, hypothecan, saanut solu
muuttaa taman vanhan puolikkaan ulommaiseksi puolikkaaksi, epithecaksi, ja kasvattaa
uuden hypothecan. Tasta johtuen piilevien koko pienenee suvuttomassa lisaantymi-
sessd jokaisella lisaantymiskerralla. Piilevat voivat myos lisaantya suvullisesti ja tekevat
niin muutaman kuukauden véalein, kun ne ovat saavuttaneet minimikokonsa. Suvulli-
sessa lisdantymisessa piilevat tuottavat itiditd, joista kasvavat piilevat ovat jalleen saman

kokoisia kuin alkuperaiset solut suurimmillaan [2].
2.2 Itameri ja piilevat

Itdmeri on murtovesiallas, joka tarkoittaa sité ettd veden suolaisuus on keskimaarin kor-
keampi kuin makeissa vesissa mutta matalampi kuin valtamerissa. ltdmeren suolapitoi-
suus on keskimaarin 7 PSU ja siksi verrattain matala kaikkien valtamerien keskisuolai-

suuteen 35 PSU verrattuna [3]. Itdmeri on myds hyvin matala, keskisyvyyden ollessa
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vain noin 54 metria. Iltdmeren matala suolapitoisuus johtuukin sen vahaisesta vesimaa-
rasta verrattuna valuma-alueiden maaraan. Valuma-alueilta virtaa makeaa jokivetta Ita-
mereen laimentaen sen suolapitoisuutta ja tuoden mukanaan myds merta ja sen eliéstoa
kuormittavia aineita. Suolapitoisuus Itdmeressa ei ole kaikkialla sama, vaan vaihtelee
suuresti alueittain valilla 1-20 PSU. Suolapitoisuuden vaihtelua Itdmeressa on havain-
nollistettu kuvassa 1. Matalimmat suolaisuudet sijaitsevat Peramerella ja Itaisella Suo-
menlahdella. Korkein suolapitoisuus 16ytyy Tanskan salmista [4]. Itdmeren suolapitoi-
suutta lisda paikallisesti ajoittain suolapulssit, joissa Atlantin suolaista merivetta tyontyy

Tanskan salmien kautta Itdmereen [5].
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Kuva 1. Itdmeren suolapitoisuudet alueittain [6].
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Itdmeressa erilaisia piilevélajeja on noin 700-800 ja ne muodostavat merkittdvan osan
Itdmeren kasviplanktonista. Itdmeren piilevéalajit ovat padasiassa kylmissa vesissa viih-
tyvia aidosti planktonisia tai vesikasvien pinnalla seka pohjassa elavia lajeja [7]. Piilevia
esiintyy Itdmeressa ympari vuoden, kukintamaksimien ajoittuessa kevaaseen ja syk-
syyn. Kuvassa 2 nakyy S.marinoi —lajin yksilgita, jotka ovat kiinnittyneet yhteen nauha-

maiseksi rakenteeksi muodostamillaan filamenteilla.

Kuva 2. Toisiinsa kiinnittyneitéa S.marinoi —piilevalajin yksildita.

2.3 Ravinteet

Hiili, typpi, fosfori ja silikaatti ovat téarkeita ravinteita piileville. Naista hiili, typpi ja fosfori
osallistuvat piilevasolujen biokemiallisiin prosesseihin ja ovat edellytys piilevapopulaa-
tion kasvulle. Silikaattia piilevét tarvitsevat frustulin muodostamiseen. Piilevilla on myo6s
tarked rooli naiden ravinneaineiden luonollisessa kierrossa. Fosforia, typpea ja hiilta va-
pautuu meriin orgaanisen aineksen hajoamisen seurauksena. Erityisesti merten pohja-
sedimentissa tapahtuva hajoaminen vapauttaa ravinteita takaisin kiertoon. Silikaattimi-
neraalit eli kvartsit ovat peraisin maaperasta, josta ne liukenevat meriin mm. vulkaanisen

toiminnan seurauksena. Myds jokien mukana kulkeutuu silikaattimineraaleja meriin.
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POC, PON ja POP eli particulate organic carbon, nitrogen ja phosporus tarkoittavat ve-
dessa olevaa hiilta, typpeé ja fosforia, jotka eivat ole kokonaan liuenneina veteen vaan
kelluvat hiukkasina veden seassa. Tarkemmin maariteltyna ne ovat hiukkasia, jotka eivat
l&péise 0,7 pm:n suodatinta. [8]. POC, PON, POP ja BSi -ravinnemaaritykset kertovat
kuinka optimaalisesti piilevat kasvavat sekd onko jokin naista ravinteista rajoittava tekija
populaation kasvulle. Mittaamalla piilevasolujen sisaltdma hiili, typpi, fosfori ja silikaatti-
pitoisuudet voidaan saada tietoa populaation hyvinvoinnista Redfield-Brzezinskin suhde-

luvun avulla.

Redfieldin suhdeluku on Yhdysvaltalaisen meritutkijan, Alfred Redfieldin, kehittdma suh-
deluku joka kuvaa hiilen, typen ja fosforin atomimaarien suhdetta kasviplanktoneissa.
Redfieldin suhdeluvun mukaan hiilen, typen fosforin suhde kasviplanktoneilla on aina
lahes sama. Piilevien kohdalla kaytetaan Redfieldin suhdeluvusta laajennettua Redfield-
Brzezinskin suhdelukua, joka ottaa huomioon myos silikaatin. [9 s.96]. Redfield-Brze-
zinskin suhdelukuon C: Si: N: P =106:15: 16 : 1. Tama Redfield-Brzezinskin suhde-
luku patee siis vain jos kasvuolosuhteet ovat optimit eikd mikaan ravinne ole rajoittava
tekija. Kasvua rajoittava ravinne saadaan selville vertaamalla sitd muiden ravinteiden
maariin. Tutkijat eivat ole yksimielisia suhdeluvun absoluuttisuudesta, koska muuttujia

eri lajien ja ymparistotekijoiden valilla on paljon.

Ravinteiden mittausta varten otetaan naytteet piilevikasvatuksista. Laboratoriossa piile-
vat kasvavat kuvassa 3 osoitetun kasvukayran mukaisesti. Eksponentiaalinen kasvu hi-
dastuu ja loppuu elintilan ja/tai ravinteiden loppuessa. Tarke&a on ottaa naytteet silloin
kun piilevat ovat optimaalisimmassa kasvuvaiheessaan eli eksponentiaalisen kasvuvai-
heen lopulla, koska silloin myds ravinteiden tarve on suurimmillan. Tassa opinnayte-
tydssa eksponentiaalisen kasvuvaiheen loppu ja optimaalisin POC/PON/POP/BSi nayt-
teenottopaivd maaritettiin kasvatuskokeella kasvattamalla piilevia kahdeksan paivan

ajan ja laskemalla solut joka paiva.

|

Metropolia



Piilevien kasvukayra

Hidastuvan/pysahtyvan
kasvun vaihe

Eksponentiaalisen
kasvun vaihe

Kasvun viivevaihe

Kuva 3. Piilevien kasvukayra

POC ja PON -pitoisuudet naytteissa voidaan maarittaé tarkasti hyodyntaden massaspek-
tometrisi&d menetelmid. ANCA-MS typpi- ja hiilianalysaattorilla voidaan mitata typen ja
hilen m&arid ilman manuaalista naytteiden esikasittelyvaihetta [10, s.43-46]. Mittaukset
voidaan suorittaa suoraan kiinteista tai nestemaisista naytteista kuten esimerkiksi leva-
kasvustosta. Menetelmé koostuu kolmivaiheisesta prosessista. Ensin mitattavien ainei-
den erottaminen tapahtuu hoyrystdmalla ndyte korkeassa lampétilassa kaasuksi, joka
ohjataan inertin kantokaasun avulla kaasukromatografiin. Kaasukromatografissa néayt-
teen eri molekyylit erottuvat ja ANCA-laitteisto ohjaa halutut molekyylit jatkoanalyysiin
massaspektrometrille. Massaspektrometrissa analysoitavat molekyylit ensin pilkotaan
fragmenteiksi ja ionisoidaan. lonisoidut fragmentit ohjataan magneettikentan Iapi, jolloin
eri massa/varaus-suhteen omaavat fragmentit saavat magneettikentassa hieman toisis-
taan poikkeavan lentoradan. Taman lentoradan muutoksen ansiosta saadaan selville

millaisia eri fragmentteja alkuperéinen molekyyli sisaltdd [11, s.122]. ANCA-MS Lait-
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teisto on niin herkk& ettd se havaitsee alkuaineiden isotooppien muutokset fragmen-
teissa koska saman alkuaineen isotoopit eroavat toisistaan niiden massaltaan. ANCA-
MS -laitteistossa nayte kaasuuntuu puhtaaksi typpikaasuksi (N2) ja hiilidioksidiksi (CO3),
joista voidaan maarittaa typpi-15, hiili-13, kokonaistyppi ja kokonaishiilim&arat [10, s.43-
46].

2.4 Perustuotanto

Perustuotanto tarkoittaa yhteyttavien eliiden sitomien ravinteiden muuntamista aurin-
gon valon avulla elién ravinnoksi tai hyddynnettéavaksi esimerkiksi solun rakennusai-
neina. Auringon sateilyenergiaa hytdyntavat piilevéat vastaavat arviolta noin puolet maa-
pallon merien ja noin viidenneksesta maapallon organismien yhteenlasketusta perustuo-
tannosta [12]. Kasvien tavoin piilevat kayttavat kloroplasteja yhteyttamiseen. Fotosyn-
teesissa tuotetun energian piilevat varastoivat krysolaminariini polysakkaridiksi seka lipi-
deiksi, jonka takia piilevia tutkitaan erityiseti biopolttoaineiden mahdollisina tuottajina [1].
Perustuotannon polttoaineena toimii hiilidioksidi, jota piilevat sitovat ymparistostaan. Va-
loisalla tapahtuvan yhteyttéamisen liséksi piilevat kayttavat hiiltd myos solun sisdisiin toi-

mintoihin my@s pimeé&ssa jolloin yhteyttamista ei tapahdu.

Perustuotantomittauksissa selvitetdén kuinka tehokkaasti piilevasolut hyddyntavat kas-
vuymparistonsa hiilta (DIC). Piilevat leimataan radioaktiivisella hiilen isotoopilla C-14, jol-
loin solujen kayttdman hiilen maaraa voidaan inkuboinnin jalkeen analysoida nestetuike-
laskurilla [13]. Piilevia inkuboidaan seka valossa ettd pimeéssa, jolloin solujen pimeatoi-
mintoihin kayttdman hiilen maara voidaan huomioida. Perustuotannon mittaamiseksi on
myo0s tiedettava piilevien kasvuymparistdssa luonnostaan esiintyvan hiilen maara (DIC),
joka tassa opinnaytetydssa mitattiin kuvassa 4 nakyvalla Unicarb Universal Carbon Ana-
lyzer —hiilianalysaattorilla (Elektro Dynamo). Unicarb Universal Carbon Analyzer -laite
hoyrystaa naytteen korkeassa lampoétilassa ja kuljettaa kaasuuntuneen hiilidioksidin kan-
tokaasun avulla infrapunadetektorille. Detektorina laitteessa toimii potentiometrinen
URAS-3E IR-detektori [14].
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Kuva 4. Unicarb Universal Carbon Analyzer —hiilianalysaattori

DICx1*C—POCX1,05
Lisatty 1*C

Piilevasolujen yhteyttdmistehokkuus voidaan laskea kaavalla [13].

Kaavassa DIC on kasvuympariston hiilen maara. 1*C-POC -nestetuikelaskennalla maa-
ritetty solujen sitoman hiili-14:n radioaktiivisten hajoamisten maara tunnetun inkuboin-
tiajan lopussa. Kaavassa kerroin 1,05 korjaa hiilien isotooppien epatasapainoa solussa,
koska piilevat suosivat hiilen tavallisista isotooppia '?C sitomalla sitéa suhteessa enem-
man kuin hiilen isotooppia **C. Perustuotanto ilmoitetaan piilevien kayttaman hiilen maa-

rand tietyssa ajassa ja tilavuudessa.
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3 Tyobn suoritus
3.1 Koesuunnitelma

Ty6n suoritusosaa varten tehtiin kuvassa 4 kaaviona havainnollistettu koesuunnitelma.
Koesuunnitelman mittauspdivien suunnittelun avuksi suoritettiin ensin pilottikoe, jossa
maaritettiin piilevien eksponentiaalisen kasvun vaiheen olevan suurimmillaan mittaus-

paivana viisi.

Paiva 0 Solulaskenta
Klorofylli-a
Solulaskenta

e Klorofylli-a
= Paiva 1 —_— i
Perustuotanto

DIC

PAiva 2 Solulaskenta
Klorofylli-a

Solulaskenta
Klorofylli-a

e Paiva 3 e  Perustuotanto

DIC
C-14

e Solulaskenta
Klorofylli-a

Solulaskenta
Klorofylli-a

o Perustuotanto
— Paiva 5 —_— Sie

C-14
POP/PON/POC/BSi

PAiVA 6 Solulaskenta
Klorofylli-a
Solulaskenta

C-14

Koesarja

Kuva 4. Opinnaytetydn kokeellisen osuuden koesuunnitelma
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3.2 Piilevékasvatusten valmistus ja hoito

Opinnaytetydn kokeellista osuutta varten valmistettiin seuraavanlainen naytesarja. Val-
miiksi eristettyja S. marinoi -lajin erilaisia kantoja oli kaytdssa yhteensa 20 kpl eri puolilta
[tdmerta. Naytteitd kasvatettiin laboratoriossa kolmessa eri suolapitoisuudessa: 3 PSU,
5 PSU ja 15 PSU. 5 PSU:n suolapitoisuudessa kasvatetut ndytteet toimivat kontrollinayt-
teind koska solukannat olivat eristetty merialueilta, joissa suolapitoisuus oli noin 5 PSU:a.
Naytteitd valmistettiin siten etta 1/3 naytteista sisalsi vain yhta kantaa, 1/3 sisalsi viitta
kantaa ja 1/3 sisélsi kaikkia 20 eri kantaa. Jokaisesta nadytteesta tehtiin 3 rinnakkaisnay-

tettd. Kasvatuksia oli siis yhteensa 27 kpl, taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1. koesarjan naytteet

1 kanta |5 kantaa |20 kantaa

Kontrolli, 5 PSU | x3 x3 x3
Stressi, 3 PSU [ x3 x3 x3
Stressi, 15 PSU | x3 x3 x3

Levien kasvatusliuos f/2+Si (Liite 1) valmistettiin suodattamalla 40 litraa 6 PSU merivetta
0,45 um + 0,2 um suodattimen I&api, jonka jalkeen vesi autoklavoitiin. Autoklavoinnin jal-
keen 6 PSU meriveteen lisattiin ravinteet. Levakasvatuksia varten kasvatusliuoksia val-
mistettiin kolmella eri suolapitoisuudella: 2 PSU, 5 PSU ja 15 PSU. Levat siirrostettiin
kasvatuspulloihin joissa oli kasvatusliuosta 500 ml/pullo. Siirrostettava soluméaara oli va-

kio 10 000 I* kaikissa kasvatuksissa.

Kaikkia solukasvatuksia inkuboitiin 10°C lampdétilassa ja tasaisessa ymparivuorokauti-
sessa valaistuksessa. Solukasvatuksia sekoitettiin paivittain hellavaroen kaantelemalla

naytteenoton yhteydessa.
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3.3 Naytteenotto ja mittaukset

3.3.1 Solulaskenta

Solulaskenta on rutiinitoimenpide levakasvatuksessa. Solulaskennan tarkoitus on seu-
rata kasvatettavien levasolujen méaaraé ja samalla myos niiden hyvinvointia silmamaa-
raisesti. Solulaskenta toteutetaan kayttamalla kuvassa 5 esitettya solulaskentakammiota
ja kdénteisfaasimikroskooppia. Kasvatuspulloa taytyy varoen k&&nnella ennen naytteen-
ottoa, jotta solut sekoittuisivat tasaisesti koko kasvatusliuokseen. Nayte pipetoidaan eril-
liseen putkeen ja varjatdan Lugolin jodiliuoksella, joka samalla myods tappaa mikrosko-
poitavan naytteen kasviplanktonsolut. Lugolia tarvitaan vain 1-2 tippaa, jonka jalkeen
naytetta sekoitetaan varovasti kdannellen jotta lugol sekoittuisi tasaisesti koko nayttee-

seen.

Sedgewick-Rafter laskentakammio

"\ \  Pipetoi néyte

=ik~

FYREE — 5&G1

X“/ Laskentakammmun ei

saisi j33da ilmakuplia
Aseta peitinlasi liu"uttamalla

kuva 5. Sedgewick-Rafter -laskentakammio. Muokattu lahteesta [15].

Nayte voidaan mitata laimentamattomana tai laimennettuna. Laimennus tapahtuu sa-
maan kasvatusliuokseen jossa tutkittavat levat kasvavat, jotta laskettavan naytteen le-

vasolut eivat vaurioituisi ymparisttn muutoksesta. Laimennettaessa huomioidaan lai-

h
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mennuskerroin solumaaria laskettaessa. Laskentakammion tilavuus on 1 ml mutta nay-
tettd on hyva pipetoida hieman enemman ilmakuplien valttdmiseksi. Samalla laskenta-
kammion péaélle asetetaan peitinlasi. Varjatty ja valmisteltu ndyte on nyt valmis lasketta-
vaksi. Naytteesta lasketaan vahintdan noin 300 solua, jonka jalkeen voidaan tehda arvio
koko naytteen solumééarasta. Laskentakammio on jaettu tuhanteen yhta suureen nelion-
muotoiseen alueeseen ja siksi naytteesta voidaan laskea kuinka monta solua on keski-
maaraisesti yhdelld laskentakammion ruudulla. Solujen keskiarvo yhdella neli6lla kerro-
taan koko laskentakammion nelididen lukumaaralla ja tulokseksi saadaan arvio soluista
per millilitra. Esimerkki: soluja lasketaan 325 kappaletta. Nama solut ovat laskettu yh-
teenséd 15 ruudusta. Soluja on siis keskimaarin 325/15 eli 21,7 kappaletta/ruutu. 21,7
solua * 1000 ruutua laskentakammiossa tarkoittaa siis yhteensd 21700 kpl soluja koko
laskentakammiossa. Koska laskentakammion tilavuus on 1ml, niin voidaan sanoa etta
naytteessa on soluja noin 21700/ml. Jos kasvatuspullossa on ollut 50 ml levakasvatusta,
niin voidaan arvioida etté koko pullossa on 21700*50 eli 1 085 000 solua. On huomioi-

tava, etta solulaskut ovat kuitenkin aina vain arvioita todellisesta maarasta.

3.3.2 Kilorofylli a -pigmentti

Klorofyllit ovat biomolekyyleja, joita kasvit ja muut yhteyttavat organismit tarvitsevat
muuntaessaan auringonvaloa kemialliseksi energiaksi. Klorofylleja on kuutta eri tyyppia,
jotka hieman eroavat toisistaan kemialliselta rakenteeltaan [16]. Klorofylleista yleisin on
klorofylli a, joka ainoana klorofyllityyppina esiintyy kaikissa yhteyttavissa organismeissa.
Mittaamalla piilevakasvatusten klorofylli a pitoisuutta, saadaan tietoa piilevasolujen luku-
maarasta ja hyvinvoinnista. Klorofylli a -pitoisuudet voidaan selvittaa spektrofotometri-
sesti vertaamalla naytteen absorptiota standardisuoran absorptioihin. Klorofylli a -stan-
dardit valmistetaan lahes puhtaasta klorofylli a -jauheesta, joka laimennetaan eri pitoi-
suuksiin. Luonnosta tai levékasvatuksista otetuissa naytteissa on usein niin paljon mit-
tausta hairitsevia epapuhtauksia, ettd naytteet on suodatettava ja laimennettava sopi-

valle mittausalueelle.

Laboratoriossa kasvatetuista piilevista otetaan nayte klorofyllimittausta varten joka paiva
koejarjestelyn ajan. Nain voidaan seurata levien kasvua, joka on suoraan suhteessa mi-
tattavan klorofylli a:n maaraan. Naytteet otetaan pipetoimalla varovasti sekoitettua leva-
kasvatusta falcon-putkeen. Naytteet on suodatettava mahdollisimman pian naytteenoton

jalkeen jo saman paivan aikana klorofyllien hajoamisen takia. Klorofyllit hajoavat valon

=
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vaikutuksesta, joten naytteita tulisi suojata valolta naytteenoton jokaisessa vaiheessa.
Klorofyllindytteiden suodatus toteutetaan imusuodatusmenetelmalld, jolloin klorofyllia si-
saltavat solut jAdvat suodatinkalvolle. Suodatuksen jalkeen suodattimet siirretdan puh-
taisiin falcon-putkiin ja ndytteet voidaan varastoida pakastimeen odottamaan mittauksia.
Ennen varastoimista putkiin lisdtdan ensin puhdasta etanolia ja suojataan naytteet va-
lolta. Etanoli hajottaa solut ja klorofylli vapautuu etanoliin. Ennen varastointia etta mit-
tauksia tehostetaan klorofyllien liukenemista etanoliin vorteksoimalla naytteet ennen
seuraavaa suodatusta. Naytteet suodatetaan uudelleen ennen mittauksia kayttaen ruis-
kua. Klorofyllit absorboivat valoa hieman eri aallonpituuksilla johtuen niiden kemiallisen
rakenteen eroavaisuuksista. Klorofylli a:n absorptiomaksimit ovat aallonpituuksilla 430

nm ja 662 nm.

Naytteet pakastettin -20 °C odottamaan mittauksia. Ennen mittauksia otettiin klorofylli a
-naytteet sekd standardit huoneenlampd6n noin tunniksi. Ennen mittausta naytteet vor-
teksoitiin ja suodatettiin uudelleen puhtaisiin koeputkiin kayttéden ruiskua ja 0,7 um GF/F
laatuisia suodattimia. Naytteet seka standardit pipetoitiin 96-kuoppalevylle ja mitattiin yh-

della mittauksella.

3.3.3 Ravinteet

Naytteenottoa varten 0,7 ym suodattimet (Whatman GF/F, lot. 1825-025) happopestiin
1 M suolahapossa noin 5 tuntia. Seuraavaksi suodattimia pidettiin 450°C uunissa 6 tun-
tia. Naytteita varten otettiin jokaisesta piilevakasvatuksesta 50 ml levakasvatusta/nayte.
POC, PON ja POP -naytteet imusuodatettiin happopestyille ja poltetuille suodattimille
siten, ettd jokaisesta naytteesta tuli 2 rinnakkaisnaytetta eli 2x25 ml. POP -naytteet huuh-
dottiin liséksi natriumsulfaattilla (Na2S04). BSi -naytteet otettiin suodattamalla 2x13 ml
levakasvatusta. Kaikki suodatetut ndytteet varastoitiin petrimaljoille ja l&hetettiin analy-
soitavaksi Helsingin yliopiston Tvarminnen el&intieteelliselle asemalle [17].
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3.3.4 Perustuotanto

DIC

3-pisteinen standardisuora tehtiin punnitsemalla natriumvetykarbonaattia 0,011 g, 0,022
g ja 0,031 g ja liuottamalla jokainen standardi 100 ml MilliQ —vetta. Naytteet otettiin pii-
levakasvatuksista ja DIC -pitoisuus mitattiin Unicarb Universal Carbon Analyzer (Elektro
Dynamo OY, Helsinki) IR-spektrometrilla. Kaytetty naytetilavuus oli 300 pl. Jokaisesta

naytteesta tehtiin kolme rinnakkaismaaritysta.

14C

Mittauksia varten happopestiin 20 ml tuikepulloja. Piilevakasvatuksista otettiin naytteet
siten, etta jokaisesta kasvatuksesta otettiin 2 naytetta valossa ja 1 nayte pimeassa inku-
bointia varten. Naytetilavuus oli 4 ml/nayte. Ennen inkubointia naytteisiin lisattiin hiilen
isotooppia “C (DHI LAB, NaH*CO3, 740000 Bqg, Product ID: AMP-20-CI-1). Naytteita
inkuboitiin 2h. Naytteisiin liséttiin 2-3 tippaa 1 M HCl ja 7 ml tuikenestetta (Perkin Elmer,
Insta-Gel Plus, product. number:6013391). Naytteet mitattiin nestetuikelaskurilla (Wallac
1414 Win Spectral).
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4 Tulokset ja niiden tulkinta

4.1 Solulaskenta

Koesarjan yhtéa solukantaa siséltaneiden naytteiden solulaskennat eri suolapitoisuuk-
sissa on esitetty kaaviona kuvassa 6. Jokainen mittauspiste on kolmen rinnakkaisnayt-

teen keskiarvo. Keskihajonnat on lasketty mittauspistekohtaisesti.

600000 - .
Yksi kanta
500000 -+
400000 - T }
£
L 1
'S 300000 - —4—3PSU
°
© X == 5 PSU
200000 -
_ 15 PSU
o _m
0 - — T T T T T 1
0 1 3 4 5 6 7
Naytteenottopaiva

Kuva 6. Yksittaisen solukannan maaréat eri suolapitoisuuksissa

3 PSU:n suolapitoisuudessa vain yhta piilevikantaa sisaltdneen naytteen kasvu jai sel-
keasti vahaisemmaksi kuin 5 PSU:n ja 15 PSU:n suolapitoisuuksissa. 15 PSU:n suola-
pitoisuudessa kasvu oli nopeampaa kuin 5 PSU:n suolapitoisuudessa mutta kasvu myos
pysahtyi aikaisemmin. Populaation lopullinen koko naytteenottopaivana 7 jai 15 PSU:ssa

kasvaneilla soluilla pienemmaksi kuin 5 PSU:ssa kasvaneille.
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Koesarjan viittd solukantaa siséltaneiden naytteiden solulaskennat eri suolapitoisuuk-
sissa on esitetty kaaviona kuvassa 7. Jokainen mittauspiste on kolmen rinnakkaisnayt-

teen keskiarvo. Keskihajonnat on lasketty mittauspistekohtaisesti.

600000 -

5 kantaa

500000

400000
£
g 300000 i 3 PSU
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@ =5 PSU

200000

15 PSU

100000

0 1 3 4 5 6 7
Naytteenottopaiva

Kuva 7. Viiden yhdistetyn solukannan maarat eri suolapitoisuuksissa

3 PSU:n suolapitoisuudessa viisi piilevikantaa sisaltdneen ndytteen kasvu jai myoés sel-
keasti vahaisemmaksi kuin 5 PSU:n ja 15 PSU:n suolapitoisuuksissa. 15 PSU:n suola-
pitoisuudessa kasvu oli nopeampaa kuin 5 PSU:n suolapitoisuudessa mutta kasvu myoés
pysahtyi aikaisemmin ja solujen maara kaantyi laskuun naytteenottopaivan kuusi jal-
keen. Populaation lopullinen koko naytteenottopaivana seitseman jai 15 PSU:ssa kas-

vaneilla soluilla pienemmaksi kuin 5 PSU:ssa kasvaneille.
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Koesarjan viittatoista solukantaa sisaltdneiden naytteiden solulaskennat eri suolapitoi-
suuksissa on esitetty kaaviona kuvassa 6. Jokainen mittauspiste on kolmen rinnakkais-

naytteen keskiarvo. Keskihajonnat on lasketty mittauspistekohtaisesti.
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0 1 3 4 5 6 7
Naytteenottopaiva

Kuva 8. 20:n yhdistetyn solukannan maaréat eri suolapitoisuuksdissa

Myds 20 kantaa siséltaneiden naytteiden kasvu 3 PSU:n suolapitoisuudessa jai selkedasti
vahaisemmaksi kuin 5 PSU:n ja 15 PSU:n suolapitoisuuksissa. 15 PSU:n suolapitoisuu-
dessa kasvu oli nopeampaa kuin 5 PSU:n suolapitoisuudessa mutta kasvu myoés pysah-
tyi aikaisemmin ja solujen maara kaantyi laskuun paivan kuusi jalkeen. Populaation lo-
pullinen koko naytteenottopaivana seitseman jai 15 PSU:ssa kasvaneilla soluilla pie-

nemmaksi kuin 5 PSU:ssa kasvaneille.
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4.2 Klorofylli a

Koesarjan yhté solukantaa siséaltaneiden naytteiden klorofylli a pitoisuudet eri suolapitoi-
suuksissa on esitetty kaaviona kuvassa 9. Jokainen mittauspiste on kolmen rinnakkais-
naytteen keskiarvo. Keskihajonnat on laskettu mittauspistekohtaisesti. Kaikkien nayt-
teenottopéaivana seitseman otettujen ndytteiden mittaukset epéonnistuivat niiden suuren

solutiheyden takia, jonka vuoksi mittaustulokset eivat pysyneet luotettavalla mittausalu-

eella.
1 kanta
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Kuva 9. Yhté kantaa siséltdneiden naytteiden klorofylli a:n maaréat eri suolapitoisuuksissa

3 PSU:n suolapitoisuudessa kasvaneet naytteet tuottivat selkedsti vahemman klorofylli
a:ta. 5 PSU:n suolapitoisuudessa kasvaneet levat tuottivat hieman enemman klorofylli
a:ta kuin 15 PSU:n suolaitoisuudessa kasvaneet, paitsi eksponentiaalisen kasvun lo-
pulla, naytteenottopaivana viisi. Liséaksi ndytteenottopéivana viisi ndhdaan 3 PSU:n suo-
lapitoisuudessa kasvaneiden levien kohdalla hyvin alhainen tulos, joka saattaa johtua
virheesta naytteiden kasittelyssa tai mittausvaiheessa. Muuten tulokset ovat melko hyvin

linjassa solulaskennasta saatujen tulosten kanssa.
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Koesarjan viittd solukantaa siséltaneiden naytteiden eri suolapitoisuuksissa on esitetty

kaaviona kuvassa 10. Jokainen mittauspiste on kolmen rinnakkaisnaytteen keskiarvo.

Keskihajonnat on lasketty mittauspistekohtaisesti.

5 kantaa
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Kuva 10. Viitta kantaa sisaltdneiden naytteiden klorofylli a:n maarat eri suolapitoisuuk-

sissa.

Myds viittéd kantaa sisaltdneiden naytteiden kohdalla 3 PSU:n suolapitoisuudessa kas-

vaneet naytteet tuottivat selkeasti vahemman klorofylli a:ta koko mittausjakson ajan. 15

PSU:n suolapitoisuudessa kasvaneiden levien klorofylli a:n tuotto nayttaisi kasvavan hie-

man nopeammin mutta myds kaantyvan laskuun aikaisemmin, kuin 5 PSU:n suolapitoi-

suudessa kasvaneilla levilla.

|

Metropolia



20

Koesarjan 20 solukantaa sisaltaneiden naytteiden klorofylli a pitoisuudet eri suolapitoi-

suuksissa on esitetty kaaviona kuvassa 11. Jokainen mittauspiste on kolmen rinnakkais-

naytteen keskiarvo. Keskihajonnat on lasketty mittauspistekohtaisesti.

20 kantaa
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Kuva 11. 20 kantaa sisaltaneiden naytteiden klorofylli a:n maaréat eri suolapitoisuuksissa

Myds 20 kantaa sisédltaneiden naytteiden kohdalla 3 PSU:n suolapitoisuudessa kasva-

neet naytteet tuottivat selkeasti vihemman klorofylli a:ta koko mittausjakson ajan. Myds

5 PSU:n ja 15 PSU:n suolapitoisuuksissa kasvaneiden naytteiden tulokset ovat saman-

kaltaiset kuin viisi kantaa siséltaneilla naytteilla. Kaikkia klorofylli a mittaustuloksia ver-

tailtaessa vain yhta kantaa sisaltdneiden, 5 PSU:n ja 15 PSU:n suolapitoisuuksissa kas-

vatettujen naytteiden klorofylli a pitoisuus nayttéisi olevan alussa hieman matalampi kuin

useita kantoja sisédltaneiden naytteiden pitoisuudet mutta tasoittui naytteenottopaivan

viisi naytteiden kohdalla.
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4.3 Ravinteet

POC -mittaukset suoritettiin solujen eksponentiaalisen kasvuvaiheen lopulla, naytteen-
ottopaivana viisi. POC —pitoisuudet eriteltyna diversiteetin mukaan eri suolapitoisuuk-
sissa on esitetty kaaviona kuvassa 12. Jokainen tulos on kolmen rinnakkaisnaytteen
keskiarvo. Kuvaajien virhepylvaat ovat naytekohtaisia keskihajontoja.

POC
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1000
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1 kanta 5 kantaa 20 kantaa
m3PSU m5PSU m15PSU

Kuva 12. POC — pitoisuudet eri suolapitoisuuksissa

POC - pitoisuudet ovat selkeéasti pienemmat 3 PSU:n suolapitoisuudessa jokaisen nayt-
teen kohdalla. Viisi ja 20 kantaa sisaltavissa naytteissa pitoisuudet ovat kuitenkin suu-
rempia kaikissa suolapitoisuuksissa, joka mahdollisesti viittaa siihen ettd suuremman di-
versiteetin omaavat populaatiot menestyisivat paremmin kuin diversiteetiltdan yksipuoli-

set populaatiot.
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PON - mittaukset suoritettiin solujen eksponentiaalisen kasvuvaiheen lopulla, naytteen-
ottopaivana viisi. PON —pitoisuudet eriteltynd diversiteetin mukaan eri suolapitoisuuk-
sissa on esitetty kaaviona kuvassa 13. Jokainen tulos on kolmen rinnakkaisnaytteen

keskiarvo. Kuvaajien virhepylvaat ovat naytekohtaisia keskihajontoja.

PON
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Kuva 13. PON — pitoisuudet eri suolapitoisuuksissa

PON - pitoisuuksien kohdalla tulokset ovat yhtenevat POC — pitoisuuksien kanssa. 3
PSU:n suolapitoisuudessa pitoisuudet ovat selkeésti pienemmat, joka selittyy ainakin
solujen pienemmilla lukuma&arilla naytteenottopaivana viisi. Myds PON — naytteissa voi

havaita suurempien diversiteettien positiivisen vaikutuksen populaatioihin.

POP - mittaukset suoritettiin solujen eksponentiaalisen kasvuvaiheen lopulla, naytteen-
ottopaivana viisi. PON —pitoisuudet eriteltyna diversiteetin mukaan eri suolapitoisuuk-
sissa on esitetty kaaviona kuvassa 14. Jokainen tulos on kolmen rinnakkaisnaytteen

keskiarvo. Kuvaajien virhepylvaét ovat naytekohtaisia keskihajontoja.
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Kuva 14. POP — pitoisuudet eri suolapitoisuuksissa
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POP — pitoisuuksien kohdalla ei ole nahtévissa kovin suuria eroavaisuuksia eri suolapi-

toisuuksien kohdalla. Populaation diversiteetilla nayttaisi kuitenkin olevan pieni positiivi-

nen vaikutus POP — pitoisuuksiin, mutta selvia paatelmia ei kuitenkaan voi tehdé tdmén

opinnaytetyon otannan perusteella.

BSi - mittaukset suoritettiin solujen eksponentiaalisen kasvuvaiheen lopulla, naytteenot-

topdaivana viisi. BSi —pitoisuudet eriteltyna diversiteetin mukaan eri suolapitoisuuksissa

on esitetty kaaviona kuvassa 15. Jokainen tulos on kolmen rinnakkaisnaytteen kes-

kiarvo. Kuvaajien virhepylvaat ovat naytekohtaisia keskihajontoja.
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Kuva 15. BSi — pitoisuudet eri suolapitoisuuksissa

BSi — pitoisuudet ovat selkeésti korkeimmat 5 PSU suolapitoisuudessa naytteissa jotka
sisélsivat yksi ja viisi kantaa. 20 kantaa sisaltavien naytteiden kohdalla erot eivat ole yhta
suuria. Kaikkien naytteiden kohdalla kuitenkin matalimmat BSi pitoisuudet mitattiin 3

PSU:n suolapitoisuuksilla.

Ravinteiden atomaarisia suhteita vertailtin Redfield-Brzezinskin suhdeluvun avulla
(C:Si:N:P=106:15:16:1). Ainemaarat laskettiin ravinnemittausten tulosten pe-
rusteella. Kaikki naytteen tulokset jaettiin POP-mittauksen tuloksella, jotta luvut olisivat
verrattavissa Redfield-Brzezinskin suhdelukuun. Suhteet viel& normalisoitiin toisiinsa
verrannollisiksi jakamalla jokainen mittaustulos Redfield-Brzezinskin suhdelukua vas-
taavan ravinteen luvulla. Toisinsanoen jokaisen ravinteen kohdalla Redfield-Brzezinskin
suhdeluku saa arvon 1, joka on myo6s lisatty kuvaajaan vertailuarvona. Esimerkiksi jos
jokin ravinne saa kuvaajalla arvon 2 niin siind on kaksinkertainen maara kyseista ravin-
netta kuin Redfield-Brzezinskin suhdeluvun mukaisesti pitdisi olla. Ravinnevertailu esi-

tetty kuvaajana kuvassa 16.

|
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Redfield-Brzezinskin suhdelukuvertailu
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Kuva 16. Ravinnemittausten tulosten vertailu Redfield-Brzezinskin suhdeluvun avulla.

Hiilipitoisuudet ovat jokaisessa naytteessa korkemmat kuin vertailuarvo. Kaikissa 3
PSU:n suolapitoisuuden naytteissé arvot ovat noin 1,75 kertaiset vertailuarvoon néhden.
5 PSU:n ja 15 PSU:n suolapitoisuuksien naytteiden pitoisuudet ovat 2,5 - 3,5 kertaiset.
Myds typpipitoisuudet ovat samaa tasoa hiilipitoisuuksien kanssa, lukuunottamatta kaik-
kia 3 PSU:n naytteitd, joissa typpipitoisuudet ovat hyvin lahelld vertailuarvoa. Silikapitoi-
suudet ovat naytteissd S5 ja L5 noin 1,5 kertaiset. Kaikissa 3 PSU:n naytteissa taas
silikapitoisuudet jaavat hieman alle vertailuarvon. Fosforipitoisuus on kaikkien naytteiden
kohdalla luonnollisesti sama kuin vertailuarvo, koska fosforindytteet toimivat yhteisena

jakajana muiden naytteiden pitoisuuksille.

4.4 Perustuotanto

Perustuotantomittaukset suoritettiin koesarjan naytteenottopaivina yksi, kolme ja viisi.
DIC —mittausten tulokset jarjestettyna naytteenottopaivan mukaan esitetty kuvaajana ku-
vassa 16. Naytteiden tunnuksissa kirjain "S” tarkoittaa yhta kantaa, "L” viitta kantaa ja
"H” 20:t4 kantaa siséaltavia naytteitd. Numero kirjaimen perdssa tarkoittaa suolapitoi-

suutta, jossa nayte on kasvatettu. Esimerkiksi kuvaajassa vasemmalta ensimmainen

|
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nayte "S3” siséltdd yhden solukannan ja on kasvatettu 3 PSU:n suolapitoisuudessa. Jo-
kainen tulos on kolmen rinnakkaisnaytteen keskiarvo. Kuvaajien virhepylvaat ovat nay-

tekohtaisia keskihajontoja.

DIC
1,6
1,4
1,2 ==
! I L
ug/l 0,8 1 -
0,6
0,4
0,2
0
Paiva 1 Paiva 3 Paiva 5
ES3 EL3 WmH3 mS5 mLs H5 mS515 EL15 mH15

Kuva 16. Kaikkien naytteiden DIC —pitoisuuden

DIC - pitoisuuksissa ei ole havaittavissa merkittévia eroja eri naytteenottopaivien valilla.
Eri suolapitoisuuksien valilla DIC — pitoisuudet ovat jokaisena naytteenottopéivana alhai-
simmat 3 PSU:n suolapitoisuuden kasvatuksissa ja suurimmat 15 PSU:n suolapitoisuu-
den kasvatuksissa. Levakasvatuksien diversiteetilla ei nayttaisi olevan merkitysta, paitsi
S5 naytteen kohdalla johtuen mahdollisesti yksittdisen kannan ominaisuuksista, joiden
vaikutukset tasoittuvat suuremmilla diversiteeteilla. DIC — pitoisuuksia tarvitaan lasketta-

essa solujen yhteyttdmistehokkuutta.

14C ja DIC mittaustulosten pohjalta lasketut yhteyttamistehokkuudet esitetty kuvaajana
kuvassa 17. Jokainen tulos on kolmen rinnakkaisnaytteen keskiarvo. Kuvaajien virhepyl-

vaat ovat naytekohtaisia keskihajontoja.
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Yhteyttadmistehokkuus
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Kuva 17. Kaikkien naytteiden yhteyttamistehokkuudet.

Yhteyttamistehokkuuksissa erot eivat ensimmaisena naytteenottopaivana ole merkitta-
vid johtuen siita etta piilevien kasvu oli viela viivevaiheessa. Naytteenottopaivana kolme
on jo havaittavissa kahdenlaisia eroja. Ensinnakin tehokkuus on suurempi 5 PSU:n ja 15
PSU:n suolapitoisuuksilla verrattuna 3 PSU:n suolapitoisuuteen. Lisaksi naytepopulaati-
oiden diversiteetti nayttaisi kasvattavan tehokkuutta verrattuna vain yhta kantaa sisalta-
viin naytteisiin. Suurin yhteyttdmistehokkuus vaikuttaisi olevan 20 kantaa sisaltavissa

naytteissa.

Naytteenottopaivana viisi erot yhteyttdmistehokkuuksissa ovat selkeimmat. Havaitta-
vissa on samanlaiset erot eri suolapitoisuuksien ja diversiteettien valilla kuin paivana
kolme, paitsi viisi ja 20 kantaa sisaltavien naytteiden valilla ero ei ole kovin suuri. Vain
yhta kantaa sisaltavien naytteiden alhaisempi tehokkuus verrattuna suurempien diversi-
teettien naytteisiin saattaisi selittya taman yhden kannan yksildllisilla ominaisuuksilla.
Naytteenottopaivana viisi keskihajonnat olivat niin vahaisia, etta niita ei kuvaajasta erota.
Tama saattaa kertoa levien yhteyttamistehokkuuden stabiloitumisesta eksponentiaali-

sen kasvuvaiheen lopulla ja my6s mittausmenetelmien tarkkuudesta.
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5 Yhteenveto

Ty0dssa haluttiin selvittaa elinympériston suolapitoisuuden vaikutusta Itameren Skeleto-
nema marinoi -piilevalajin kasvuun ja perustuotantoon. Tydssa kaytetyilla mittausmene-
telmilla onnistuttiin selkeasti osoittamaan ettéd standardisuolapitoisuutena kaytettyd 5
PSU:ta vain kaksi yksikkda alhaisempi 3 PSU:n suolapitoisuus vaikutti ainakin tydssa
tutkittuihin levakantoihin kasvua, ravinteiden ottoa ja perustuotantoa alentavasti. Nayte-

populaatioiden diversiteetilla ei havaittu selkeaa vaikutusta tuloksiin.

Toinen rasitusympaérist6 yritettiin luoda standardipitoisuutta suuremmalla 15 PSU:n suo-
lapitoisuudella. Suolapitoisuuden nostamisella ei muuten tuntunut olevan selke&é vaiku-
tusta leviin, paitsi yhteyttamistehokkuuden ja DIC —pitoisuuden kohdalla oli havaittavissa
hieman suurempia tuloksia standardisuolapitoisuuden naytteisiin verrattuna. Tama on
melko yllattava tulos, koska tarkoituksena oli luoda leville ymparist6 jossa niiden ei ole-
tettu viihtyvan kovin hyvin. Tarkempia syita ilmiédn ei tdssa opinnaytetydssa selvitetty.
Mahdollisia selityksia voisi olla lajin siirtyminen Itamereen jostakin Itdmerta suolapitoi-
suudeltaan suuremmasta meresta, esimerkiksi Atlantilta tai voi myos olla mahdollista
ettd suolapitoisuuden lisaamisella ei yksinkertaisesti ole havaittavaa vaikutusta leviin

mittauksia suoritetulla aikavalilla.

Populaatioiden diversiteetilla saattaisi olla vaikutusta, joka ndkyy ainakin suurempana
yhteyttdmistehokkuutena vertailtaessa useaa kantaa ja vain yhta kantaa sisaltaneisiin
naytteisiin. Eroavaisuudet yhteyttdmistehokkuudessa voivat myos selittya eri kantojen
yksil6llisilla eroilla, joten tAman tyén puitteissa merkittavia johtopaatoksia ei voi tehda.
Laboratoriossa kasvaneilla naytteilld on ollut kaikkia tarvittavia ravinteita riittavasti, joten
kasvatusolosuhteet voivat osaltaan vaikuttaa suuriin hiili- ja typpipitoisuus -suhteisiin ver-

tailtaessa tuloksia Redfield-Brzezinskin suhdeluvun avulla.
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Liite 1
1(2)

F/2 kasvatusliuos

f/2 Medium (Guillard and Ryther 1962, Guillard 1975)

Component Molar Concentration in
Final Medium
NaNOs; 882x 10°M
NaH,PO,4 H,O 362x10° M
Na»Si0; 9H,0 1.06x 10° M
trace metal solution ---
vitamin solution -

/2 Trace Metal Solution

Component Molar Concentration in

Final Medium

FeCl; 6H,0 1.17x10° M

Na;EDTA 2H,0O 1.17x 10° M

CuS0, 5H,0 393x 10°M

Na:MoQ, 2H:0 2.60x 10°M

ZnS04 TH,0 7.65x 10° M

CoCl; 6H,0 420x 10° M

MnCl; 4H,O 9.10x 107" M

/2 Vitamin Solution

Component Molar Concentration in
Final Medium

thiamine HCI (vit. By) 296x 107 M

biotin (vit. H) 205x 107 M

cyanocobalamin (vit. Bj)  3.69x 107" M

Guillard, R.E.L. 1975, Culture of phytoplankton for feeding marme invertebrates. pp
26-60. In Smith W L. and Chanley M.H (Eds.) Culture of Marine Invertebrate Animals.
Plenum Press, New York, USA.

Guillard, RRL. and Ryther, JH. 1962, Studies of marine planktonic diatoms. 1.

Cyclotella nana Hustedt and Detonula confervacea Cleve. Can. J. Microbiol. 8: 229-
239.
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