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Referat

Bruteig, I.E., Thomsen, M.G. & Altin, D. 2001. Vekstrespons
hos tre aerofyttiske algar pa tilfersel av nitrogen. - NINA
Oppdragsmelding 680:1-19.

| denne studien har vi undersgkt effekten av tilfert nitrogen i
neaeringsmedium til tre vanleg ferekommande artar av luft-
algar (aerofyttiske algar) isolert frd bjerkestammar pa kysten
av nordvestlandet og frd austlandet: gr@nalgane Desmococcus
olivaceus og Chlorococcum sp. og cyanobakterien Nostoc sp.
Dei tre artene vart dyrka pd agar med fire ulike nivd av
nitrogen i mediet.

Grenalgane Desmococcus olivaceus og Chlorococcum sp.
reagerte begge signifikant positivt pd auka nitrogenmengde,
medan det ikkje var signifikante forskjellar mellom be-
handlingane for den nitrogenfikserande cyanobakterien
Nostoc sp. Variasjonen innan art i hgve til behandling var
stgrst i gruppa med sterst tilfgrsel av nitrogen. Grenalgen
Chlorococcum sp. skifta farge fra raudt til grent i alle praver
med nitrogen i mediet.

Gitt tilstrekkeleg tilgang pa evrige naeringsstoff, verkar det
som dei to utvalde grgnalgane kan ha ein responskurve for
nitrogen som gjer artane interessante som indikator-
organismar i hgve til nitrogendeposisjon i terrestriske miljg.
For & finne ei meir fullstendig responskurve er det nagdvendig
& gjere forsgk med fleire nitrogendosar, spesielt i omradet
mellom O-nitrogen og den ldgaste nitrogendosen som vart gitt
i dette innleiande forsgket. Spesiell interesse er knytt til
fargeskiftet hos Chlorococcum sp., som kan ha potensiale til &
fungere som markar for ein spesifikk nitrogenkonsentrasjon.

Emneord: Luftalgar, nitrogen, talegrenser, vekstrespons,
klorofyll

Inga E. Bruteig; Norsk institutt for naturforskning, Tungasletta
2, N-7485 Trondheim

Mette G. Thomsen; Hagen Vestre, N-2610 Mesnali

Dag Altin; SINTEF Kjemi, N-7465 Trondheim

e-post: inga.bruteig@ninatrd.ninaniku.no
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Abstract

Bruteig, .E., Thomsen, M.G. & Altin, D. 2001. Growth
response of three aerophytic algae related to nitrogen supply.
- NINA Oppdragsmelding 680: 1-19.

In the present study we have examined the effect of nitrogen
supplied through nutrient medium on three widespread
aerophytic algae isolated from birch trunks in coastal Western
and inland Eastern Norway: the green algae species Desmo-
coccus olivaceus and Chlorococcum sp. and the cyano-
bacterium Nostoc sp. The species were grown on agar plates
with four different concentrations of nitrogen in the medium.

The green algae Desmococcus olivaceus and Chlorococcum
sp. both showed a positive response to increased nitrogen
concentrations, while there was no significant difference
between treatments regarding the cyanobacterium Nostoc sp.
The variation within species and treatment was highest in the
group receiving the highest nitrogen dose. The green algae
species Chlorococcum sp. changed colour from red to green
in all plates with nitrogen present in the medium.

The two selected green algae species may have a nitrogen
depended growth curve when supplied with sufficient
amounts of other nutrients, which make them suitable as indi-
ator organisms related to nitrogen deposition in terrestrial
environments. Experiments with a higher number of nitrogen
concentrations are needed to find a more detailed response
curve, especially in the lower spectre of concentrations. The
change of colour in Chlorococcum sp. is of special interest,
since this can prove to be a specific indicator of a certain level
of nitrogen concentration.

Key words: Aerophytic algae, nitrogen, critical loads, growth
response, chlorophyll
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Foreord

Dette prosjektet er stgtta av programmet “Naturens tale-
grenser” ved Direktoratet for naturforvaltning og Statens
Forureiningstilsyn .

Algane som er brukt i forseket vart samla inn under prosjektet
“Effektar av nitrogen pd framvekst av frittlevande epifyttiske
algar”, som vart gjennomfart av Allforsk Biologi og NIOS i
1998-1999 med stwtte fra Noregs Forskingsrad.

Vi vil rette ein takk til Randi og Olav Skulberg ved NIVA for
hjelp med framstilling av naeringsmedium og med identifise-
ring av artar, samt for diskusjon og utveksling av idear ndr det
gjeld aerofyttiske algar generelt.

Trondheim, februar 2001

Inga E. Bruteig
prosjektleiar
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1 Innleiing

Algar finst i alle gkosystem, og stér for rundt 40% av den
globale fotosyntesen (Andersen, 1992). Algar er primaer-
produsentar i havet, som utgjer 71% av jordas overflate. |
terrestriske miljg kan algar ogsd gje eit omfattande bidrag nar
det gjeld fotosyntese, men desse samanhengane er lite
kjende. Dei siste tidra har vi fatt ein stadig auke i tilferselen av
nitrogen. Dette medverkar til auka vekst bade av planktoniske
og epifyttiske algar i akvatiske og terrestriske @kosystem
(Hessen, 1997).

Det er funne ein positiv korrelasjon mellom vekst av luftalgar
(aerofyttiske algar) og luftforureining i fleire studiar (Gérans-
son, 1990; Sgchting, 1997; Thomsen, 1992; Thomsen, 1996).
| tillegg vil hggare middeltemperatur kunne verke positivt inn
pa algevekst (Poikolainen et al., 1998; Thomsen, 1992). | Sar-
Noreg verkar det som om algar og til dels ogsad cyanobakteriar
er i framvekst pd trestammar og barndler. Ved den lands-
omfattande epifyttkartlegginga under Program for terrestrisk
naturovervaking (TOV), vart det funne ein auke i mengden av
grene og merkfarga algar og/eller cyanobakteriar pd stammen
av vanleg bjgrk pd 9 av 73 overvakingsflater fra 1992 til 1997
(Bruteig & Tronstad, 2000). Tilsvarande observasjonar i andre
Europeiske land har fert til at auka algevekst pa tre er brukt
som ein av fleire indikasjonar pa at télegrenser i terrestriske
gkosystem er overskridne (Bobbink, Hornung & Roelofs,
1996). Dette er i farste rekkje brukt som tdlegrensekriterium
. for skog i fuktig klima ("Forests in humid climates”), der
tolegrensa p& denne bakgrunnen er sett til 5-10 kg N ha™ &r".
| store deler av Ser-Noreg er denne grensa overskriden, jfr.
figur 1 (Terseth & Semb, 1998).

Kunnskapen om kva algar som opptrer aerofyttisk, deira
geografiske utbreiing og kva faktorar som influerer pa ein arts
framvekst eller tilbakegang er mangelfull (Andersen, 1992).
Aliforsk Biologi og NIJOS gjennomfgrte ein pilotstudie av algar
pé grannaler og bjgrkestammar pa Sgrlandet, Austlandet og i
Trendelag i 1998-1999 (Forskingsradprosjektet "Effektar av
nitrogen pd framvekst av frittlevande epifyttiske algar”).
Under dette prosjektet vart det isolert fram reine kulturar av
innsamla materiale pd naeringsagar. Nokre av desse kulturane
er identifisert til slekt og delvis 0gsa til art. Studien viste vidare
at algeveksten varierer langs ein kyst-innlandsgradient og ser-
nordgradient. Det synes t.d. & vere stgrre innslag av Trente-
pohlia-artar og cyanobakteriar ved kysten enn i innlandet.

Tilfgrsel av antropogent spreidde nitrogen-komponentar
saman med auke i drsmiddeltemperatur er mest truleg hovud-
&rsakene til den registrerte auken av epifyttiske algebelegg.
Kiimatiske faktorar kan vere vesentlege for artsamansetjinga
av algebelegget. Saleis vil det optimale vere & manipulere
b&de neeringstilgang og klimatiske faktorar som vasstilgang,
lyskvalitet/-mengde og temperatur for ei rekkje ulike artar.
Men farebels er situasjonen at vi manglar basale kunnskapar
m.a. om realistiske responskonsentrasjonar for nitrogen og
om artsamansetjinga. Difor har vi valt & (1) starte med nokre
av dei mest vanlege artane som vi har klart & reindyrke og (2)
spkje & finne kva nivd av nitrogen som resulterer i mélbare

nina oppdragsmelding 680

forskjellar i vekst for desse artane. Eit eventuelt meir om-
fattande prosjekt kan byggje pa resultata fré dette forsgket.

Vi har her brukt tre av dei reindyrka algeartane innsamla i
forskingsradprosjektet nemnt over, grenalgane Desmococcus
olivaceus og Chlorococcum sp. og cyanobakterien Nostoc sp.,
i eit eksperimentelt studium av samanhengen mellom
nitrogentilfarsel og vekst. Nostoc sp. er tatt med m.a. fordi
den tilhgyrer gruppa av cyanobakteriar som har evna til &
fiksere nitrogen fra luft (heterosystiske cyanobakteriar) og
sdleis er mindre avhengig av nitrogen i nedbegr. Det blir séleis
forventa at desse artane kan ha ulik respons pd tilfart
nitrogen i naringsmediet. Spektrofotometriske mdlingar av
klorofyllinnhald er brukt som uttrykk for vekst.
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Total nitrogen (oxi+red) deposition
1992-96

(mg-N/m2 yr)
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Figur 1. Deposisjon av nitrogen (sum av nitrat og ammonium) i Noreg 1992-96 (Terseth & Semb, 1998) - Deposition of nitrogen
(sum of reduced and oxidised forms) in Norway 1992-96 (Tarseth & Semb, 1998).
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2 Metodar

Kulturar

Testkulturane er henta fra tre innsamlingar av epifyttiske algar
pé bjgrkestammar: 1) Desmococcus olivaceus innsamla august
1999 frd Tuvik ved Tjeldbergodden, Aure i Mgre og Romsdal,
2), Chlorococcum sp. innsamla 30.10.1998 frd Nordmoen i
Akershus og 3) Nostoc sp. (cyanobakterie) 10.06.1998 fra
Tuvik. Alle kulturane har sidan innsamling vorte haldne pa
agar tilsett 20% Z8-naeringsmedium i lukka petriskdler. Til
artsbestemming og nomenklatur for grenalgane har vi brukt
Ettl & Gartner (1995) og for cyanobakteriar Rippka et al.
(1979).

Desmococcus olivaceus

Dette er ein av dei artane som tidlegare har gatt under namna
Pleurococcus vulgaris og Protococcus viridis, 0g som saman
med Apatococcus lobatus er ein av dei hyppigast fere-
kommande algar pd tre (Ettl & Gartner, 1995). Arten er
kjenneteikna ved at det ved vegetativ celledeling blir danna
kubiske cellepakker (figur 2), og ved at arten i agar-kulturar
dannar forgreina cellerekkjer (trikale filament) som lett fell fra
kvarandre. Kulturar pd agar har tendens ti! & bli dominert
anten av det kubiske stadiet eller av filament-sta

diet (Broady & Ingerfeld, 1993).

Chlorococcum sp.

Grgnalgeslekta Chlorococcum (familie Chlorococcaceae) be-
stdr av eincella, ofte kuleforma artar, og 22 av desse er
rapportert frd terrestriske miljg (Ettl & Gartner, 1995). Chloro-
coccum spp. er kosmopolitiske og blant dei dominerande
algane funne i luftpraver frd fly (Marshall & Chalmers, 1997).
Felles for desse artane er at dei har eit kvilestadium i form av

tjukkvegga hypnoblastar eller hypnosporar, der opplags-
neering og hematokrom blir lagra. P4 grunn av fargestoffet
hematokrom blir cellene raudfarga. | vekststadiet er cellene
grene (figur 3). Laboratorieforsgket starta med ein raudfarga
kultur av denne arten, med alle algecellene i kvilestadium.

Nostoc sp.

Utgangskulturen av Nostoc var sveert homogen, og danna
tydelege konsentriske ringar pd agaren. Fargen var bleikt
grébla. Mikroskopiering viser at arten typisk veks i einrada
kjeder (trichom) av tenneforma celler, med midt- eller ende-
stilte heterocyster (figur 4). | naturen er cellekjedene omgitt
av ei gelatings hinne, og ved vekst blir det danna stadig nye
bukta cellekjeder innan éin felles gele. Dette gjer at arten
framstar med eit slimaktig thallus som saerleg er tydeleg under
fuktige forhold.

Naeringsmedium

Neeringslgysinga er basert pd mediet Z8, som er eit vanleg
brukt medium for dyrking av ferskvassalgar, og som m.a.
NIVA brukar til dyrking av ei rekkje av sine algekulturar (Randi
Skulberg, pers medd). Z8 inneheld nitrat i form av salta NaNO,
og Ca(NO,)*4H,0 tilsvarande totalt 83,95 mg N/. | tillegg
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inneheld mediet smd mengder nitrogen i Na,EDTA samt i
spormetall-lgysinga i form av  (NH)Mo,0,*2H,0,
Cd(NO,),*4H,0, Co(NO,),*6H,0 og NiSO(NH,)250,*6H,0.
Konsentrasjonane av desse stoffa er likevel sa lage at vi har
valt & sjd vekk frd deira bidrag til tilgjengeleg nitrogen.
Modifisert Z8 utan nitrat blir ofte brukt til dyrking av nitro-
genfikserande cyanobakteriar. | dette mediet er nitratsalta
bytt ut med kloridsalt, ved at NaNO, er erstatta av tilsvarande
mengde NaCl og Ca(NO,)*4H,0 erstatta av CaCl,*2 H,0.

Neeringsagar med fire ulike nitrogendosar vart danna ved at
agar vart tilsett 20% Z8 med fglgjande saltinnhald:

1 0-Nitrogen — med klorid i staden for nitrat; gir 0 mg N/

2 Y-Nitrogen ~ 50% klorid og 50% nitrat; gir 8,4 mg N/I

3 1-Nitrogen — med vanleg nitratmengde; gir 16,8 mg N/I

4 2-Nitrogen — med dobbel dose nitrat; gir 33,6 mg N/I

Neeringsagaren vart fylt i standard petriskaler for dyrking av
kulturane. For kvar art og nitrogenkonsentrasjon vart det sett
opp fire parallelle skdler, slik at det totalt var (3 artar x 4
konsentrasjonar x 4 parallellar) = 48 skdler.

Vekstforsgk

Testkulturane vart vaska og skrapa av agarplatene og layst i
destillert vatn. Fer utplating pd agarskdlene vart kulturane
homogenisert ved forsiktig skvalping. 1 ml kultur + 1 ml av
den respektive naeringslgysinga vart pipettert ut pd skalene,
og skdlene vart forsegla med parafilm. Deretter vart skdlene
sett i lys-kontrollert rom med ein deggnvariasion med 8 t
marke og 16 t lys. Temperaturen var 26 °C pa dagtid og 18 °C
pé natt. Lys, temperatur og fuktigheit vart séleis halde likt for
alle skalene. Det vart ogs tatt ut 1 ml av kvar algelgysing som
vart fiksert med formalin for celleteljing, og 7-8 mi av kvar
algelaysing for maling av klorofylikonsentrasjon ved start.

Forsgket vart stoppa etter 1 mnd vekst. Algecellene vart fierna
fra agarplatene ved hjelp av glasvatt. Glasvatt med algeceller
vart lagt i reagensrer. Restane av algeceller pd agarskdlene
vart vaska av med to ganger 5ml destillert vatn, og
vaskevatnet vart tilfert reagensrgret. Reagensrgra vart
sentrifugert (15 minutt ved 3500 rpm i sentrifuge Jouan
MR1812), og supernatanten vart fjerna. Metoden med
sentrifugering vart valt d3 det viste seg & vere vanskeleg 3
filtrere algelaysinga pga. at algane hadde tendens til effektivt
a tette att filteret.

Loysemiddel

Reagensrgra med algekulturane vart tilsett 5 mi av lgyse-
middelet N,N-dimetylformamid (DMF), og sett til ekstraksjon
merkt pd kjelerom (4 °C) i 48 timar. Deretter vart prgvene
sentrifugert, og absorbansen ved 647 (klorofyll b) og 664 nm
(klorofyll a) malt i 1 cm standard kyvetter pad spektrofotometer
(Hitachi U-2000). 3 ml N,N-dimetylformamid vart brukt som
blank. Prevene vart fortynna dersom absorbansen ved 664 nm
var over det linezere omradet for klorofyll (> 0,8 nm).
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Figur 2. Grenalgen  Desmococcus
olivaceus — The green algae species
Desmococcus olivaceus

Figur 3. Grenalgen Chlorococcum sp. med
celler i vekstfase samt sentralt i nedste del
av bildet éi tjukkvegga celle i kvilestadium -
The green algae species Chlorococcum sp.
showing cells in growth stage plus one cell
in resting stage (thick cell wall, located in
lower, central part of picture).

Figur 4. Cyanobakterien Nostoc sp. — The
cyanobacterium Nostoc sp.
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Totalt klorofyllinnhald (Chl,) vart rekna ut etter felgjande
formel (Moran 1982):
Chl,, = (0,00704 x A, + 0,02027 x A,,,) x vol

der A, er mélt absorpsjon ved 664 nm, A, er absorpsjon ved
647 nm og vol er volumet av tilsett ekstraksjonsmiddel (DMF).
Dette gir eit mal pa klorofyllmengde som mg klorofyll pr skal,
som igjen svarer til 1 ml startkultur av dei respektive algane.

Statistiske analysar

Statistiske analysar av klorofyllinnhald i dei ulike skdlene
omfattar t-test, ANOVA on Ranks med Dunns tilleggstest og
korrelasjonsanalyse med koeffisienten Spearman Rank Order.
Programpakka SPSS 10.0 er brukt til dei statistiske analysane
(SPSS, 1999), og programmet Sigmaplot er brukt til dei
grafiske framstillingane.
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3 Resultat

Vekst og ekstraksjon

Desmococcus olivaceus

Arten var vanskeleg & homogenisere i vatn, da cellene hang
saman i grupper og desse hadde tendens til & sedimentere i
kolben. Ein kan derfor ikkje utelukke at mengden algeceller
som vart plata ut pa skalene var noko ulikt. Det var ogsd
synlege forskjellar i veksten pa skalene, ogsd innan skaler som
hadde same nitrogenkonsentrasjon (figur 5a-b). Det verka
som to ulike stadium etablerte seg: eit skarpt grgnt stadium
av celler som kiumpa seg saman i koloniar (“drueklase”), og
eit bleikt grdgrent stadium av enkeltceller (figur 5a). | alle
skalene utan nitrogen vart berre det bleike stadiet observert,
medan dei fleste skdlene med nitrogen i mediet hadde begge
stadium. Ei av skélene med dobbel nitrogendose hadde klart
kraftigare vekst enn dei gvrige (figur 5b).

Arten ekstraherte greitt med DMF, og tilsetjing av 5 ml
ekstraksjonsmiddel gav jamt eit absorpsjonsnivd innafor det
lineere omradet for klorofyll. Unntaket var éi skl med dobbel
nitrogendose (jfr over), der fortynning med 15 ml DMF matte
til for & f& absorbansen ved 664 ned til under 0,8 nm.

Chlorococcum sp.

Arten var lettare & homogenisere i vatn, da cellene ikkje var
like klumpvis fordelt som hos D. olivaceus. Ogsé her hadde
cellene tendens til & sedimentere, men det verka som
mengden algeceller som vart plata ut p& skdlene var relativt
konstant. | ‘Utgangspunktet var kulturen raudfarga, med
cellene i kvilestadium. F& dagar etter at vekstforsgket starta,
begynte cellene i skdlene med medium som inneheld nitrogen
& endre farge frd raudt til grent. | skdlene utan nitrogen i
mediet vart cellene verande raude (figur 5c). Ogsd her verka
det som det var ein viss vekst pa skalene, men utan at cellene
forandra farge. Etter éin manads vekst var framleis kulturane
med nitrogen i mediet grene (figur 5d), medan kulturane
som ikkje hadde fatt nitrogen framleis var raude som
utgangskulturen.

Arten ekstraherte darleg med DMF. Etter 48 timars ekstrak-
sjon var det eit tydeleg botnfall av algar som var kraftigare
grene (raude for dei med O-nitrogen) enn ekstraksjons-
lzysinga. Det vart prevd & riste opp kulturane etterfglgt av ny
sentrifugering, utan at dette hjelpte. Absorbansen i laysing-
ane vart likevel malt pa tilsvarande méte som for dei to gvrige
artane, sjglv om det var tydeleg at ikkje alt klorofyllet fr&
algecellene hadde vorte ekstrahert. Det vart ogsd gjort eit
forsek med & la lgysingane std ytterlegare 24 timar til
ekstraksjon. Etter 72 timar hadde arten framleis ikkje
ekstrahert godt, og botnfallet av algar hadde tydeleg markare
farge enn lgysinga. Resultata frd andre gongs maling (etter 72
t ekstraksjon) gav jamt noko hggare verdiar for absorpsjon
ved 664 nm og noko lagare verdiar ved 647 nm. Dette kan
tyde pé at innhaldet av klorofyll b hadde begynt & brytast ned.
Verdiane for ekstraksjon etter 48 timar vart derfor brukt. Alle
provene vart lgyst i 5 ml DMF.
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Figur 5. Agarskdler med
algar etter éin manads
vekst. A-B: Desmococcus
olivaceus dobbel nitrogen-
dose (2-N), skdl a (A) og d
(B). C-D: Chlorococcum
sp. utan nitrogen (0-N)(C)
og med halv nitrogendose
(2-N) (D). E-F: Nostoc sp.
med standard nitrogen-
dose (1-N), skal a (E) og b
(F). — Plates with algae
cultures after one month
of growth. A-B: Desmo-
coccus olivaceus  with
double nitrogen concen-
tration (2-N), plate a (A)
and d (B). C-D: Chloro-
coccum  sp.  without
nitrogen (0-N)(C)} and with
half  nitrogen  concen-
tration (Y2-N) (D). E-F:
Nostoc sp. with standard
nitrogen concentration (1-
N), plate a (E) and b (F).
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Nostoc sp.

Arten vart greitt lgyst i vatn, men det var vanskeleg & f& noko
inntrykk av om mengden algeceller som vart plata ut pé
skélene var homogen eller ikkje, da kulturen var svak i fargen
(bleikt grabld). | lgpet av vekstforsgket voks kulturane i dei
ulike skdlene noko ujamt, men det verka ikkje vere nokon
systematisk forskjell avhengig av nitrogeninnhaldet i mediet
(figur 5e-f). Makroskopisk likna kulturane i vekstforsgket lite
pa startkulturen, utan dei typiske konsentriske ringane som
kjenneteikna den mogne kulturen.

Det verka som arten ekstraherte greitt med DMF, sjglv om
lgysingane vart noko svake pd farge. 5 ml DMF vart brukt for
alle prevene.

Klorofyllinnhald

Det var signifikante forskjellar i klorofyllinnhald mellom sk&l-
ene med og utan nitrogen i mediet for grenalgane Desmo-
coccus olivaceus og Chlorococcum sp. men ikkje for cyano-
bakterien Nostoc sp. (figur 6). Todelt T-test av gruppene
med/utan nitrogen gav felgjande verdiar: D. olivaceus: t =-3,6,
p =0,004, Chlorococcum sp.: t = 4,7, p = 0,001 og Nostoc
sp.: t =-0,3, p = 0,742. Det var ikkje signifikante forskjellar
mellom dei tre dosane av nitrogen for nokon av artane (figur
6).

Utgangskulturane av dei tre artane hadde sveaert ulikt kloro-
fyllinnhald, med lagast verdi for Chlorococcum sp. (0,0017
mg/ml) og Nostoc sp. (0,0025 mg/ml) og hggast for D.
olivaceus (0,012 mg/mi). Bdde Nostoc sp. og Chlorococcum
sp. hadde hggare klorofyllinnhald etter 1 manads vekst i 0-N-
skalene enn utgangskulturen (figur 6).

Korrelasjonen mellom klorofyllinnhald og relativ nitrogendose
viste signifikant auke i klorofyll for D. olivaceus og Chloro-
coccum sp., medan det var ingen samanheng for Nostoc sp.
(figur 7). Spreiing i klorofyliverdiane innan same behandling
var relativt stor for Nostoc sp. (figur 7). D. olivaceus og
Chlorococcum sp. har sterst spreiing i behandlinga med
h@gast nitrogenkonsentrasjon (figur 7).
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Figur 6. Totalt klorofyllinnhald i Desmococcus olivaceus,
Chlorococcum sp. og Nostoc sp. sett i heve til auka mengde
tilfert nitrogen, gitt som mg klorofyll pr agarskal. Seylene
representerer gjennomsnitt av fire skaler, med standardfeil
(SE), etter 1 ménads vekst. Ulik bokstav indikerer signifikant
forskjell mellom gruppene (p < 0,05). — Total chlorophyll
content in Desmococcus olivaceus, Chlorococcum sp. and
Nostoc sp. related to nitrogen supply in medium (mg
chlorophyll per plate). Columns represent mean of 4 plates,
with standard error (SE) bars, after 1 month’s growth.
Different letter indicates significant difference between
groups (p < 0,05).
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Figur 7. Korrelasjonen mellom klorofyllinnhald (mg) i skaler
med Desmococcus olivaceus, Chlorococcum sp. og Nostoc sp.
og tilfert nitrogen i vekstmediet. Korrelasjonskoeffisienten
Spearman Rank Order er vist. — Correlation between chloro-
phyll content (mg) in plates of Desmococcus olivaceus,
Chlorococcum sp. and Nostoc sp. and nitrogen supply in
growth medium. The correlation coefficient Spearman Rank
Order is shown.
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4 Diskusjon
Dyrkinga

1 ménads dyrking pd lukka agarskaler med Z8-medium ved
godt lys og temperatur rundt 20 °C er tilstrekkeleg for & gje
mélbare vekstresultat for alle tre artane. Samstundes har ikkje
veksten vore 53 stor at kulturane stagnerer p.g.a. konkurranse
om plass. Ulik kombinasjon av nitrat og klorid i naeringsmediet
verkar vere ei god lgysing for & manipulere med nitrogen-
innhaldet og samtidig gje tilstrekkeleg av andre naeringsstoff.
Det er rimeleg & anta at vekstforholda i skdlene med klorid
berre skil seg frd dei gvrige skalene nar det gjeld tilgangen pa
nitrogen. Dersom redusert klorofyllinnhald i 0-nitrogen skreiv
seg frd ein eventuell toksisk effekt av klorid, ville verdiane vore
fdgare i denne behandlinga for alle artane. Resultatet for
cyanobakterien Nostoc sp. viste derimot ikkje signifikante
forskjellar mellom behandlingane.

Veksten pa ulike skdler som fekk same behandling var til dels
sveert ulik. Dette kan kome av at utgangskulturane var darleg
homogenisert slik at mengda av algar som vart plata ut pa
kvar skal ved pipettering var ulik. Det trengst vidare eksperi-
mentering for & finne fram til eventuelle betre homogenise-
ringsmetodar. | tillegg kan det vere forskjellar i dei ulike
algecellenes vekstpotensiale som det vanskeleg kan gjerast
noko med. Det verka som startpunktet for celledeling varierte
innan skalene, og nar vekst pd eitt punkt farst var kome i
gang kunne det raskt etablere seg eit aggregat av celler rundt
punktet. Dette var spesielt tydeleg for Desmococcus olivaceus,
som delvis hadde ei "drueklaseaktig” vekstform. For & ta
hegde for slike forskjellar i vekst er det viktig & ha mange
parallellar innan kvar behandling, og fire som vi har brukt her
er truleg eit minimum.

Ekstraksjonen

Ekstraksion med DMF fungerte godt for Desmococcus
olivaceus og Nostoc sp., men darleg for Chlorococcum sp.
DMF har vist seg & vere signifikant betre enn t.d. aceton for
ekstraksjon av klorofyll fra planktoniske ferskvassalgar og frd
vev hos karplanter (Jeffrey, Mantoura & Wright, 1997), og
lgysemiddelet er ogsd med hell brukt til ekstraksjon av
klorofyll frd algekomponenten i lav (Bruteig & Wang, 1995;
Hilmo & Larssen, 1994). Arsaken til at Chlorococcum sp. ikkje
ekstraherte tilfredsstillande ligg truleg i at arten har ein tjukk
cellevegg som kan vere tungt nedbrytbar. For ein gjer vidare
klorofyllanalysar med Chlorococcum sp. ma ein prgve ut om
andre lpysemiddel s& som aceton eiler dimethylsulfoksid
(DMSOQ) fungerer betre. Det kan ogsa vere aktuelt med ei
forbehandling for & bryte opp celleveggen, anten gjennom
maling, frysing eller ved hjelp av ultralyd.

© Norsk institutt for naturforskning (NINA) 2010 http:/www.nina.no
Vennligst kontakt NINA, NO-7485 TRONDHEIM for reproduksjon av tabeller, figurer, illustrasjoner i denne rapporten.



Klorofyllanalysane

| dette forsgket brukte vi standard spektrofotometrisk metode
for & fastsla klorofyllinnhald etter ekstraksjon. Det var tydeleg
at ogsa andre pigment enn klorofyll a og b vart ekstrahert fré
algane, spesielt frd kvilestadiet av Chlorococcum sp. der
ekstraksjonsvaeska var raudleg. Det ville difor vore interessant
a gjere andre typar pigmentstudiar av desse artane enn berre
3 sja pé klorofyll a og b. Til dette kunne en t.d. bruke HPLC-
teknikkar som er utvikla for andre algar.

Vi har i denne studien brukt klorofyllinnhald som uttrykk for
vekst. Det verkar som denne tilnzerminga fungerer, og vi har
sett ein auke i klorofyllinnhaldet som korrelerer med tilfersel
av nitrogen. Det kan likevel tenkjast at andre mal pa vekst ville
vore betre eller utfyllande til klorofyllanalysane. Eit forsgk med
celleteljing for & ha tal celler som vekstmal, viste seg
problematisk. Cellene i alle desse artane er klumpa saman i
meir eller mindre gelatingse koloniar, og har til dels sveert ulik
storleik. Det kan tenkjast at vekt som biomassemal ville vore
muleg.

Vidare perspektiv

Mélsetjinga om & finne responskurve for nitrogen for dei
undersgkte artane er delvis oppnadd. Dei to grenalgeartane
veks begge signifikant betre ved auka nitrogenkonsentrasjon,

men det er ikkje signifikante forskjellar mellom dei tre
" nitrogendosane over 0-N. Det tyder pa at ldgaste nitrogen-
dose (¥»-N: 8,4 mg N/l) er over knekkpunktet for kvar
responskurva flatar ut. Vidare eksperimentering ma ta ut-
gangspunkt i desse resultata, og fylle ut med fleire nitrogen-
konsentrasjonar, spesielt i omradet mellom 0-N og %2-N i dette
forsgket. Konsentrasjonane av nitrogen i forsgket er hgge i
heve til middelkonsentrasjonane i nedbgr (SFT, 2000), da
naeringsmediet i utgangspunktet er samansett for a gje
optimale vekstforhold for algane. Resultat frd laboratorie-
forsgk kan ikkje direkte overfgrast til forholda i naturen, men
gje indikasjonar pd samanhengar som det kan arbeidast
vidare med i meir langsiktige forsgk. | Finland har det vore
gjort forsek med vatning med nitrogen pd greiner med
epifyttiske alger i felt (Merild, 1992). Forsgket gav ikkje ein-
tydige resultat, noko som primzert vart tillagt ein alt for kort
forsgksperiode (Merila, 1992).

Dette eksperimentet har vist at Chlorococcum sp. bryt ut av
eit kvilestadium med ein karakteristisk bleikraud farge og gdr
over i eit grent vekststadium ved tilfgrsel av nitrogen. Kva
konsentrasjon denne forandringa skjer ved er ikkje fastslatt.
Dersom ein ved vidare eksperiment kan sl3 fast at overgangen
frd kvile- til vekststadium skjer ved ein spesifikk nitrogen-
konsentrasjon, har dette eit potensiale til & bli ein anvendeleg
markgr for dette nitrogennivdet t.d. ved fastsetjing av
talegrenser. Det er kjent at artar i slekta Chlorococcum kan
akkumulere astaxanthin som sekundaere karotenoidar (Zhang
et al, 1997), og det vil i denne samanhengen ogsa vere
interessant & karakterisere karotenoid-innhaldet i denne
arten.
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Det viste seg & vere til dels store forskjellar i klorofyll-
produksjon innan same behandling for Desmococcus
olivaceus. Desse forskjellane skuldast til ein viss grad at det
vart etablert to ulike stadium, og at desse hadde ulike
vekstform og ulikt klorofyllinnhald. Kva som styrer utviklinga
av det eine eller det andre er ikkje kjent, og det kan vere
muleg at ein ved 3 starte med ein meir homogen kultur kan f3
mindre variasjon ved lik behandling. Arten er truleg blant dei
mest vanlege som etablerer seg epifyttisk i Noreg, og det vil
vere gnskeleg & finne ei meir paliteleg vekstkurve for arten for
betre & kunne predikere kvar etablering og vekst av arten vil
kunne skje.

Sidan Nostoc sp. er ein nitrogenfikserande organisme vart det
i utgangspunktet gatt ut fra at arten ikkje ville reagere positivt
pé tilfersel av nitrogen i naringsmediet. Det kunne heller
tenkjast at nitrat i hgge dosar kunne verke hemmande pa
fotosynteseaktiviteten hos denne arten. Epifyttisk lav med
cyanobakteriar som fotobiont er i sterk tilbakegang i Europa,
og luftforureining er gitt som ein av forklaringsgrunnane
(Gauslaa, 1995; Hallingback & Martinsson, 1987; Léfgren &
Moberg, 1984). Denne studien har vist at nitrat i relativt hgge
konsentrasjonar ikkje farer til nedgang i vekst i form av
redusert klorofyllproduksjon hos Nostoc sp., sjglv om ein ikkje
kan utelate at h@gare nitrogendosar eller nitrogen i andre
former vil kunne ha toksisk effekt.

| dette forsgket har vi latt kulturane vekse i lukka petriskaler
med tilstrekkeleg fuktigheit. Det kan ogsé& vere interessant &
sjd pad forskjellar mellom artar n&r det gjeld fuktigheits-
forholda. Det er vist at lav med blagren fotobiont ikkje kan
utnytte vatn i dogg eller tdke men er avhengig av vatn i
flytande form for & oppnd netto fotosyntese (Lange et al.,
1993), og det vil vere rimeleg & anta at det same gjeld for
aerofyttiske cyanobakteriar. Nedbgrsmengde og —frekvens vil
sdleis truleg ha sterre innverknad pd epifyttiske cyanobakteriar
enn for ein del grenalgar (Green et al., 1993).

Det er fa studiar av aerofyttiske algar badde i Noreg og elles,
og for & kunne bruke desse organismane i overvakings-
samanheng og som indikatorar pd ulike miljgforhold krevst eit
omfattande vidare arbeid. Dette gjeld b3de innan arts-
identifikasjon s& vel som laboratorie- og feltundersgkingar av
dei gkologiske krava desse artane har (Broady, 1996). Etter
denne studien meiner vi det er grunnlag for & konkludere
med at dei artane vi har testa har potensiale til & kunne
nyttast som indikatororganismar i forhold til tilfersel av
nitrogen i terrestriske milja.
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