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Punavetikates sisalduvat punast pigmentainet fiikoerutriini v6ib lugeda Uheks suurima
vaartusega biomolekuliks. Korgpuhtal kujul leiab fiikoertriin laialdast kasutamist
fluorestsentsvarvainena erinevates meditsiinidiagnostika ja biokeemia valdkondades, selle
turuhind voib kddndida 200 EUR suurusjarku 1 mg puhta aine kohta. Kdrgpuhtale kujule
viimata saab fukoerdtriini (nn toorpigmendina) kasutada aga loodusliku vérvainena toituaine-
ja kosmeetikattostuses. Toorpigmendi turuhind on aga analtdtilise puhtusega pigmendi omast

kordades madalam.

Anallitilise puhtusega fukoerdtriini saab suhteliselt lihtsate tehniliste vOtetega eraldada
punavetikast Ceramium tenuicorne. Nimetatud vetika biomassis sisaldub flkoerutriini ka
maéarkimisvaarselt suurtes kogustes — Ule 1% vetika kuivmassist (Saluri et al., 2020).
Fukoerdtriini sisaldub arvestavates kogustes ka teises Eesti rannikumeres kasvavas
punavetikaliigis Furcellaria lumbricalis, mille biomassis on punase pigmendi sisaldus
maksimaalselt ~0,6% vetika kuivamassist, aga kérgpuhtal kujul on seda F. lumbricalis baasil
saada keeruline (ja energiamahukas) vetikas esinevate teiste lisandite tdttu (Saluri et al., 2019).
Seetbttu sobib F. lumbricalis pigem toituainetdtstuse kvaliteediga punaste pigmentide
tootmiseks, analltilise puhtusega flikoerutriini preparaate selle biomassi baasil valmistada ei
ole kulutdhus. Sellest tulenevalt on Eesti rannikumeres leiduvatest punavetikatest kérgpuhta
flikoerutriini saamise toormena kdige perspektiivsem liik punavetikas C. tenuicorne, mis aga
paraku ei ole Ladnemeres tdonduslikes mahtudes kogutav (biomass esineb hajutatult ja sageli
segus teiste vetikaliikidega ning puudub vastav kogumis/piiugitehnoloogia).

L&&nemere eripdrast (sh madal soolsus, aastaajast sOltuvalt suured koikumised
valgustingimustes ja veetemperatuuris) tingitud lihike vetikate kasvuperiood véljendub ka
nende madalas kasvukiiruses. Sellest tingitult ei ole suurvetikate kultiveerimine (vetikafarmid)
meie regioonis levinud, kuna see on kulukas ja kultiveeritud vetika biomassile lisavéartust
andmata ei oleks meie vesiviljelusettevotted kindlasti vGimelised konkureerima pikkade
traditsioonidega vetikakasvatajatega, nt Aasia ja Louna-Ameerika riikidega. Uheks
lahenduseks on vetikate kultiveerimine maismaal. Maismaal kontrollitud keskkonna-
tingimustes vetikate kultiveerimise eelised, puudused ja vBimalikud lahendused on esitatud
tabelis 1.
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Tabel 1. Maismaal vetikate kultiveerimise eelised ja puudused (Barbier, 2019).

EELISED PUUDUSED LAHENDUSED
Korge saagikus ja aasta- Renoveerida véhekasutatud ehitised
ringne toodang Vaba ruumi olemasolu vajadus | rannikualadel (nt kalakasvatuse mahutid)
Lihtne saaki koristada Korged infrastruktuurikulud Taastuvenergia kasutamine
Kontrollitud Korged tegevuskulud Arendada biomassi lisandvéartusega turgude
kasvutingimused jaoks (nt toit, kosmeetika, tervisetooted)

Viiksem oskusteave tootmis-
Kdrgekvaliteetne biomass protokollidest Edendada uuringuid seotult kaubandusliku
téhtsusega liikide tootmisega

V&imalus kohandada
biomassi keemilist koostist.

Kuna fukoer(triini tootmise seisukohast on oluline ka biomassi puhtus (st see ei tohi lisandina
sisaldada teisi vetikaliike), on kultiveerimine selle vetika biomassi vaarindamise seisukohast
tdendoliselt ainsaks voimaluseks. Tegevuse kdigus tdotatakse vélja metoodika, mis vdimaldab
punavetikat C. tenuicorne kasvatada monokultuuris kunstlikes optimeeritud ja kontrollitud
kasvutingimustes, et tagada vetika biomassi kvaliteet, mis v@imaldaks vetikast kdrgpuhta
fukoerutriini eraldamist vdimalikult korge saagisega. Sobiva kasvatamistehnoloogia
valjatétamine vdimaldaks C. tenuicorne biomassi kasutada kdrgpuhaste punaste pigmentide
toormena, mis leiaksid kasutust meditsiinidiagnostikas fluorestseeruvate varvainetena (sh Eesti
haiglates olev diagnostika aparatuur, mis vajab rutiinseks todtamiseks fukoerdtriini

kulutarvikuna).

Projekti eesmirgiks oli viélja tootada spetsiaalne kultiveerimismetoodika, mis sobiks
punavetika Ceramium tenuicorne kasvatamiseks liigile optimaalsetes kunstlikes kasvu-
tingimustes ja mis

1) voimaldaks kasvatatud biomassi vaddrindamist, s.o korgpuhta fiikoeriitriini eraldamiseks
vajaliku kvaliteedi saavutamist (voimalikult korge fiikoeriitriini saagis)

2) tostaks juurdekasvu kiirust nt vorreldes looduslikes kooslustes kasvava vetikaga;

3) vdimaldaks valja tootatud metoodikat edasi arendada ja kohandada vastavalt ndudlusele

suuremate mahtude jarele.
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1. Punavetikas Ceramium tenuicorne ja Kkultiveerimiseks sobivad
keskkonnatingimused
Niitjas vetikas Ceramium tenuicorne (Kutzing) Weaern on ks ko&ige laialt levinumaid
punavetika liike L&anemeres (Nielsen et al., 1995), mis kasvab nii kinnitunult kdvale
substraadile kui epifttudina teistel suurvetikatel (nt agarikul Furcellaria lumbricalis ja
pdisadrul Fucus vesiculosus) vOi moodustab lahtiseid triivivaid vetikamatte (Bergstrom, et al.,
2003; Bergstrom & Kautsky, 2005).

Ceramiumi tallusel on vaikestest rakkudest koosnev koorekiht, mis esineb vaid ribadena
umbritsedes vootaolist telgniidirakkude thinemiskohti (s6lmi). Tema tallus jatab lililise mulje
kuna koorekiht s6lmedes on intensiivselt varvunud ja s6lmede vahelised koorekihita osad on

varvusetud (Trei, 1991). Palja silmaga vaatlemisel meenutab Ceramiumi tallus peenikesi

parlikeesi (joonis 1.1).

Joonis 1.1. Ceramium tenuicorne

Joonis 1.2. Ceramium tenuicorne Kiidema laht 13.05.2021 ja Vilsandi 2021. a august (fotod Kaire
Kaljurand)

5
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Punavetika talluse md6tmed ja varvus vlivad varieeruda suurtes piirides erinevates
kasvukohatingimustes, enamasti roosast tumepunaseni (joonis 1.2). Ladnemere pdhjaosas on

vetikatalluse pikkuskasvu mdodetud vahemikus 2-8 cm (Back & Likolammi, 2004).

1.1. Pigmentide koosseis

Pigmentide koosseis punavetikates véljendab fukoerdtriini ja klorofiull a suhe, mis on
pOordvordelises seoses valgusintensiivsusega (Ramus et al., 1976a; Ramus et al., 1976b).
Pigmentide, eriti punaste pigmentide sisaldus vetikatalluses sdltub ka lammastiku sisaldusest
(Bird et al., 1982; Lapointe, 1981). Lammastikuga kasvukeskkonna rikastamine tostab vetikate
klorofiill a ja fiikkoeriitriini sisaldust (Rico & Fernandez, 1996; Neish et al., 1977, Amano &
Noda, 1987; Hiroyuki et al., 2002; Chaloub et al., 2015).

Ladnemere pdhjaosas labi viidud uuring néitas, et Ceramiumi talluses on koéige rikkalikum
pigment fukoerdtriin (70%), klorofill a sisaldus on ~20% ja fukotsuaniini ~10% (Back &
Likolammi, 2004). Markimisvéarselt suurtes kogustes sisaldub fukoerttriini ka Ceramiumi
kuivmassis ule 1% (Saluri et al.,, 2020). Back & Likolammi (2004) uuring néitas, et
flikoerutriini sisaldus oli Ceramiumi biomassis kdrgeim jaanuaris kui on ka kdrgemad
ammooniumi ja nitraatide kontsentratsioonid merevees ning madalam valgusintensiivsus.
Koige madalam flkoerditriini sisaldus uuritud punavetikas moddeti hiliskevadel (mais) ja suve
keskel kui toitainete kontsentratsioonid on palju madalamad ja valgusintensiivsus on kdrge.
Seega, lammastikuga kasvukeskkonna rikastamine ja madalate valgusintensiivsuse tasemete

kasutamine kunstlikes kasvutingimustes peaks suurendama fukoerdtriini sisaldust vetikas.

1.2. C. tenuicorne paljunemisbioloogia

Ceramium tenuicorne paljuneb riimveelises L&&nemeres eelkdige mittesugulisel
(vegetatiivsete “Gobi monosporangiumidega”) teel, kuigi vdhesel méddral on vdimeline
paljunema ka sugulisel teel (isomorfne Polysiphonia-tulpi arengutsikkel) (Rueness et al.,
2002; Bergstrom et al., 2003; Bergstrom, 2005). Punavetikatele klassist Florideophyceae, sh
liigile C. tenuicorne, on iseloomulik kolmefaasiline elutsikkel: gametofuit (haploidne
suguline faas), tetrasporofuiit (iseseisev diploidne faas) ja karposporofut s.o diploidne faas,
mis soltub emasest gametoftiidist (Bergstrom, 2005). Vélivaatlused on ndidanud, et Ceramium
on vdimeline sugulisel teel paljunema, kui soolsus on vahemalt 4 psu (Bergstrom et al., 2003).
C. tenuicorne vdib aga paljuneda ka vanade basaalsete talluse osade regeneratsiooni teel ja

eraldunud vegetatiivsete talluse fragmentide uuesti Kkinnitumisega sobivale substraadile
6
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(Bergstrom et al., 2003, Back ja Likolammi, 2004). Viimati nimetatud vegetatiivne
paljunemisviis on iseloomulik La&nemere pdhja osas (sh Eesti rannikumeres) kasvavatele C.
tenuicorne populatsioonidele (Back ja Likolammi, 2004). C. tenuicorne vdime vegetatiivselt
paljuneda on eelduseks ka liigi edukaks kasutamiseks vesiviljeluses, kuna ei ole vaja teha

méarkimisvéarseid lisakulutusi vetikate paljundamiseks.

1.3. Soolsus

Laborikatsetes on ndidatud, et Laanemerest parit punavetikas C. tenuicorne on vdimeline
kasvama vaga laias soolsusvahemikus 1-24 psu (Bergstrom et al., 2003). Uldiselt peetakse
nimetatud vetika soolsuse alumiseks taluvuspiiriks 2—3 psu (Nielsen et al., 1995). Ceramiumi
optimaalne kasvu vahemik korreleerub tema kasvu piirkonna soolsuse reziimiga (Bergstrom et
al., 2003), mis viitab kohalike 6kotlupide olemasolule Ladnemere erinevates piirkondades
(Bergstrom & Kautsky, 2005). Katsetes on naidatud, et Botnia lahest (4 psu) parit Ceramium
talub paremini vaga madalat soolsust vorreldes sama liigiga, mis on périt L4&nemere avaosast
(7 psu) (Bergstrom & Kautsky, 2005). Nimetatud punavetika kultiveerimiskatses on soovitav

valida soolsuse tase vastavalt vetikamaterjali kogumiskoha soolsusele.

1.4. Valgusnéudlus

Punavetikas C. tenuicorne kasvab Eesti rannikumeres veepiirist kuni 18-20 meetri sligavuseni
(Trei, 1991). L&anemere pdhjaosas vdib C. tenuicorne leida kasvamas aastaringselt, mis néitab,
et vetikas on hésti kohastunud varieeruvate valgustingimustega. Vaatamata kesistele talvistele
valgustingimustele on Ceramium v@imeline kasvama (le talve, kbige arvukamalt leiab teda
talvel 6 meetri stigavusel. Béck ja Likolammi (2004) andmetel suudab Ceramium ellu jadda ka
jaa all peaaegu téielikus pimeduses, samal ajal suureneb pigmentide kontsentratsioon tema
talluses. Suurem osa aastasest biomassi juurdekasvust leiab aga aset varasuvel ja suve keskel
(Back & Likolammi, 2004). Suvel kasvab vetikas peamiselt epifiiidina teistel suurvetikatel (nt
agarikul F. lumbricalis ja poisadrul F. vesiculosus) 0,5-6 meetri sugavusel (Back &

Likolammi, 2004). Kevadel leidub punavetikat kdige arvukamalt 3 meetri suigavusel.

1.5 Ceramium tenuicorne siisiniku omastamise strateegiad

Makrovetikate hulgas on kolme erinevat tulpi sisiniku vormide kasutajat: ainult HCO3~
kasutajad, ainult CO; kasutajad ja vetikad, kes kasutavad mdélemat vormi HCOz™ ja CO:2
7
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fotostinteesi  kaigus. Suuremal osal uuritud makrovetikatel on olemas sisiniku
kontsentreerimise mehhanism (CO2 concentrating mechanism — CCM) ning nad kasutavad
fotostinteesi  kéigus susinikuallikana peamiselt HCOsz~ (Koch et al. 2013), mille
kontsentratsioon on merevees palju kdrgem vorreldes lahustunud CO»-ga. Siiski HCO3~
aktiivne omastamine kasutades CCM-i on energiakulukas ning vetikad eelistavad voimalusel
kasutada vees lahustunud CO; fotosiinteesi kéigus, mis paédseb rakku ka energiat kulutamata —
difusiooni teel (Raven et al. 2014). Teaduskirjandusest on teada, et umbes 35% uuritud
punavetikatel puudub susiniku kontsentreerimise mehhanism tldse ning nad kasutavad ainult

CO; fotostinteesi kéigus (Raven et al. 2005).

Kuigi punavetikal C. tenuicorne on olemas sisiniku kontsentreerimise mehhanism ja vdime
kasutada fotostinteesi kdaigus mdlemat susiniku vormi: HCO3™ ja CO2, on vetikas vdimeline
maha reguleerima HCO3™~ kasutamise juhul, kui vees on piisavalt CO saadaval.

Meie varasemad uuringud on ndidanud, et CO,sisalduse tbus merevees soodustab C. tenuicorne
fotosUinteetilist aktiivsust ja seeldbi ka tema kasvukiirust (Albert et al. 2020). VVGib jareldada,
et C. tenuicorne eelistab vimalusel kasutada stisiniku vormidest CO, fotosuinteesi kdigus ning

kasvukeskkonna rikastamine CO.-ga suurendab C. tenuicorne biomassi.
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2. Kasutatud meetodid

2.1. Ceramium tenuicorne primaarproduktsiooni m6otmine

C. tenuicorne primaarproduktsiooni (neto fotoslinteesi) mddtmiseks inkubeeriti vetikat
luhiajalistes katsetes (1-2 tundi), mille kdigus manipuleeriti erinevate pH, toitainete ja valguse
tasemetega. C. tenuicorne netofotostinteesi (NP) mdddeti hapniku meetodil. Selleks inkubeeriti
umbes 0,5 g (kuivkaal) vetikamaterjali 600 ml katseveega téidetud klaaspudelites, mis paigutati
horisontaalselt akvaariumi pdhja ca 0,2 m sugavusele (joonis 2.11). Pérast inkubeerimist
eemaldati vetikad klaaspudelitest ning kuivatati 60°C juures vahemalt 48 h saavutamaks
konstantse kuivkaalu. Netoprimaarproduktsioon (mg Oz Qkuivkea * h™Y) arvutati lahustunud
hapniku kontsentratsioonide erinevuste jargi katse- ja kontrollpudelites (Paalme, 2005).
Lahustunud hapniku kontsentratsioonid inkubatsioonipudelites méddeti METTLER TOLEDO
Optiox sensoriga kasutades standardmeetodit EVS-EN 1SO 5814.

Joonis 2.1.1. Netofotostinteesi md&tmine

2.2 Toitainete sisalduse miiramine katsevees ja vetikas

Eksperimentide kaigus kogutud veeproovid analttsiti Tartu Ulikooli Eesti mereinstituudi
merebioloogia osakonna hudrokeemia laboris, mis on Eesti Akrediteerimiskeskuse poolt
akrediteeritud katselabor registreerimisnumbriga L179. Katsete kdigus kogutud veeproovid
sugavkulmutati  hilisemaks laboratoorseks analiilisiks. Toitainete kontsentratsioonid
(Gldlammastik (Naig), Uldfosfor (Puig), fosfaadid (PO4-P) ja nitritid+nitraadid (NO3s+NO2-N)
(umol I'Y) mdddeti laboris automaatanaliisaatoriga Skalar San++ (Skalar Analytic B.V., Breda,
The Netherlands) kasutades EVS-EN 1SO 11905-1, EVS-EN 1SO15681-2, EVS-EN ISO
16264 ja EVS-EN 1SO 13395 standardmeetodeid. Ammooniumlammastik (NHz-N) (umol 1)
9



b
0

TARTU ULIKOOL

632 2014-2020

—
—

mdddeti manuaalselt kasutades AQUAMATE Thermo Spectronic (Instrument Serial number
AQA 151408) spektrofotomeetrit ja Grasshoff et al. (1999) ning HELCOMi juhendeid.
Ammooniumi maaramine teostati vahetult parast proovide vdtmist voi proovid fikseeriti ja

séilitati pimedas ning analliusiti 7 paeva jooksul.

Uldlammastiku ja -fosfori sisalduste maaramiseks C. tenuicorne talluses kuivatati vetikad 60°C
juures ning uhmerdati peeneks massiks. Umbes 50 mg (kuivkaal) vetika kaalutisele lisati 50mL
oksudanti (kaaliumperoksodisulfaat, boorhape, naatriumhidroksiid). Saadud lahus autoklaaviti
30 minutit 120°C juures réhul 200kPa. Edasine tldlammastiku ja -fosfori anallis viidi labi

analoogselt veekeemia analtitisidega (lahjendused 1:100 ja 2:100).

2.3 Fiikoeriitriini, allofiikotsiianiini ja klorofiilli iildsisalduse miiramine punavetikas
Ceramium tenuicorne

Fiikoertitriini, allofiikotsiianiinid ja klorofiill a sisaldus méérati Tallinna iilikooli loodus- ja
terviseteaduste instituudi laboratooriumis.

Pigmetide analiilisimiseks kasutati kiilmkuivatatud punavetika Ceramium tenuicorne
kriiogeenselt jahvatatud proove. Pigmentainete sisaldused (%) Idpptulemustes esitati vetika

kuivmassi suhtes.

Fiikobiliproteiinide ekstraktsioon punavetikast ja kvantifitseerimine:

Jahvatatud vetikamassist valmistati 0,5 % suspensioon 50 mM tsitraatpuhvris (pH 6,0), mis
sisaldas ka 0,025% naatriumasiidi. Suspensioon segati pimedas 20 °C juures 24 h. Seejérel
filtriti suspensiooni 0,45 pm RC-siistlafiltriga otse analiiiisiks kasutatavasse viaali.

Fiikobiliproteiinide kvantifitseerimiseks kasutati suuruseraldus-vedelikkromatograafiat ja
dioodrividetektorit. Analiiiis teostati 20 °C juures. Mobiilse faasina kasutati 300 mM NacCl, 50
mM fosfaatpuhvrit (pH 6,5) voolukiirusel 0,7 ml/min. Fiikoertitriini analiiisimisel kasutati 5

pl sisestusruumalat, allofiikotsiianiini puhul oli see 100 pl.

Fiikobiliproteiinide sisalduste médramiseks vajalik kaliibrimine teostati Sigma-Aldrich R-

fiikoertitriini (52412) ja allofiikotsiianiini (A7472) standardainetega.

Klorofiilli ekstraktsioon punavetikast ja kvantifitseerimine:

Jahvatatud vetikamassist valmistati 1% suspensioonid etanoolis (96%). Suspensioone segati
pimedas 3 tundi 25°C juures loksutil 1000 pooret/min. Tahkete vetikatiikkide eemaldamiseks

tsentrifuugiti suspensiooni 2 minutit pdoretel 13 000 x g 25°C juures. Selge lahus valati

10
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PMMA-st poolmikrokiivetti (d=1 cm) ja registreeriti spektrofotomeetriga neelduvusspekter.

Klorofiilli kvantifitseerimiseks kasutati valemit: Chl-Total: 24,1209*A¢32 +11,2884* Asa9
+3,7620* Asss +5,8338%Agos, kus A on neelduvus vastaval lainepikkusel (R.J. RITCHIE. 2008.
Universal chlorophyll equations for estimating chlorophylls a, b, ¢, and d and total
chlorophylls in natural assemblages of photosynthetic organisms using acetone, methanol, or

ethanol solvents. PHOTOSYNTHETICA 46 (1): 115-126).

3. Kultiveerimissiisteem

Ceramium tenuicorne kasvatamine viidi 1ibi sise tingimustes TU Eesti mereinstituudi
laohoones (Kassi 4, Tallinn).

Kultiveerimissiisteem koosneb iiheksast laoriiulitele paigutatud metallsdrestikuga toestatud
klaasplastist nn jahutusmahutist (1,1 x 0,5 m), milles paiknevad igas kolm 25 1 (40x25x20 cm)
klaasist akvaariumi (joonis 3.1). Takistamaks vetikate kerkimist pinnale ja sellest tingitud
osalist kuivamist on kasvuakvaariumid kaetud spetsiaalsete vorkudega, mis asuvad ca 5 cm

veepiirist all pool (joonis 3.2).

Joonis 3.1. Akvaariumid Shukiviga

Akvaariumites kasutati kunstlikult valmistatud merevett, lisades kraanivette meresoolasid,
lammastikithendeid: naatriumnitraati (NaNOs) ja ammooniumkloriidi (NH«Cl) ja

fosfaatsoolasid: kaaliumdivesinikfosfaati (KH2POs).
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Joonis 3.2. Akvaariumid vetikate pinnale kerkimist takistavate vorkudega

Jahutusmahutid on tdidetud veega, mida pumbatakse (pump AQUAMEDIC OCEAN
RUNNER) pidevalt 1dbi jahuti (AQUMEDIC TITAN), et tagada akvaariumites kindel
veetemperatuur (joonis 3.3). Iga akvaariumi pdhjale on paigutatud OShupumbaga
(AQUANOVA, 200 1/h) thendatud painduv ohukivi (90 cm), mis Ohutab akvaariumi

katseperioodil 60pdevaringselt (joonis 3.1).

</ENreer
L L LEEL

Joonis 3.3 Jahutusmahutid ja AQUAMEDIC jahutid

Kultiveerimissiisteemi mahutite valgustamiseks kasutatakse reguleeritava valgusspektri ja
valgusintensiivsusega LED lampe (Aqualight, multispektraalne, joonis 3.4). Lampide kdrgust
akvaariumi kohal on vdimalik reguleerida kinnitustrosside abil. Iga akvaariumi kohal paikneb
1 LED lamp, s.o kokku kolm lampi mahuti kohta, koguvdoimsusega 500 W. LED lambid on
ithendatud taimeriga, et reguleerida vastavalt vajadusele valgusperioodi kestust (valguspédeva

pikkust).

12
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Joonis 3.4. Akvaariumide valgustamine LED lampidega

pH ja siisihappegaasi sisalduse reguleerimiseks kasutati kolmes mahutis spetsiaalset siisteemi
(joonis 3.5). Veekogudes ja ka akvaariumites on peamiseks pH liithiajalise muutlikkuse
pohjustajaks lahustunud siisihappegaas, mida kasutatakse taimede poolt fotosiinteesiks ja mis
tekib koikide veeorganismide hingamisel. Stabiilse ja optimaalse pH taseme siilitamiseks ja
taimede produktsiooniks vajaliku CO> taseme hoidmiseks kasutatakse nii akvaariumites kui
muudes kontrollitud akvakultuurides CO2 automaatse lisamise siisteeme. Siisteem koosneb pH-
andurist, kontrollerist, solenoidklapist, CO> balloonist ja difuuserist. Kontrolleris méératakse
maksimaalne pH-tase, kui andur moddab akvaariumis médratust korgema tasemega pH, avab
kontroller solenoidklapi. Klapi avanedes lahustatakse balloonist tulev siisthappegaas difuuseri

kaudu akvaariumi vette. Lisanduv CO; pdhjustab akvaariumis pH taseme languse, kui tase on

joudnud alla kontrolleris méératud ndidu, sulgeb kontroller klapi ja CO> juurdevool peatub.

Joonis 3.5. pH ja siisihappegaasi sisalduse reguleerimine

13
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4. Tulemused

Optimaalsete kultiveerimistingimuste véljaselgitamiseks, mis tagaks Ceramium tenuicorne
kdrge pigmentide, s. o fiikoertitriini sisalduse ja ka biomassi juurdekasvu, viidi 14bi kokku 5
erinevat katseseeriat, kus manipuleeriti vastavalt valguse, temperatuuri, pH (CO; sisaldus) voi

toitainete sisaldusega:

| katseseeria 24.05.2021-28.07.2021

temperatuur 10, 15 ja 20 °C, PAR 20-90 umool m2 s (14:10), soolsus 6,4 psu
Il katseseeria 31.08.2021-18.10.2021

temperatuur 10 ja 15 °C, PAR 20-90 pmool m2 s (12:12), soolsus 7,5 psu
111 katseseeria 04.11.2021-22.02.2022

temperatuur 10 °C, PAR 20-90 pmool m? s (8:16), soolsus 7,5 psu

IV katseseeria 13.04.2022 — 04.05.2022
temperatuur 10 °C, PAR 20-60 pmool m? s (14:10), soolsus 7,5 psu, pH 7,7; 8,0 ja 8,3;
V katseseeria 06.05.2022 — 07.07.2022
temperatuur 10 °C, PAR 30-400 pmool m? s (14:10), soolsus 7,5 psu, pH 7,7; 8,0 ja 8,3;
NH4 0,7 ja 1,4 pmool/l, NO3 0,7 ja 1,4 pmool/l ja PO4 0,15 pmool/l

Aruandes on esitatud eksperimentide kdigus saadud olulisemad tulemused, mille pdhjal
selgitati vélja sobivaimad C. tenuicorne kultiveerimistingimused, mis tagaks eelkdige punase

pigmendi fiikoertitriini kdrge sisalduse punavetikas.

4.1. Valgustingimuste moju C. tenuicorne pigmentide sisaldusele ja produktsioonile

4.1.1. 2021-2022 siigis-talve katseseeria

2021-2022 sugis-talvel (04.11.2021-22.02.2022) viidi labi C. tenuicorne kasvatamiskatsed
kolme erineva valgusintensiivsuse juures — PAR (fotosunteetiliselt aktiivne kiirgus) vastavalt
20, 90 ja 60 (sinine valgus) pmool m? s, Toetudes katseseeriatest I ja Il saadud tulemustele,
kus pohirdhk oli sobiva kasvutemperatuuri leidmisel (10, 15 ja 20 °C), viidi katsed l&bi
temperatuuri 10 °C juures, et tagada vetikate hea flsioloogiline seisund ja valtida vetika

lagunemisprotsesside kaivitumist voimalikult pikal katseperioodil.

14
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Katsetes kasutatud vetikas koguti Vilsandi rannikumerest 03.11.2022 lébiviidud vélitdode

kédigus sukeldujate poolt 4 m siligavuselt (joonis 4.1.1.1)

Joonis 4.1.1.1. Ceramium enuicorne kogu'mine, Vilsandi 2021 (fotod Kaire Kaljuranj

Katseperioodi viltel koguti reeglina iiks kord nédalas vetikaproovid pigmentide analiiiisiks.
Fiikoertitriini, allofiikotsiianiinid ja klorofiill a sisaldus méérati Tallinna iilikooli loodus- ja

terviseteaduste instituudi laboratooriumis.

Joonisel 4.1.1.2 on esitatud fiikoeriitriini sisalduse muutused erinevate PAR viirtuste juures.
Tulemuste statistiline analiiiis nditas, et valgustingimustel on oluline mdju fiikoeriitriini
sisaldusele (ANOVA, F=13,161, p<0,005). Statistiliselt oluliseks osutus ka ajafaktor (ANOVA,
F=8,190, p<0,005) — korgeimad fiikoertitriini sisaldused madrati katseperioodi ldpus.
Maksimaalne fiikoeriitriini sisaldus 2,0% kuivainest médrati madala valgusintensiivsuse (20
umool m s™! juures). C. tenuicorne fiikoeriitriini sisaldus tdusis nimetatud valgusintensiivsuse
juures katseperioodi 16puks 1,7 korda vorreldes vetika pigmendi sisaldusega (1,19%
kuivainest) katse alguses, aga vorreldes madalaima keskmise sisaldusega (0,88 % kuivainest;
médratud 01.12.21) kuni 2,4 korda. Suhteliselt kdrge (samas ei leitud statistiliselt olulist
erinevust PAR 20 umool m™ s juures 1ibi viidud mddtmistest, Tukey HSD p=0,3855) oli
fiikkoeriitriini sisaldus ka PAR 60 pmool m™ s (kasutati sinist valgust): maksimaalne sisaldus
ca 1,8% C. tenuicorne kuivainest (1,5 kordne sisalduse tdus vorreldes sisaldusega

algmaterjalis). PAR 90 pmool m? s

juures langes filikoertitriini sisaldus vorreldes algse
sisaldusega mirkimisvéérselt juba katseperioodi alguses ja erines olulisest madalamate PAR

vadrtuste juures moddetud tulemustest (Tukey HSD test p<0,0005).
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—e—PAR_60_sin —e—PAR_20 PAR_90
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Joonis 4.1.1.2 . Fiikoeriitriini sisalduse (keskmine + standardhilve) muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel erinevate valgustingimuste juures

Sarnaselt C. tenuicorne fiikkoeriitriini ~ sisaldusele mojutasid valgustingimused ka
allofiikotsiianiini (ANOVA, F=10,371, p<0,005) ja fotosiinteesi seisukohalt esmase tdhtsusega
pigmendi klorofiill a (ANOVA, F=9,834, p<0,005) sisaldust vetikas (joonised 4.1.1.3 ja
4.1.1.4).

—e—PAR_60_sin —o—PAR_20 PAR_90
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0.10 I ? ! \
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Joonis 4.1.1.3. Allofiikotsiianiini sisalduse (keskmine * standardhilve) muutused Ceramium tenuicorne
kasvatamisel erinevate valgustingimuste juures
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Joonis 4.1.1.4. Klorofiill a sisalduse (keskmine + standardhilve) muutused Ceramium tenuicorne
kasvatamisel erinevate valgustingimuste juures

Ka C. tenuicorne produktsiooni (neto fotosiinteesi kiirus) puhul leiti statistiliselt oluline seos
valgustingimustega (ANOVA, F=21,710, p<0,005). Tukey HSD testi tulemused niitasid, et
katseperioodi erinevatel etappidel mdddetud netofotosiinteesi kiiruse (NP) keskmised
viirtused erinevate PAR viirtuste juures (s.o 20, 60 ja 90 pmool m? s) erinesid oluliselt
iiksteisest (p<0,005; joonis 4.1.1.5 ), kuid erinevalt fiikkoeriitriini ja teiste pigmentide sisaldusest
moddeti C. tenuicorne kdrgemad NP véirtused kdrgema valgusintensiivsuse juures (joonised

4.1.1.6-4.1.1.8)

2.50
_ 2,00
=
£ 150 J
oo
o 1.00
[=T]
£
S 050
0.00

PAR_60_sin PAR_20 PAR_90

Joonis 4.1.1.5. Ceramium tenuicorne Kkatseperioodi keskmine, maksimaalne ja minimaalne
netofotosiinteesi kiirus erinevate valgustingimuste juures
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Joonis 4.1.1.6. Ceramium tenuicorne fotosiinteesi kiiruse (NP) ja flikoeriitriini (PE) sisalduse muutused
PAR viirtuse 60 pmool m™ s! (sinine valgus) juures
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Joonis 4.1.1.7. Ceramium tenuicorne fotosiinteesi kiiruse (NP) ja fiikoeriitriini (PE) sisalduse muutused
PAR viirtuse 20 umool m™ s™! (sinine valgus) juures
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Joonis 4.1.1.8. Ceramium tenuicorne fotosiinteesi kiiruse (NP) ja fiikoertitriini (PE) sisalduse muutused
PAR viirtuse 90 pmool m? s! juures

18



TARTU ULIKOOL

E u
2014-2020 Euroopa Merendus- ja Kalandusfond

Kuna meie katsete pdhieesmargiks oli leida eelkdige sobivaimad valgustingimused korge
flikoerutriini sisalduse saamiseks punavetikas C. tenuicorne, siis eelpool kirjeldatud katsetes
kasutatud PAR vaartused olid madalamad fotosiinteesi valguskllastus vaartustest, millest
tingitult ka produktsioonivédartused olid suhteliselt madalad (vorreldavad liigi looduslikes
stigavas vees kasvavates kooslustes mododetud vaartustega). Madalama valguse juures
kasvatatud C. tenuicorne lihiajaline inkubeerimine kdrgemate PAR vaartuste (275 ja 400
pmool m?s') nditas mirkimisviirset netofotosiinteesi intensiivistumist, s.o sdltuvalt

valgustingimustest moddeti kuni 6 korda kdrgemad NP véértused (joonis 4.1.1.9).

7.00
PAR_400

6.00 PAR_400 PAR_400

5.00
PAR_400
PAR_275 T PAR_275

3.00 PAR_400
PAR_275 [

4.00 PAR_400

NP: mgoz g kuivkaal-:l h-l

2.00

1.00

0.00
PAR_60_sin PAR_20 PAR_90

Joonis 4.1.1.9. Lihiajalisest valgusintensiivsuse tdusust (275 ja 400 pmool m2s?) tingitud
netofotosiinteesi kiiruse tdus. Eri varvi tulpadega on tahistatud samal ajal méddetud NP véaartused
madalama valgusintensiivsuse juures.

4.1.2. 2022 kevad-suve katseseeria

2022. a kevad-suvel (06.05.—07.07.2022) viidi l&bi C. tenuicorne kultiveerimiskatsed kolme
erineva valgusintensiivsuse juures — PAR vastavalt 400, 30 (sinine valgus) ja 90 (sinine valgus)
pmool m2 s,

C. tenuicorne koguti Vilsandi rannikumerest 06.05.2022 l&biviidud valitoode kéigus

sukeldujate poolt 4 m stigavuselt (joonis 4.1.2.1)
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Joonis 4.1.2.1. Ceramium tenuicorne kogumine, Vilsandi 2022. a mai (fotod Kaire Kaljurand)

Katseperioodi valtel (11.05. — 07.07.2022) koguti reeglina iiks kord nddalas vetikaproovid
pigmentide analiiiisiks. Flikoeriitriini, allofiikotsiianiini ja klorofiill a sisaldus méérati Tallinna

iilikooli loodus- ja terviseteaduste instituudi laboratooriumis.

C. tenuicorne kasvatamisel kdrge valgusintensiivsuse juures (400 pmool m s™!; joonis 4.1.2.2)
vihenes katseperioodi kéigus mérkimisvédrselt flikoeriitriini sisaldus vetikas (ANOVA,
F=19,6535; p<0,005). Sarnane sisalduse langus oli iseloomulik ka alloflikotsiianiinile ja

klorofiill a-le (joonised 4.1.2.3 ja4.1.2.4).
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Joonis 4.1.2.2. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 400 pmool m s™! juures
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Joonis 4.1.2.3. Allofiikotsiianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 400 umool m? s™! juures
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Joonis 4.1.2.4. Klorofiill a keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 400 pmool m~ s juures

Kui korge valgusintensiivsusega katsetes (PAR 400 umool m? s') langes C. tenuicorne
fiikkoertitriini sisaldus katse kéigus peaaegu 5 korda, siis madala valgusintensiivsuse (sinine
valgus, 30 pmool m?s') juures ldbi viidud katsetes tdusis fiikoeriitriini sisaldus
markimisvéirselt (ANOVA, F=2,9376, p<0,05), keskmiselt ca kolm korda (joonis 4.1.2.5).
Sarnane kasvutendents leiti ka allofiikotsiianiidi sisalduse puhul (joonis 4.1.2.6), seevastu

klorofiill a sisalduses ei leitud statistiliselt olulisi muutusi (joonis 4.1.2.7).
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Joonis 4.1.2.5. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 30 pmool m™ s™! juures (sinine valgus)
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Joonis 4.1.2.6. Allofiikotstianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused
Ceramium tenuicorne kasvatamisel PAR 30 pmool m™ s™! juures (sinine valgus)
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Joonis 4.1.2.7. Klorofiill ¢ keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 30 pmool m™ s™! juures (sinine valgus)

Fiikoeriitriini sisalduse tdusu (keskmiselt kuni 2 korda vdarreldes algsisaldusega) vois tdheldada
ka PAR 60 pmool m?s™! juures (sinine valgus). Esines viga suur erinevus erinevate

paralleelkatsete (akvaariumite) vahel, mis oli ilmselt tingitud valgustingimuste erinevusest
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vetikamassis (visuaalselt ndhtav erinevus védrvuses). Muutused pigmentide sisaldustes

katseperioodil on esitatud joonistel 4.1.2.8-4.1.2.10.
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Joonis 4.1.2.8. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 90 pmool m? s™! juures (sinine valgus)
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Joonis 4.1.2.9. Allofiikotsiianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 90 pmool m? s™! juures (sinine valgus)
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Joonis 4.1.2.10. Klorofiill ¢ keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused Ceramium
tenuicorne kasvatamisel PAR 90 pmool m™ s™! juures (sinine valgus)
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Andmete statistiline analiilis kinnitas, et erinevate valgustingimuste juures kasvanud C.
tenuicorne fiikoeriitriini sisalduses on olulised erinevused (joonis 4.1.2.11). Tukey HSD test
nditas olulisi erinevusi (p<0,05) kdigi erinevate katses kasutatud PAR vaartuste juures saadud

fukoeritriini sisalduste vahel.
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Joonis 4.1.2.11. Fiikoeriitriini sisalduse (keskmine + standardhilve) muutused Ceramium tenuicorne
kasvatamisel erinevate valgustingimuste juures

C. tenuicorne netofotosiinteesi (NP) kiiruse keskmised, maksimaalsed ja minimaalsed
védrtused on esitatud joonisel 4.1.2.12 . Jooniselt ilmneb, et kdrgeimad NP vairtused moddeti
katseperioodi alguses, kui PAR 400 pmool m™ s™! juures saadi NP viirtuseks 5,6 mgO2 g kuivkaal
I'h! (vastab pdevasele juurdekasvule ca 5,6%) ja PAR 90 pmool m? s juures (sinine valgus)
3,1 mgO> g kuivkaal ' h™! (vastab pievasele juurdekasvule ca 1,8% pievas), jirgneval
katseperioodil olulisi erinevusi erinevatel valgusintensiivsustel moddetud NP véartustetes ei
tuvastatud. Suhteliselt madalad NP viirtused PAR 400 pmool m s juures katseperioodi teises
pooles (joonis 4.1.2.13) viitavad fotoinhibitsioonile, kuna punavetikad on reeglina kohastunud
suhteliselt ~madala  valgusintensiivsusega ja  pikaajaline  inkubeerimine  korge
valgusintensiivsuse juures vOib viia muutustele vetika fiisioloogilises seisundis, samuti

kiirendada lagunemisprotsesse vo1 CO; defitsiidile (vt ptk 4.2).
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Joonis 4.1.2.12..Ceramium tenuicorne katseperioodi keskmine, maksimaalne ja minimaalne
netofotosiinteesi kiirus erinevate valgustingimuste juures

—e—PAR_400 —e—PAR_30_sin PAR_90_sin

6.0
5.0
4.0
3.0
2.0

- .\\&_ﬂ

0.0

NPI mgoz g kuivkaal-:l ht

18.05.22 25.05.22 02.06.22 16.06.22 07.07.22

Joonis 4.1.2.13. Ceramium tenuicorne fotosiinteesi kiiruse (NP) muutused katseperioodil erinevatel
valgustingimustel

Eelpool kirjeldatud kahe katseperioodi (04.11.2021-18.01.2022 ja 11.05.2022-07.07.2022)
tulemused, s.o valgustingimuste moju C. tenuicorne punase pigmendi fiikoertitriini sisaldusele
japroduktsioonile on esitatud joonistel 4.1.2.14ja4.1.2.15. Kdrgemad fiikoeriitriini sisaldused
2,0% ja 1,8% kuivkaalust mdddeti madala valgusintensiivsuse — vastavalt PAR 20 pmool m™
s ja 30 pmool m™ s7! (sinine valgus) juures. Kuigi lithiajaline C. tenuicorne inkubeerimine
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korge valgusintensiivsuse juures (PAR 400 pmool m? s!) kiirendas netofotosiinteesi vetikas,

siis kdrgemad NP katseperioodi keskmised viirtused mdddeti PAR 90 pmool m™ s™! juures.

O NP_keskm @ NP_max X fiikoeriitriin

3.0 3.00
= 25 ® 250
" o £
g @
zZ 20 X 200 3
6 Q <
g 15 X ° 150 =
£ Q
o 1.0 » 1.00
0.5 Q 0.50
0.0 0.00

PAR_90_sin PAR_20 PAR_90

Joonis 4.1.2.14. Ceramium tenuicorne netofotosiinteesi (NP) katseperioodi (04.11.2021-18.01.2022)
keskmised (tstandardhilve) ja maksimaalsed vaértused ja fiikoeriitriini maksimaalne sisaldus erinevate
valgustingimuste juures

O NP_keskm ® NP_max X fiikoeriitriin

=
"= 6.0 X 1.80
g () 2
2 5.0 1.50 £
0o S
S 40 X 120 2
£ B X
a’ 3.0 ® 0.90
2
2.0 0.60
()
1.0 Q @ 0.30
0.0 0.00

PAR_400 PAR_90_sin  PAR_30_sin

Joonis 4.1.2.15. Ceramium tenuicorne netofotosiinteesi (NP) katseperioodi (11.05.-07.07.2022)
keskmised (tstandardhdlve) ja maksimaalsed véirtused ja fiikkoeriitriini maksimaalne sisaldus erinevate
valgustingimuste juures
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4.2. pH moju C. tenuicorne pigmentide sisaldusele ja produktsioonile

Katsed pH (mdjutab CO> sisaldust vees) voimaliku moju vilja selgitamiseks C. tenuicorne
pigmentide sisaldusele ja netofotosiinteesile kasvatati vetikat CO»-ga rikastatud vees kolme
erineva pH viirtuse juures: pH 7,7; pH 8,0 ja pH 8,3. Katsed viidi libi PAR 30 pmool m? s™!
juures. Katseperioodi viéltel (11.05.—07.07.2022) koguti regulaarselt vetikaproovid pigmentide

analiiiisiks ja viidi 1dbi netofotosiinteesi mdotmised.

Pigmentide (filikoertitriini, allofiikotsiianiini ja klorofiill a sisalduse muutused katseperioodil
on esitatud alljargnevatel joonistel 4.2.1-4.2.9. C. tenuicorne fiikoeriitriini sisalduse tdusust
pohjustatud erinevus katseperioodi alguse ja 16pus pH 7,7 juures osutus statistiliselt oluliseks
(Tukey HSD test p<0,05). C. tenuicorne kasvatamine kdorgemate pH véairtuste 8,0 ja 8,3
(madalam CO; sisaldus) juures ei soodustanud fiikoertitriini sisalduse tdusu v3i pdhjustas (pH

8,3) sisalduse mérkimisvéirse languse (ANOVA, F=3,9372, p<0,005).
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0.60
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0.00
11.05.22 18.05.22 25.05.22 01.06.22 08.06.22 15.06.22 20.06.22 29.06.22 07.07.22

Joonis 4.2.1. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 7,7 ja PAR 30 pumool m™ s™! juures
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Joonis 4.2.2. Allofiikotsiianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused
katseperioodil Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 7,7 (PAR 30 umool m™ s') juures
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Joonis 4.2.3. Klorofiill a keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 7,7 (PAR 30 pmool m? s™") juures
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Joonis 4.2.4. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 8,3 ja PAR 30 umool m? s™! juures
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Joonis 4.2.5. Allofiikotsiianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused
katseperioodil Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 8,3 (PAR 30 pmool m? s!) juures
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Joonis 4.2.6. Klorofiill a keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 7,7 (PAR 30 pmool m? s!) juures
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Joonis 4.2.7. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 8,0 ja PAR 30 umool m™ s™! juures
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Joonis 4.2.8. Allofiikotsiianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused
katseperioodil Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 8,3 (PAR 30 umool m™ s!) juures
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Joonis.4.2.9. Klorofiill a keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel fikseeritud pH 8,0 (PAR 30 pmool m? s) juures

Andmete statistiline analiiiis nditas, et erinevate pH vairtuste (CO> sisalduse) juures kasvanud
C. tenuicorne fiikkoeriitriini sisalduses on olulised erinevused (joonis 4.2.10). Tukey HSD test
nditas olulisi erinevusi (p<0,0005) pH 7,7 juures saadud fiikoeriitriini sisalduses vorreldes

korgemate pH véartustega (pH 8,0 ja 8,3).

—e—pH7.7 —e—pH8.3 pH 8.0
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Joonis 4.2.10. Fiikoeriitriini sisalduse (keskmine * standardhilve) muutused katseperioodil Ceramium
tenuicorne kasvatamisel erinevate fikseeritud pH véértuste juures
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Kuna netofotosiinteesi mddtmised viidi 14bi suhteliselt madalal PAR viirtusel (30 pmool m™
s, st CO» defitsiiti fotosiinteesi protsessis katsevees ei tekkinud, siis mérkimisvéirseid

erinevusi NP katseperioodi keskmiste vaartuste vahel ei tuvastatud (joonised 4.2.11 ja 4.2.12).

3.0
2.5
2.0

1.5

1.0

NP: mgoz g kuivkaal-l ht

0.5

0.0

pH7.7 pH 8.3 pH 8.0

Joonis 4.2.11. Ceramium tenuicorne XKatseperioodi keskmine, maksimaalne ja minimaalne
netofotosiinteesi kiirus erinevate fikseeritud pH véaartuste juures

—@—pH 7.7 —o—pH8.3 pH 8.0
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Joonis 4.2.12. Ceramium tenuicorne fotosiinteesi kiiruse (NP) muutused katseperioodil erinevate
fikseeritud pH véartuste juures

Samas, kui tdsteti valgusintensiivsust liihiajaliselt (s.0 NP mdotmiste ajaks) PAR 30 umool m

251 > 400 pmool m? 57!, tdusid madalama pH juures (pH 7,7 ja 8,0) libiviidud katsetes NP
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kiirused (joonis 4.2.13), pH 8,3 juures jdi NP aga praktiliselt samaks. Siit voib jidreldada, et
eelmises peatiikis mainitud madalate 400 pmool m? s juures mdddetud NP viirtuste itheks

poOhjustajaks vaiks olla ka korgest pH-st pohjustatud CO» defitsiit, mis limiteerib fotosiinteesi.

>0 PAR_400
4.5 &

4.0
3.5
3.0
2.5

PAR_400

2.0 PAR_400
1.5

1.0
0.5
0.0

NP: mgoz g kuivkaal-1 h-l

pH 7.7 pH 8.3 pH 8.0

Joonis 4.2.13. Lihiajalisest valgusintensiivsuse tdusust (30 pmool m2s?® - 400 umool m2s?) tingitud
netofotosiinteesi kiiruse tdus erinevate pH vééartuste juures.

4.3. Toitainete moju C. tenuicorne pigmentide sisaldusele ja produktsioonile

Katsevee toitaine sisalduse vOimaliku mdju vélja selgitamiseks C. tenuicorne pigmentide
sisaldusele ja netofotosiinteesile vorreldi kahe erineva toitainete sisalduse juures kasvatatud
vetikat: 1x — ammoonium (NH4) 0,7 umool/l; nitraadid (NO3) 0,7 umool/l ja fosfaadid (POa)
0,15 pmool/l; 2x — NH4 1,7 pmool/l; NOs 1,7 umool/l ja PO4 0,15 pmool/l. Katsed viidi 1&bi
PAR 30 pmool m? s juures. Katseperioodi viltel (11.05.-07.07.2022) koguti regulaarselt

vetikaproovid pigmentide analiitisiks ja viidi 1&bi netofotosiinteesi mddtmised.

Pigmentide (fiikoeriitriini, alloflikotsiianiini ja klorofiill a) sisalduse muutused katseperioodil

on esitatud alljargnevatel joonistel 4.3.1-4.3.6.
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Joonis 4.3.1. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel katsevees, kus NHy4 0,7 pumool/l, NOs 0,7 umool/l ja PO4 0,15
umool/l ja PAR 30 pmool m= s™!
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Joonis 4.3.2. Allofiikotsiianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused
katseperioodil Ceramium tenuicorne kasvatamisel katsevees, kus NH4 0,7 pmool/l, NO3 0,7 pmool/l ja
PO4 0,15 pmool/l ja PAR 30 umool m? s™!
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Joonis 4.3.3. Klorofiill a keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel katsevees, kus NH4 0,7 umool/l, NO; 0,7 umool/l ja PO, 0,15
umool/l ja PAR 30 pmool m s™

33



P L &

il TARTU ULIKOOL

2014-2020

1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
11.05.22 18.05.22 25.05.22 01.06.22 08.06.22 15.06.22 20.06.22 29.06.22 07.07.22

% kuivaines

Joonis 4.3.4. Fiikoeriitriini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel katsevees, kus NH4 1,4 pmool/l, NO3 1,4 pmool/l ja PO4 0,15
umool/l ja PAR 30 umool m? s
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Joonis 4.3.5. Allofiikotstianiini keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused
katseperioodil Ceramium tenuicorne kasvatamisel katsevees, kus NH4 1,4 umool/l, NOs 1,4 pmool/l ja
PO, 0,15 pmool/l ja PAR 30 umool m? s’!
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Joonis 4.3.6. Klorofiill a keskmise, maksimaalse ja minimaalse sisalduse muutused katseperioodil
Ceramium tenuicorne kasvatamisel katsevees, kus NH4 1,4 umool/l, NO; 1,4 umool/l ja PO, 0,15
umool/l ja PAR 30 umool m? s!
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C. tenuicorne fiikkoertitriini sisalduse vordlus erineva katsevee toitainete (lammastiku-

ithendite) kontsentratsiooniga katsetes on esitatud joonisel 4.3.7.
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Joonis 4.3.7. Fiikoeriitriini sisalduse (keskmine + standardhilve) muutused katseperioodil Ceramium
tenuicorne kasvatamisel erinevate toitainete kontsentratsioonide juures: 1x— NH4 0,7 pmool/l, NOs 0,7
pmool/l ja PO4 0,15 pmool/l ja 2x — NH4 1,4 pmool/l, NO3 1,4 umool/l ja PO4 0,15 umool/l

Tulemuste analiilis nditab statistiliselt olulist erinevust (ANOVA F=10,2624, p<0,005) C.
tenuicorne fiikkoertitriini sisaldustes erineva toitainete kontsentratsiooniga katseseeriates. Kuna
C. tenuicorne algne lammastiku ja fosfori sisaldus vetikatalluses (kogutud 06.05.2022) oli
suhteliselt korge, vastavalt 18,0 ja 2,58 mg/g kuivaines (vOrdluseks 04.11.2021 oli
algmaterjalis sisaldused vastavalt ainult 2,24 ja 0,37 mg/g kuivaines), siis suure tdendosusega
jéi toitainete lisamisest katsevette tingitud efekt minimaalseks. Ka katseperioodi 16pus oli
lammastiku ja fosfori sisaldus C. tenuicorne talluses suhteliselt korge — kdrgema katsevee
lammastiku kontsentratsiooni puhul (2x) vastavalt 14,24 ja 1,89 mg/g kuivaines ning
madalama katsevee ldmmastiku kontsentratsiooni puhul (1x) vastavalt 12,26 ja 1,53 mg/g
kuivaines. Markimisvéérselt madalam oli toitainete sisaldus korge valgusintensiivsuse juures
(PAR 400 pmool m? s!) kasvatatud C. tenuicorne talluses, kus fosfori sisaldus langes

katseperioodi 16puks 0,93-le ja lammastiku sisaldus 9,72 mg-le g kuivaines.

Kuna netofotosiinteesi mdotmised viidi 14bi madala valgusintensiivsuse juures ja C. fenuicorne

lammastiku ja fosforisisaldus vetikatalluses oli nagu eelpool mainitud suhteliselt kdrge, siis
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mirkimisviédrset efekti netofotosiinteesile (joonis 4.3.8) erineva toitainete sisaldusega
katsevees kasvanud vetikatega ldbiviidud katsetes ei tuvastatud (ANOVA, F=4,3643,
p=0,0662).
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Joonis 4.3.8. Ceramium tenuicorne katseperioodi keskmine ja maksimaalne netofotosiinteesi (NP)
kiirus(vasakpoolne joonis) ning NP kiiruse muutused katseperioodi erinevatel etappidel (parempoolne
joonis) erinevate toitainete kontsentratsioonide juures: 1x — NH4 0,7 umool/l, NOs 0,7 umool/l ja PO4
0,15 pmool/l ja 2x — NH4 1,4 pmool/l, NO3 1,4 pmool/l ja PO4 0,15 pmool/l

4.4 Metoodilised soovitused Ceramium tenuicorne kasvatamiseks kunstlikes tingimustes

Tuginedes projekti raames labi viidud kasvueksperimentide tulemuste analtiisile ja meie
varasematele kogemustele vetikate kultiveerimisel esitame allpool rea metoodilisi soovitusi,

mida tuleks kindlasti arvestada Ceramium tenuicorne kultiveerimise planeerimisel.

1) Ceramium tenuicorne algmaterjal

Kuna metoodika on vélja tootatud kasutades looduslikest punavetika kooslustest kogutud
vetikamaterjalil, siis osutus vaga oluliseks vetika kogumise aeg, s.t C. tenuicorne kasvufaas ja
sellest tingitult fusioloogiline seisund, pigmentide ja toitainete sisaldus vetikatalluses. Kdige
sobivamaks osutus hilisstgisel, s.o0 oktoobris-novembri alguses kogutud vetikas. Varakevadel
kogutud vetikas on pigmentide , s.h flkoerutriini algne sisaldus reeglina suhteliselt madal 0,4—
0,6% kuivainest, samas aga erinevalt stgisel kogutud vetikast, kdrge toitainete sisaldus (vt ptk

4.3). Kevadel kogutud C. tenuicorne pinnal v6ib esineda ka massiliselt ranivetikaid, mis vdivad
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tekitada kultiveerimissiisteemi sattudes probleeme katsevee kvaliteedile. Algmaterjali kogus
valida vastavalt kasvuakvaariumide pinnale, s.0 <25 g vetika (margkaalus) 100 cm? pinna
kohta. Looduslikest kooslustest kogutud C. tenuicorne transpordil on oluline transportimiseks
kasuta mahuteid, mida on vdimalik aereerida ja vajadusel ka jahutada. Kuna C. tenuicorne
tallus on védga Orn, siis tuleb véltida ka vetika talluse vdimalikke mehhaanilisi vigastusi

transpordil.

2) Kultiveerimiskeskkond

Soovituslik temperatuur 10 °C, kdrgem temperatuur pohjustas katseperioodi markimisvaarset

luhenemist ja C. tenuicorne lagunemisprotsesside varajast kéivitumist.

Toitainete sisalduse valikul tuleb lahtuda vetikamaterjali lammastiku ja fosfori sisaldusest.

Varakevadel kogutud materjali puhul on soovituslik ammooniumi, nitraatide ja fosfaatide
kontsentratsioon katsevees vastavalt NH4 0,7-1,4 pmool/l, NOs 0,7-1,4 pmool/l ja PO4 0,15—
0,2 pumool/I. Hilisstigisel kogutud vetikamaterjalis, kus reeglina on vetikatalluses lammastiku
ja fosfori sisaldus markimisvaarseilt madalam voib kasutada vastavalt kdrgemaid toitainete

kontsentratsioone NOz 2,0-3,0 umool/l ja PO4 0,4-0,5 pmool/I.

CO2 defitsiidi valtimiseks katsevees on soovituslik lisaks katsevee pidevale aereerimisele
kontrollida pH taset katsevees, eriti kdrgemate valgusintensiivsuste (PAR > 90 pmool m2 s?)

ja vajadusel (pH<8) rikastada vett stisihappegaasiga.

Valgustingimused kultiveerimise labiviimiseks s6ltuvad eesmargist — kdrge fukoerGtriini jt

pigmentide saagise saavutamiseks tuleb vetikat inkubeerida madala valgusintensiivsuse juures,
s.0 PAR 20-30 umool m?s?, samas biomassi juurdekasvu kiirendamiseks on vajalik
markimisvaarselt kdrgemad valgusintensiivsused >90 pmool m* s, Ka lilhem valgustsiikkel,
nt 8:16 (valge/pime) soodustab pigmentide sunteesi, samas produktsioon (biomassi

juurdekasv) on kdrgem valgustsikli 14:10 juures.

4.5 Hinnang vilja tootatud Ceramium tenuicorne kasvatamistehnoloogiale ja selle edasi
arendamise voimalused

Projekti peamiseks eesmargiks oli vélja tootada spetsiaalne kultiveerimismetoodika, mis sobiks

punavetika Ceramium tenuicorne kasvatamiseks liigile optimaalsetes kunstlikes kasvu-
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tingimustes ja mis vdimaldaks kasvatatud biomassi vairindamist, s.o kdrgpuhta fiikoeriitriini

eraldamiseks vajaliku kvaliteedi saavutamist (voimalikult korge fiikoeriitriini saagis).

Meie poolt vilja to6tatud metoodika voimaldab manipuleerides eelkdige valgustingimustega
tosta markimisvadrselt C. tenuicorne fiikoertitriini sisaldust suhteliselt lithikese kasvuperioodi
(68 nédalat) jooksul (joonis 4.5.1). Projektis saavutatud filikoertitriini saagist 2% kuivainest
punavetika C. tenuicorne talluses voib lugeda viga korgeks, iiletades looduslikes kooslustes
kasvava vetika maksimaalse pigmendisisalduse 2-kordselt. Seega voib eesmirgi lugeda

saavutatuks.

Joonis 4.5.1. Ceramium tenuicorne proovid, kasvatatud erinevates valgustingimustes.

Samas jdi juurdekasvu kiirus meie katsetes sarnaseks looduslike C. tenuicorne kooslustega.
Pracgusel kujul sobikski vélja todtatud metoodika pigem loodusliku vetikamaterjali
pigmendisisalduse tOstmiseks, kasvatades seda liihiajaliselt kunstlikes kontrollitud

valgusintensiivsusega tingimustes.

Metoodika védriks seega kindlasti edasi arendamist, kusjuures pdhirdhk peaks olema suunatud
eelkdige C. fenuicorne vegetatiivsele paljundamisele, et oleks voimalik katsetes kasutada

kunstlikes tingimustes ettekasvatatud vetikamaterjali (joonis 4.5.2).

Teiseks edasiarendamise suunaks voiks olla C. tenuicorne nn ettekasvatamine meres (biomassi
juurdekasv) ja saadud biomassis fiikoertitriini sisalduse tdstmine, kasutades vélja tootatud

metoodikat, kontrollitud sisetingimustes.
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Joonis 4.5.2. C. tenuicorne tallusetiikikeste kasvatamine kunstlikes tingimustes (pilootkatse)

39



L &

TARTU ULIKOOL

632 2014-2020

b

—
—

5. Summary

The project ,,Development of cultivation technology for Ceramium tenuicorne to obtain
biomass suitable for extraction of red pigment phycoerythrin of analytical grade purity“
(01/09/2020 — 31/12/2022) was funded by European Maritime and Fisheries Fund.

Ceramium tenuicorne (Ceramiales, Rhodophyta) is widely distributed red macroalgal species
in the Baltic Sea. The species has lately earned increased attention as a potential source of
highly valued bioactive compounds, first for extraction of the red pigment R-phycoerythrin of
analytical grade purity, which is commonly used for its fluorescence properties in biochemistry
and as a marker in cell studies. As a part of the development of technology suitable for land-
based cultivation of C. tenuicorne laboratory experiments to test the effects of light on pigment
content and net photosynthetic rate were carried out. The aim of this study was the optimization
of cultivation conditions to obtain biomass which quality is suitable for the extraction of the
pigment (high content of R-phycoerythrin) and provide high growth rate of the species. The
results showed that at low incubation irradiances (PAR 20-30 umol m?s!) the R-
phycoerythrin contents of C. tenuicorne were significantly, up to three times higher compared
to higher irradiances (PAR >90 pmol m s). The opposite effect of irradiance was revealed
for the net photosynthesis of C. tenuicorne, i.e., over two times lower net photosynthesis rates
at above mentioned low light conditions compared to higher incubation irradiance were
obtained. Meanwhile, using blue light instead of white in experiments performed at higher
irradiances remarkably enhanced the R-phycoerythrin contents of C. fenuicorne but reduced
the net photosynthetic rates to a certain extent. Thus, further optimization of cultivation
conditions will be needed to refine the biomass and increase the economic potential of C.

tenuicorne.
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