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Kaytettyja lyhenteita ja sanastoa

BLAST = tyokalu jonka avulla sekvenssitietokannasta haetaan OTUille

vastaavuuksia (basic local alignment search tool, Altschul ym. 1990 )
cDNA = komplementaarinen DNA (complementary DNA)

dNTP = deoksiribonukleosiditrifosfaatit (deoxynucleoside triphosphates). PCR -
reaktiossa  polymeraasientsyymin avulla rakennetaan uusi DNA-juoste
yksittéisistda dNTP-molekyyleistd, joita ovat dATP, dTTP, dCTP ja dGTP

GC-puskuri = kaupallinen puskuriliuos, joka parantaa PCR -reaktiossa DNA-

polymeraasientsyymin toimintaa (GC-buffer)
MRT = monimuuttujaregressiopuut (Multivariate regression trees, De’Ath, 2002)
NGS = Uuden polven sekvensointimenetelmat (Next generation sequencing)

OTU = yleensd 97 % samankaltaisuusasteella maéritetty toiminnallinen

taksonominen yksikko (operational taxonomic unit)
PCR = polymeraasiketjureaktio (Polymerase chain reaction)

QIIME = Sekvenssiaineistojen analysoitiin kaytettdvd ohjelma (Quantitative

Insights Into Microbial Ecology, Caporaso ym. 2010)
RDA = redundanssianalyysi (redundancy analysis, Rao 1964)
SRB = Sulfaattia tuottavat bakteerit (sulfate-reducing bacteria)

VPD = Vesipuitedirektiivi (Water Framework Directive, WFD). Vuonna 2000
voimaan tullut direktiivi (2000/60/EY), joka maéarittdd EU:n vesipolitiikan

suuntaviivat



1 Johdanto

Ihmistoiminnan vaikutukset ovat muuttaneet voimakkaasti ekosysteemien
rakennetta ja toimintaa maailmanlaajuisesti viimeisten vuosikymmenten aikana
(Millennium Ecosystem Assessment. 2005). Virtavesiekosysteemeissa ekologisen
tilan  heikentyminen aiheuttaa vakavan uhan niiden elidyhteisGjen
monimuotoisuudelle (Dudgeon ym. 2006). Maailman virtavesistd korkean tai
keskinkertaisen uhan alla katsotaan olevan talla hetkelld 65 prosenttia
(Vorosmarty ym. 2010). Virtaavia vesia uhkaavat muun muassa ilmastonmuutos,
habitaattien heikkeneminen ja vedenlaadun huonontuminen. Ihmistoiminnan
vaikutukset, kuten virtavesiin paatyvan kuormituksen ja kiintoaineen madraa
lisadva maankayttd (esimerkiksi maatalous ja metsatalous), kaupungistuminen ja
teollistuminen, uomien perkaukset ja kanavoinnit sekéd keinotekoiset rakenteet,
kuten padot ja kastelu- ja vedenjohtamisjarjestelmét heikentdvat virtavesien
ekologista tilaa ja elidyhteiséjen monimuotoisuutta (Vorosmarty ym. 2010).

Tulevaisuudessa tarve kustannustehokkaille, luotettaville ja nopeille
keinoille arvioida vesistojen ekologista tilaa kasvaa. EU:n vesipuitedirektiivin
(2000/60/EY) ja siihen pohjautuvan Suomen vesienhoitolain (1299/2004)
tavoitteina on saada kaikki vesistot vahintd&dn hyvéaan tilaan. Alun perin
tavoitteena oli saavuttaa hyva tila vuoden 2015 aikana, mutta monien vesistojen
tavoitetila on talla hetkelld asetettu vuosien 2021 ja 2027 valille. Taménhetkisen
arvion mukaan 65 prosenttia Suomen jokivesistd on hyvassa tai erinomaisessa
tilassa, mutta erityisesti rannikko-alueen joet ovat huonossa tai valttavassé tilassa
(Pintavesien ekologinen ja kemiallinen tila. 2016). Suomessa vesien tilaa on laaja-
alaisesti heikentanyt erityisesti maa- ja metsatalouden hajakuormitus (Aroviita
ym. 2014).

Biomonitorointi, eli elididen k&yttd ympadristdmuutosten seurantaan ja
mittaamiseen, pyrkii tunnistamaan, seuraamaan ja arvioimaan ekosysteemien
toimintaa uhkaavia ympariston stressitekijoitd (Friberg ym. 2011; Bonada ym.
2006; Gerhardt 2000). Tulevaisuudessa yksi mahdollinen biomonitoroinnin

tyokalu ja ekologisen tilan mittari yhdessa muiden biologisten (esim. piilevit,



pohjaelédimet, vesikasvit ja kalat) ja fysikaalis-kemiallisten mittarien kanssa voi
olla mikrobit (Friberg ym. 2011). Uuden polven sekvensointimenetelmien kehitys
ja sekvensointikustannusten aleneminen viime vuosina on mahdollistanut yha
useamman ympaéristdmikrobiaineiston analysoinnin uuden polven
sekvensointimenetelmilla (ks. esim. Schl6tterer ym. 2014).

Baas Becking totesi vuonna 1934: “Kaikki on kaikkialla, mutta ymparistd
valitsee” (Baas Becking 1934). Hanen lausahduksensa on hyvin laajalti siteerattu
ymparistomikrobiologian ja ekologian julkaisuissa (De Wit & Bouvier 2006).
Mikrobeja on siis perinteisesti pidetty kosmopoliitteina. Viimeaikaiset
tutkimukset vahvistavat Baas Beckingin ké&sitysta siitd, ettd “ympdristo valitsee”,
ja on osaltaan vaikuttamassa spatiaaliseen vaihteluun mikrobien diversiteetissa.
Toisaalta viimeaikaiset tutkimukset ovat kyseenalaistaneet vaitteen “kaikki on
kaikkialla” osoittamalla, ettd myods maantieteelliseen sijaintiin liittyvat tekijat
voivat olla merkityksellisi& bakteeriyhteisjen muodostumisessa (Martiny ym.
2006).

Rabinowitz (1981) suositteli, ettd lajien harvinaisuutta tulisi tarkastella
paikallisen yhteisén koon, levinneisyyden ja elinympadriston kautta (Rabinowitz
1981). Harvinaisuuden maaritelm& on biologian alan kirjallisuudessa vaihdellut
vuosien ja vuosikymmenten saatossa lahestymistavasta riippuen (ks. esim. Mayr
1963; Hanski 1991; Batianoff & Burgess 1993). Yhteista kaikille maaritelmille on
se, ettd harvinaisuus kuvataan esimerkiksi lajien runsauden, levinneisyysalueen
koon tai elinympériston ominaisuuksiin liittyvien tekijoiden kautta. Harvinaisuutta
on madritelty myos erilaisten tarkastelun kohteena olevaan lajiin liittyvien uhkien,
geneettisen monimuotoisuuden ja taksonomisen erottuvuuden kautta (Gaston &
Kunin 1997).

Harvinaisten lajien on perinteisesti katsottu tuovan aineistoihin vain véhan
tulkinnallista lisdarvoa, mutta aiheuttavan tilasto-analyyseissd ongelmia (esim.
Webb ym. 1967, Austin & Greig-Smith 1968; Gauch 1982). Harvinaisten lajien
késittely on kuitenkin yksi keskeinen kysymys biomonitoroinnissa, silld niiden
aineistoon sisallyttdminen tai siita poisjattdminen voi vaikuttaa suoraan kykyyn

havaita ja mitata ekologisia vaikutuksia (Cao ym. 2001).



MikrobiyhteisGjen lajien yleisyyden ja runsauden jakaumaa tutkittaessa on
havaittu, ettd hyvin usein aineistoissa havaitaan pitkd “héntd” alhaisen yleisyyden
ja runsauden omaavia, harvinaisia lajeja. Suuri osa  mikrobien
monimuotoisuudesta onkin havaittu juuri harvinaisten lajien joukossa. N&ma
harvinaiset mikrobit voivat erota merkittavasti yleisesmmistad mikrobilajeista muun
asioissa (Lynch & Neufeld 2015).

Tutkittaessa harvinaisten mikrobien merkitysta ympaéristo-
yhteisosuhteeseen on hyvd huomioida ja tunnistaa mahdolliset virhel&hteet
esimerkiksi aineiston sekvensointiin  (sequencing noise), bioinformatiikan
tyokalujen valintoihin ~ (esim. raakasekvenssien kasittelyssa kaytettavét
laatukriteerit) tai tilastoanalyysien valintoihin ja tulosten tulkintaan liittyen (ks.
esim. Lynch & Neufeld (2015).

Tassd tutkielmassa harvinaisten bakteerisukujen vaikutusta yhteison
ympdristosuhteisiin tutkitaan poistamalla aineistosta harvinaisia bakteerisukuja.
Harvinaisuudella tarkoitetaan tassa tutkielmassa bakteerisukujen
esiintymispaikkojen lukumé&aréa. Sukujen poistoja aineistosta tehdaén eri tasoilla
alkaen niista suvuista, jotka esiintyvét vain yhdelld tutkimuspaikalla, ja péattyen
niihin, jotka esiintyvat < 40, eli maksimissaan noin puolella, tutkimuspaikoista.

1.1 Tutkielman tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Taman pro gradu -tutkielman tarkoitus on tuoda lisatietoa siitd, mitkad eri
ymparistotekijat vaikuttavat virtaavien vesien biofilmibakteerien
yhteisorakenteeseen, yhteiso-ymparistosuhteen voimakkuuteen ja yhteisdjen
koostumusta selittdvien muuttujien identiteettiin. Tutkielmassa tarkastellaan
erityisesti  harvinaisten  bakteerisukujen  poiston  vaikutusta  yhteison
ympdristosuhteisiin.  Tutkimusaineistoa analysoidaan redundanssianalyysin
(redundancy analysis, RDA) (Rao 1964) ja monimuuttujaregressiopuiden
(Multivariate regression trees, MRT) (De’Ath, 2002) avulla. Tutkielman
tavoitteena on myos kuvata lansisuomalaisten virtavesien koskipaikkojen Kkivien

pinnalla elévien biofilmibakteerien ominaispiirteitd padjakso-, luokka-, lahko-,



heimo- ja sukutasoille tehtavien BLAST -analyysien (basic local alignment
search tool) (Altschul ym. 1990) avulla.

Tutkielman paatutkimuskysymykset ovat:

1. Mitkd ympéristomuuttujat selittdvat akvaattisten  biofilmibakteerien

esiintyvyytta Lansi-Suomen jokivaluma-alueilla?

2. Parantaako harvinaisten bakteerisukujen poisto ymparistd-yhteisGsuhteen

selityskykya tilastollisissa analyyseissa?

3. Millaisia bakteeritaksoneiden péadjaksoja Lansi-Suomen jokivaluma-alueiden

virtavesien kivien pintojen biofilmiyhteisoissa havaitaan?

Ensimmaistd tutkimuskysymystd tarkastellaan monimuuttujaregressiopuiden
(MRT, Multivariate regression trees, De’Ath, 2002) ja redundanssianalyysin
(RDA, redundancy analysis, Rao 1964) avulla, toiseen tutkimuskysymykseen
haetaan vastausta redundanssianalyysilla ja kolmannen tutkimuskysymyksen
tarkastelussa hyodynnetddan BLAST -analyysien (basic local alignment search
tool, Altschul ym. 1990) tuloksia.

1.2 Virtavesien mikrobiyhteisot

1.2.1 Mikrobien tutkiminen sekvensointimenetelmien avulla

Sekvensointimenetelmét ovat kehittyneet viime vuosina nopeasti ja sekvensointiin
pohjautuvat l&hestymistavat ovat korvanneet perinteisia viljelymenetelmiin
perustuneita tutkimuksia ja ndin ollen mahdollistaneet ympéristonaytteiden entistéa
kattavammat mikrobiekologiset tutkimukset (Auvinen & Hultman 2010; Staley &
Sadowsky 2016).Ympéristomikrobien sekvensointi voidaan toteuttaa niin

kutsutulla  amplikonisekvensointimenetelmalld,  jolloin  mikrobin tiettyd
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amplikonia eli DNA- tai RNA- jaksoa monistetaan polymeraasiketjureaktiolla.
Bakteereilla kaytetd&dn hyvin yleisesti tdhan tarkoitukseen 16S rRNA geenia
(Franzosa ym. 2015). Uuden polven sekvensointimenetelmat (Next generation
sequencing, NGS) ovat mahdollistaneet yha laajempien
ymparistomikrobiaineistojen  kustannustehokkaan analysoinnin  (Staley &
Sadowsky 2016).

1.2.2 Biofilmin rakenne ja toiminta

Mikrobien yhteistoiminnallisista eli mutualistisista verkostoista tarkeimpid ovat
biofilmit, jotka muodostuvat pinnoilla kasvavien mikro-organismien, kuten
bakteerien, sienten ja mikrolevien kasaumista (Karimi ym. 2017). Liikkuvassa
nesteessd, kuten esimerkiksi virtavedessd, litkkuvat mikrobit kiinnittyvat asteittain
alustaansa, esimerkiksi kiven pintaan. Kiinnittymista edesauttavat bakteerien
valmistamat biopolymeerit, jotka ovat muun muassa sokereita ja proteiineja.
Biofilmin muodostuksessa eri mikrobilajit toimivat yhteistydssd muodostaen
biofilmin pinnalle suojaavan kerroksen (kuva 1) (Karimi ym. 2017; Davey &
O'toole 2000).

Biofilmin muodostumiseen vaikuttavat muun muassa paikallinen geologia
ja hydrologia sekd valuma-alueen ja uoman ominaisuudet. Biofilmiyhteistjen
rakentumiseen vaikuttavia uomatason ominaisuuksia ovat muun muassa valon
maard, pH, veden lampdtila, ravinteet, orgaanisen hiilen maaré ja happipitoisuus
(kuva 1). (Besemer 2016; Karimi ym. 2017; Davey & O'toole 2000; Kalia ym.
2013).

Biofilmien ~ muodostumisessa  tapahtuvia  mikrobilajien  valisia
kommunikaatiomekanismeja ei vield tdna pdivana taysin tunneta (Karimi ym.
2017). Tiedetddn kuitenkin, ettd bakteerilajit hyoddyntavat keskindisessa
viestinndsséan niin kutsuttuja ’quorum sensing” -kommunikaatiomekanismeja,
joiden avulla bakteerisolut tuottavat ja monitoroivat signaalimolekyyleja
(Cornforth ym. 2014). Solut myds pystyvat muokkaamaan kayttaytymismallejaan
néiden signaalien perusteella. Bakteerit kdyttavat “quorum sensing” -signalointia

seka lajien sisdiseen, ettd myos lajien véliseen viestintdan. Ympéristotekijat voivat
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vaikuttaa quorum sensing” -signaalimolekyylien kautta ja aikaansaada
spesifisten bakteerifenotyyppien tuotannon (Kalia ym. 2013).

® ®
Uoman - Paikallinen
biogeokemialliset le geologia,
ominaisuudet, hydrologia,
veden Iq_r’_r_p_onla, Valuma-alueen ja pinnanmuodot
valon maara, pH Uoman €
ominaisuudet ®
J’ \
: - M etayhteisd
COrgaaninen hiili,
ravinteet,
happipitoisuus Bioottiset <o
.b vuorovaikutuk set h 4
Levittaytyminen
Paikallinen
sopeutuminen
Biofilmin
rakenne ja
toiminta

A

Biofilmi muodostuu

Biopolymeerit Quorum sensing

mikro-organismien,
kuten bakteerien, edesauttavat - mekanismit
sienten, mikrolevien ja kiinnitty mista yksildiden ja

alkueldinten kasaumista f tjien valilla

Kuva 1. Biofilmin rakenteeseen ja toimintaan vaikuttavia paikallisia ja alueellisia tekijoité..

Kuva on muokattu Besemer (2016); Karimi ym. (2017); Davey & O'toole (2000) ja Kalia ym.
(2013) pohjalta. Kuvassa vihrealld, tummanruskealla ja vaaleanruskealla kuvatut pallot esittavat
uomassa vapaana liikkuvia mikro-organismeja, jotka kasautuvat ja kiinnittyvat esimerkiksi uoman
pohjalla olevien kivien pinnoille. Tallaisia uoman pohjan kivien pinnoille syntyneita biofilmej&
kuvastavat kuvan alaosan vaaleansiniset, vaaleanvihreat ja harmaat muodot. Vihreét nuolet
kuvastavat biofilmien ja uomassa vapaana liikkuvien mikro-organismien kumpaankin suuntaan
tapahtuvaa liiketta. Vuokaavio pyrkii kokoamaan yhteen kappaleissa 1.2.2 ja 1.2.3 tarkemmin

kasitellyt biofilmin rakenteeseen ja toimintaan liittyvat tekijat ja kasitteet.
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1.2.3 Biofilmien rakenteeseen vaikuttavat tekijat

Viime aikoina ekologian alan tutkimuksissa on yha enemman tarkasteltu
monilajisia yhteis6ja ja yhteisdjen yhteistoimintaan vaikuttavia tekijoita.
Metayhteisoilla tarkoitetaan ryhméaa paikallisyhteis6jd, joita yhdistdd yhden tai
useamman lajin yhteisojenvélinen liikkuminen (mm. Gilpin & Hanski 1991,
Hanski 1998; Leibold ym. 2004). Metayhteisdekologia yhdistaa toisiinsa pienen
mittakaavan populaatio- ja yhteisdekologisia kysymyksia, joita ovat muun muassa
lajien véliset vuorovaikutukset, valinta (selektio) ja stokastiset, eli
sattumanvaraiset prosessit, sekd laajan mittakaavan kysymyksid, joita ovat muun
muassa levidminen ja elinympariston monimuotoisuus (Leibold & Chase 2017).
Biologisten yhteisdjen rakenteeseen ja monimuotoisuuteen vaikuttavat niin
alueelliset (esim. leviaminen) kuin paikallisetkin (elinympaéristd, bioottiset
vuorovaikutukset) tekijat (Leibold ym. 2004; Leibold & Chase 2017).

Alueellisten prosessien merkitys mikrobiyhteisdjen rakenteeseen on ollut
viime aikoina laajan kiinnostuksen, tutkimuksen ja jopa vaittelyn kohteena.
Korkean levittdytyneisyyden asteen ja lyhytikdisten bakteerisukupolvien on
todettu saavan aikaan sen, ettd ympéristotekijoiden on katsottu olevan
mikrobiyhteis6jen monimuotoisuudelle tarkedmpida kuin  maantieteellisten
etaisyyksien (Fierer ym. 2007).

Besemer ja kumppanit (2012) havaitsivat, ettd stokastinen eli
sattumanvarainen levittdytyminen alkuperdisestda ylapuolisesta  yhteisosta
virtavedessd vesipatsaan mukana uoman biofilmiyhteis6ihin kulkeutuen ei
pystynyt selittdimdan mikrobiyhteison rakennetta pohjoisissa virtavesissa.
Todennékoisesti  paikalliset ymparistotekijat ja bioottiset, eli elolliset,
vuorovaikutukset vaikuttivat uoman biofilmin muodostumiseen levittdytymisté
enemman (Besemer ym. 2012). Toisaalta Lear ja kumppanit (2013) havaitsivat
levittaytymisrajoittuneisuuden ja lajin paikkaan seké toimintoihin ekosysteemissa
perustuvien prosessien vaikuttavan yhdessa uusiseelantilaisten virtavesien
biofilmibakteereiden yhteistrakenteeseen ja monimuotoisuuteen.

Ympéristotekijoiden  vaikutuksen nahtiin  t&ssékin tutkimuksessa olevan
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merkittdva (Lear ym. 2013). Vastaavia havaintoa on tehty my6s suomalaisissa
virtaavissa vesissa (Heino ym. 2014).

Lansisuomalaisiin, tassakin pro gradussa analysoituihin
biofilmibakteereihin perustuvan tutkimuksemme tulokset puolestaan osoittavat,
ettd mikrobiyhteisdjen alueelliseen vaihteluun vaikuttavat yhdessa paikalliset ja
valuma-alueen  ympéristotekijat seka ilmastotekijgt ja  mahdollisesti
levittaytymisrajoittuneisuus  (Jyrkénkallio-Mikkola ym. 2017). Koillismaalla
sijaitsevan Kitkajarven kivikkorantojen biofilmibakteeriyhteisoillda tekemamme
tutkimus puolestaan osoitti jarven sisaisen mikrobiyhteison spatiaalisen vaihtelun
muodostuvan niin sattumanvaraisista tekijoista, lajin paikkaan ja toimintoihin
ekosysteemissd  perustuvista  prosesseista  kuin  myds  mahdollisesti
levittaytymisrajoittuneisuudesta (Langenheder ym. 2017). Abioottiset, eli
elottomat kemialliset ja fysikaaliset ympéristotekijat selittivat bioottisia, eli
elollisia ymparistotekijoita paremmin jarven kivikkorantojen biofilmibakteereiden
taksonomista ja fylogeneettistd yhteisorakennetta (Langenheder ym. 2017).
Biofilmien rakenteeseen ja toimintaan vaikuttavat siten monet eri alueelliset ja
paikalliset tekijat yhdessd (Besemer 2016). Naita alueellisia ja paikallisia

prosesseja on kuvattu kuvassa 1.

1.3 Mikrobiyhteis6ihin vaikuttavat tarkeimmat tekijat: happamuus

ja ravinnekuormitus

1.3.1 Happamuuteen vaikuttavat tekijat, happamuus ja mikrobit

Suomen rannikkoalueilla on paljon happamia sulfaattimaita, jotka ovat
muodostuneet noin 7500-4000 vuotta sitten Litorinameri-vaiheen aikana.
Merenpohjaan pelkistyi mikrobitoiminnan vaikutuksesta sulfideja, jotka pohjalle
sitoutuneen pelkistyneen raudan kanssa reagoidessaan saostuivat pohjan
sedimenttiin rautasulfideina, eli pyriittin& (FeS2) ja monosulfidina (FeS). (Hadzic
ym. 2014; Nyberg ym. 2012). Maankohoamisen seurauksena néitd vanhoja

merenpohjan sedimentteja esiintyy nykyisin Suomen rannikolla noin 100 metrin
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korkeuteen asti (Kivinen 1944). Taman tutkielman tutkimuspaikat sijaitsevat
Suomen lansirannikolla happamien sulfaattimaiden vaikutuspiirissa.

Happamien sulfaattimaiden lisdksi my6s mustaliuske voi aiheuttaa
happamuushaittoja. Mustaliuske on eloperaista hiiltd, rikkia ja erilaisia metalleja
sisdltdva vanhasta merenpohjasta muodostunut sedimenttikivilaji, jota esiintyy
esimerkiksi Sotkamon alueella. (Loukola-Ruskeeniemi & Heino 1996; Hadzic
ym. 2014).

Maankayton, kuten esimerkiksi ojitusten, seurauksena rautasulfidipitoinen
maapera voi paatya kosketuksiin hapen kanssa ja muodostaa veteen liuetessaan
rikkihappoa. Vesistoihin péatyessdan happamien sulfaattimaiden aiheuttamat
alhaiset pH:t ja alhaisissa pH-lukemissa liukoisessa muodossa olevat metallit
voivat aiheuttaa laajamittaista haittaa vesieliostélle. Suomessa koettiin viimeksi
vuonna 2006 runsaasti happamien sulfaattimaiden aiheuttamia kalakuolemia. Osa
kalalajeista voi kuolla pH:n laskiessa alle 5,5 ja niiden lisdantyminen voi
hairiintya jo pH:n ollessa alle 5,75 (Sutela ym. 2012). Happamien sulfaattimaiden
olemassa olon mahdollisuus tulisikin entisen Litorinameren alueella huomioida
kaikessa maankdytossa jo suunnitteluvaiheessa. Geologian tutkimuskeskus on
laajamittaisesti ~ Kkartoittanut ~ happamien  sulfaattimaiden  esiintymisen
todennakoisyytta (Geologian tutkimuskeskus. 2018). Kansalaisille avoin
karttapalvelu on saatavissa internet-osoitteesta:
http://gtkdata.gtk.fi/Hasu/index.html

Sulfaattia tuottavat bakteerit (SRB) ovat térkeédssd roolissa erityisesti
kaivosten vesien ja sedimenttien mikrobiyhteisoissd. Naissd olosuhteissa on usein
alhainen pH ja paljon metalleja. SRB:t voivat osallistua metallien
detoksifikaatioon muuttamalla niitd sulfidiksi (Kaksonen ym. 2008; Kovaliova
ym. 2017). Suurin osa tunnetuista sulfaattia tuottavista bakteereista kuuluu
Firmicutes-pajakson Desulfosporosinus, Desulfotomaculum ja

Deltaproteobacteria-sukuihin (Kovaliova ym. 2017).
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1.3.2 Vesistdjen ravinnekuormitus

Fosfori- ja typpikuormitus heikentdvét rehevoittdmalld voimakkaasti vesistojen
tilaa (Thornton ym. 1999). Ravinteiden méara vaikuttaa levatuotannon liséksi niin
vesikasvien, paallyslevien, pohjaeldaimien, kalaston kuin mikrobienkin runsauteen
ja lajikoostumukseen (Mitikka 2013). Jokivesien ekologisen tilan luokittelussa
kaytetdan kokonaisfosforin ja -typen vuosikeskiarvoja. Jokityypista riippuen
erinomaisen ja hyvan ekologisen tilan raja-arvona kaytetdan kokonaistypen osalta
335-450 pg/l pitoisuuksia ja kokonaisfosforin osalta pitoisuuksia 1540 pg/l
(Aroviita ym. 2012). Suomen sisdvedet ovat yleensa fosforirajoitteisia, eli
fosforipitoisuudet rajoittavat niiden levétuotantoa. Erittdin rehevoityneet ja

humuspitoiset vedet voivat olla myds typpirajoitteisia (Mitikka 2013).
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2 Materiaalit ja menetelmat

2.1 Tutkimusalue

Pro gradu tutkielmani bakteeriaineiston néytteet on otettu 21 suomalaiselta
kolmannen jakovaiheen jokivaluma-alueelta, joilta eristettiin erillisista
koskipaikoista bakteerindytteita yhteensd 84 kappaletta. Ajallisen vaihtelun
minimoimiseksi nédytteenotto suoritettiin kaikissa kohteissa kahden viikon sisalla
syyskuussa 2014. Tutkimuspaikat sijoittuvat Suomen lansirannikolle Turun
eteldpuolelta hieman Oulun pohjoispuolelle ulottuvalla alueella. Tutkimusalue on
pohjois-eteldsuunnassa 520 kilometrid ja itd-lansi -suunnassa 330 kilometrid.
(Jyrkankallio-Mikkola ym. 2017). Tutkimuspaikkojen sijainti on kuvattu kuvassa
3. Tutkimuspaikkojen sijainti suhteessa pintavesien ekologiseen tilaan on
puolestaan kuvattu kuvassa 4.

Samaan aikaan bakteerindytteiden ottamisen kanssa tutkimuskohteilla
toteutettiin  vesindytteenotto, ja kohteista maaritettiin  myds piileva- ja
pohjaeldinlajisto.  Tutkimuspaikkojen lahivaluma-alueet edustavat erilaisia
maankayttdmuotoja ja esimerkiksi peltojen maard lahivaluma-alueella vaihtelee
suuresti  (0-60%). Laajat, samanaikaisesti otetut vesikemia-analyysit
mahdollistavat bakteerien toiminnallisten taksonomisten yksikkojen (operational

taxonomic unit, OTU) ja muun muassa ravinteiden suhteen tarkastelun.
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Kuva 3.

Tutkimuspaikat kolmannen jakovaiheen jokivaluma-alueittain jaoteltuina. Samanvériset ja

muotoiset symbolit edustava jokia, jotka kuuluvat samaan kolmannen jakovaiheen jokivaluma-

alueeseen. Naytepisteet sijaitsivat latvapuroissa kullakin jokivaluma-alueella. N = 84.
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Kuva 4. Tutkimuspaikat ja pintavesien ekologinen tila Suomessa vuonna 2013. Sininen vari

edustaa erinomaista, vihred hyvad, keltainen tyydyttavaa, oranssi valttdvaa ja punainen huonoa

pintavesien ekologista tilaa. Harmailta alueilta tiedot puuttuvat. N = 84 tutkimuspistetta.
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2.2 Maastomenetelmat

Néytteenotto  toteutettiin  ajallisen  vaihtelun  minimoimiseksi  Kaikilla
tutkimuspaikoilla kahden viikon aikana syyskuussa 2014. Bakteerindytteenotto,
vesindytteenotto ja habitaattianalyysit tehtiin tutkimuspaikoilla samanaikaisesti.
Koska tutkimuspaikkoja oli runsaasti ja nédytteet haluttiin ottaa mahdollisimman
samanaikaisesti, oli maastossa yhta aikaa kaksi erillistd maastotyoryhmaa, joista
toiset aloittivat ndytteenoton eteldisimmistd ja toiset pohjoisimmista
tutkimuspaikoista edeten kahden viikon aikana toisiaan kohti.

2.2.1 Bakteerinaytteenotto

Bakteerindytteet otettiin jokaiselta tutkimuspaikalta 10 noin nyrkin kokoisen
kiven vylapinnalta. Kivien kerdyssyvyys oli noin 40 cm, ja ne Kkerattiin
mahdollisimman keskeltd uomaa mahdollisen varjostusvaikutuksen valttdmiseksi.
Jokaiseen  né&ytteenottoon  otettiin  uudet, valmiiksi  pakatut steriilit
naytteenottovalineet, jotka sisalsivat pienen minigrip-pussin sisadn pakatut
kertakayttokasineet, keltakorkkisen néytteenottoastian (valmistaja: Mekalasi) ja
puhtaan, noin 4 cm x 4 cm x 4 cm kokoisen Keittidsienen palan. Lisdksi kaytettiin
puhdasta pakastusrasiaa ndytteenottoa varten.

Keltakorkkista astiaa avuksi kayttaen keréttiin aluksi
kertakayttohansikkaat kédessa noin 1,5 x keltakorkkisen ndyteastian tilavuuden
verran paikan vettd pakasterasiaan. Seuraavaksi sientd kostutettiin ensin
pakasterasiassa ja kiven pinnalta siirrettiin biofilmimateriaali pakasterasiaan niin,
ettd kosteaa sientd hierottiin noin 6 cm x 6 cm kokoisella kiven yldpinnan alueella
ja irronnut  biofilmimateriaali ~ puristettiin ~ pakasterasiassa  olevaan
naytteenottopaikan veteen (Vilmi ym. 2016). Kiven pinnan sienelld harjaamista
toistettiin niin kauan kunnes silmamaardisesti nahtiin kiven pinnalla olleen
materiaalin siirtyneen ndyteastiaan. Ylla kuvattu toistettiin kaikkien kymmenen
keratyn Kkiven kohdalla ja puristeltiin kaikki biofilmimateriaali samaan
nayteastiaan (puhdas pakastusrasia) kymmenen Kkiven kokoomanaytteeksi.
Lopuksi  kaadettiin  biofilmimateriaalin ~ sisdltdvd ndyte keltakorkkiseen

nédyteastiaan ja merkittiin siihen vedenkestévalla tussilla naytteenottoaika, paikka
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ja ndytteenottajan nimikirjaimet. Naytteet pakastettiin vélittomaésti ndytteenoton
jalkeen autossa toimivaan kannettavaan Waeco Cool Freeze CFX35 —pakastimeen
(valmistaja: Dometic WAECO).

2.2.2 Vesikemia- ja habitaattianalyysit

Vesindytteet otettiin tutkimuspaikoilta samanaikaisesti bakteerindytteiden kanssa.
Vesindytteistd maéadritettiin  kokonaistyppi, kokonaisfosfori ja véri standardien
SFS-EN ISO 6878:en, SFS-EN ISO 11905-1 ja SFS-EN ISO 7887:en mukaisesti
(SFS-kasikirja 147-3. 2011; Water quality. Examination and determination of
colour. 2011).

Liséksi tutkimuspaikalta mitattiin sahkonjohtavuus ja pH Y SI-Professional
Plus kenttdamittarilla (valmistaja: YSI Incorporated). Virrannopeus mitattiin
jokaiselta tutkimuspaikalta 30 eri paikasta Schiltknecht MiniAir 2 -
virrannopeusmittarilla (valmistaja: Schiltknecht). Uoman leveys puolestaan
mitattiin jokaiselta tutkimuspaikalta kymmenesta eri kohdasta ja uoman syvyys 30
eri kohdasta (Jyrkéankallio-Mikkola ym. 2017).

Uoman raekoko arvioitiin muokattua Wentworthin asteikkoa kayttéaen.
Partikkelikooltaan 0.25 mm-2 mm oleva aines luokiteltiin hiekaksi, 2 mm-16 mm
kokoinen aines soraksi, 16 mm-64 mm kokoinen aines pikkukiviksi, 64 mm-256
mm kokoinen aines mukulakiviksi ja yli 256 mm kokoinen kiviaines lohkareiksi
(Wentworth 1922). Lisaksi arvioitiin sammalpeittdvyys uomassa ja uoman
molemmilta puolilta seka lehtipuiden maara ettd latvuston peittavyys. Tarkempi
kuvaus vesikemia- ja habitaattianalyyseista on luettavissa julkaisusta
Jyrkéankallio-Mikkola ym. (2017).

2.3 Valuma-alueanalyysit

FT Virpi Pajunen rajasi jokaiselle tutkimuspaikalle valuma-alueen ArcGIS 10.3.1
-ohjelmalla hyddyntden GTK:n virtaamasuunta- ja korkeusaineistoja. Valuma-
alueelle méaritettiin koko ja kaltevuus. Valuma-alueen maankayttd ja -peitto

madritettiin  CORINE 2012 aineiston (Suomen ymparistokeskus 2013) ja
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maaperakartan (GTK 2012) avulla. Tarkempi kuvaus valuma-alueanalyyseisté on
luettavissa julkaisusta Jyrké&nkallio-Mikkola ym. (2017).

2.4 Laboratoriomenetelmat

Kaikessa laboratoriotyGskentelyssa kiinnitettiin huomiota aseptisiin tyotapoihin.
Pdytapinnat pyyhittiin aina laboratoriotdita ennen ja niiden jalkeen 96 % etanolilla
kontaminaatioriskin pienentdmiseksi. Kaikki pipetoinnit tehtiin filtterillisia
pipetinkarkia kéayttéen ja suojakasineitd kaytettiin kaikissa tyovaiheissa. DNA-tyot
suositellaan tehtdvaksi laminaarivirtauskaapissa, mutta sité ei valitettavasti tilojen
puolesta ollut tassa tydssa mahdollista toteuttaa.

Laboratoriossa naytteet siirrettiin vélittdmasti naytteenottajien maastosta
palattua kannettavasta pakastimesta laboratorion pakastimeen odottamaan
jatkokasittelyd. Naytteitd pakastekylmakuivattiin - ALPHA 1-4 LD plus-
pakastekylmakuivurilla (valmistaja: Martin  Christ) vuorokauden ajan ja
pakastekylmakuivatusta naytemateriaalista eristettiin PowerSoil DNA isolation -
kitilla (valmistaja: MOBIO Laboratories) DNA. Eristyksen onnistuminen
tarkistettiin - maarittdamalla DNA:n saanto  SimpliNano-spektrofotometrilla
(valmistaja: Biochrom Ltd.).

Néytteiden DNA monistettiin kayttden universaaleja bakteerialukkeita
519F (5-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3) ja 926R (5-
CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3) (Lane 1985; Lane 1991). Jokaiselle naytteelle
kaytettiin erilaista yksilollisen “viivakoodin” sisdltdvaa 519F-aluketta (nk. a-
aluke), jotta sekvensointia varten yhdistetyt naytteet voitiin aineiston
jatkoanalyyseissa erottaa toisistaan. 519F alukkeet sisélsivat lon Torrent
pyrosekvensointi-adapterisekvenssin A (Lifescience Technologies, USA),
yhdeksédn emésparin mittaisen yksildllisen “viivakoodisekvenssin” ja yhden
nukleotidilinkkerin. 926R aluke (nk. b-aluke) puolestaan sisélsi lon Torrentin
adapterisekvenssin trP1 (Tejesvi ym. 2016). Kaytetyt alukkeet on kuvattu
liitteessa 1. Testasimme alukkeet etukédteen SILVA-tietokannassa (Quast ym.
2013) ja saimme tulokseksi noin 94 % kattavuuden kaikille bakteeritaksoneille.

Tarkempi kuvaus on luettavissa julkaisusta Heino ym. (2015).
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PCR (Polymerase chain reaction) -reaktioita varten valmistettiin niin
kutsuttu mastermix-liuos, johon pipetoitiin 5,0 pl GC-puskuria (Thermo
Scientific), 0,5 ul dNTP:t& (Thermo Scientific), 1 pl b-aluketta, 0,5 pl Phusion hot
start polymeraasia (Thermo Scientific) ja 13 pl molekyylibiologisiin téihin
soveltuvaa steriilig, nukleaasi-vapaata vettd (VWR International).

Mastermix-liuosta valmistettiin aina sen péivan tarvetta vastaava maara.
Jokaiseen kuppalevyn kuoppaan pipetoitiin 20 pl mastermix-liuosta, 1 pl
naytespesifista a-aluketta ja 4 ul eristettyd DNA-ndytettd. Jokaisen kuoppalevyn
kuopan kokonaistilavuudeksi tuli ndin ollen 25 pl. Kaikki PCR-vaiheen
pipetoinnit suoritettiin laakeassa astiassa johon oli lisdtty jaita ja pipetointiin
kaytettiin erillisia vain PCR-tdihin tarkoitettuja pipettejd kontaminaatioriskin
vahentamiseksi.

Bakteerit monistettiin  Veriti Thermal Cycler -PCR-laitteella (Life
technologies). Kustakin naytteesta pipetoitiin 96-kuoppalevylle
pipetointiepatarkkuuksien minimoimiseksi triplikaatit. PCR-ohjelman jalkeen
triplikaatit yhdistettiin yhdeksi naytteeksi.

Bakteerien monistamisessa kaytin seuraavaa PCR-ohjelmaa: Vaihe 1,
tehtiin kerran (askel 1, 98°C, 3:00 min). Vaihe 2, tehtiin 30 kertaa (askel 1, 98°C,
0:10 min, askel 2, 64°C, 0:30 min, askel 3, 72°C, 0:20 min). Vaihe 3, tehtiin
kerran (askel 1, 72°C, 5:00 min, askel 2, 4’C, ).

Monistamisen jalkeen PCR:ien onnistuminen tarkistettiin Shimadzun
valmistamalla MultiNA (MCE-202 Microchip Electrophoresis System for
DNA/RNA  Analysis)  -laitteella. MultiNA  on  uuden polven
mikrosiruelektroforeesilaite, jolla voidaan korvata perinteinen
agaroosigeelielektroforeesiajo ndytteiden tarkistamiseksi (MultiNA 2017).

Néaytteet puhdistettiin, yhdistettiin sekvensointia varten ja sekvensoitiin
Oulun yliopiston molekyylibiologian (BioSer) -laboratoriossa lon Torrent
Semiconductor -sekvensaattoria kédyttéden. Aineisto sekvensoitiin Ion 316™ Chip
-sirua kayttéen. Siru sisaltdd 6 miljoonaa kaivoa ja sen ulosanto on 100 Mb (lon
Torrent 2012).

lon Torrent sekvensaattorin toiminta perustuu DNA:n polymerisaation

yhteydessd vapautuvien vetyionien havaitsemiseen. Sekvensointiprosessi

23



aloitetaan emulsio-PCR:lla, jossa DNA-kirjaston fragmentit kiinnittyvét pienien
mikrohelmien  pinnalle.  Taman  jadlkeen  mikrohelmet  pipetoidaan
sekvensointisirulle, jossa sijaitsee miljoonia mikrokaivoja. Mikrokaivoihin
puolestaan lisdtdédn sekvensoinnin aikana vuorotellen neljad DNA -nukleotidia.
Sopivien komplementaaristen emaé&sten |0ytyminen aiheuttaa vetyionin
vapautuessa pienen pH -muutoksen, jonka sekvensaattori havaitsee. Jos DNA-
juosteessa on perakkéin kaksi identtistd emastd, on jannite kaksinkertainen ja
sekvensaattori tunnistaa ne kahdeksi perdkkaiseksi samaksi emakseksi. lon
Torrentin  teknologia siirtdd kemiallisen informaation (A,C,G,T) suoraan
digitaaliseen (0,1) muotoon. Yll& kuvattu reaktio tapahtuu yhtd aikaa miljoonissa
mikrokokoisissa kaivoissa. Tasta johtuen lon Torrent Semiconductor -
sekvensointi on huomattavasti perinteisid sekvensointimenetelmid nopeampi ja
sekvensointi kestdd vain muutaman tunnin (Glenn 2011; lon Torrent 2012;
Rothberg ym. 2011).

2.5 Bioinformatiikan menetelmat

Sekvensointiaineistossa raakasekvenssien méaaré oli 2 708 611. Sekvenssiaineisto
analysoitiin QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) -ohjelmalla
(Caporaso ym. 2010). Sekvensointikirjasto jaettiin naytteisiin ja huonolaatuiset,
laatukontrollin  lapdiseméattomat sekvenssit poistettiin.  Esimerkiksi  kaikKi
sekvenssit, jotka alittivat asetetun laatuarvon 25 tai olivat lyhempia kuin 200
emésparia tai pidempid kuin 1000 emésparia poistettiin. Laatukriteerit
tayttdneiden sekvenssien minimipituus oli 200 emasparia, maksimipituus 501,0
eméasparia ja pituuden keskiarvo 341,4 emésparia. Laatukriteerit tayttavien
sekvenssien mé&ard oli yhteensd 549548. Naytteiden valinen sekvenssiméara
vaihteli huomattavan paljon, 20505 ja 2219 vadlilla, joten aineisto rarefoitiin
alimman sekvenssimaaran (2219) sisaltaneen nédytteen perusteella. Tdman jalkeen
sekvenssit Klusteroitiin toiminnallisiksi taksonomisiksi yksikoiksi (OTUiksi) 97 %
samankaltaisuusastetta kdyttden usearch61-algoritmilla (Edgar 2010), ja OTUille

haettiin BLASTIa (basic local alignment search tool) (Altschul ym. 1990)

kéyttden paras mahdollinen sukutason vastaavuus. BLAST-analyysit tehtiin myds
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paajakso-, luokka-, lahko-, ja heimotasoille, mutta kaikissa tilastoanalyyseissa
kaytettiin sukutason vastaavuudelle analysoituja toiminnallisia taksonomisia
yksikoita (OTUja).

2.6 Tilastomenetelmat

Kaikki tilastoanalyysit tehtiin R -ymparistossé (R Core Team 2013) kayttden R:n
versioita 2.15.3 ja 3.3.2 ja R:n paketteja vegan 2.0-6 (Oksanen ym. 2013), PCNM
(Legendre ym. 2012), Remdr (Fox 2005), BiodiversityR (Kindt 2013), labdsv
(Roberts 2016), mvpart (Therneau ym. 2004), MVPARTwrap (Ouellette, M. H.,
& Legendre, P. 2013)

2.6.1 Selittavat muuttujat

Aineiston selittdvat muuttujat jaettiin neljadédn ryhméaan: vesikemiamuuttujiin,
habitaattimuuttujiin, valuma-aluemuuttujiin ja spatiaalimuuttujiin.

Vesikemiamuuttujina analyyseissa olivat kokonaistyppi, kokonaisfosfori,
vari, pH ja sahkonjohtavuus. Valuma-aluemuuttujina puolestaan olivat alueen
koko, Kkaltevuus, rakennetut alueet, maatalousmaat, harvapuustoiset metsat,
havupuumetsdt,  sekametsat,  pensaikot, avoimet alueet,  kosteikot,
vesimuodostumat, kalliot, karkearakeinen maa-aines, moreeni, hienojakoinen
maa-aines, savi, lieju ja turve. Habitaattimuuttujina olivat uoman leveys,
varjostus, virrannopeus, uoman syvyys, sammalpeittdvyys, hiekka, sora,
pikkukivet, mukulakivet ja lohkareet.

Perinteisesti kahden etdisyysmatrisiin  (esimerkiksi geneettinen ja
maantieteellinen etéisyys) vélisen korrelaation mittaamiseen on kaytetty Mantelin
testia (Mantel 1967). Viime aikoina tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, ettei
Mantelin testia tulisi kéyttaa spatiaalisen rakenteen tai korrelaation mittaamiseen
monimuuttujaisten tutkimusaineistojen (yhteisorakenne ja abioottiset, eli
elottomat, parametrit) vélilla (Guillot & Rousset 2013), vaan téllaisten aineistojen
kohdalla tulisi kayttdd etdisyysperusteisia Moranin ominaisvektorikarttoja
(Distance-based Moran’s Eigenvector Maps, db-MEM) (Dray ym. 2006).
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Lajien havaittu spatiaalinen levinneisyys voi kohota lukuisten sisa- ja
ulkosyntyisten prosessien, kuten lajien valisten vuorovaikutusten, kasvun,
yhteisojen dynamiikan tai fysikaalisten tekijoiden vuoksi yhtd aikaa useilla eri
spatiaalisilla tasoilla (Vaclavik ym. 2012). Tallaisten yhtd aikaa eri skaaloilla
tapahtuvien prosessien ymmartamiseksi tarvitaan matemaattinen tyokalu (Dray
ym. 2012). Tilastotieteen menetelmistd tadhén tarkoitukseen hyvin soveltuvat
Drayn ja kumppaneiden 2006 kehittdméat etéisyysperusteiset Moranin
ominaisvektorikartat (Moran Eigenvector Maps, db-MEM) ja niiden alkuperéinen
muoto, Borcardin ja Legendren (2002) kehittdmd PCNM (Principal Coordinates
of Neighbor Matrices) (Dray ym. 2006; Borcard & Legendre 2002).
Etéisyysperusteiset Moranin ominaisvektorikartat muodostetaan spektrisen
graafiteorian avulla, ja ne kuvaavat tutkimuspaikkojen vélista etdisyyttd (Dray
ym. 2006). Spatiaalimuuttujat luotiin kayttdmalla etdisyysperusteisia Moranin
ominaisvektorikarttoja (db-MEM, Dray ym. 2006) R-ohjelman PCNM-paketin
(Legendre ym. 2012) avulla.

Pienin puu (minimum spanning tree), joka yhdistaa kaikki tutkimuspisteet,
on suuntaamaton verkko, jonka kahden pisteen (tdssé@ tapauksessa
tutkimuspaikkojen) valilla on yksi polku. Suuntaamattoman verkon G = (V, E)
puu on miké tahansa puu (V, T), missa T € E. Pienin puu muodostetaan joukosta
E kayttden mahdollisimman vahén kaaria T, kuitenkin siten ettd syntyva verkko
pysyy yhtendisend ja syntyvéan puun paino on pienin mahdollinen (Gower & Ross
1969; Cormen ym. 2009) Pienimman puun laskemiseksi on esitetty useita erilaisia
algoritmeja, esimerkiksi Primin algoritmi (Jarnik, 1931) ja Kruskalin algoritmi
(Kruskal, 1956). Tutkimuspaikkojen valistad etdisyyttd kuvaava, R-ohjelman
PCNM-paketilla (Legendre ym. 2012) luotu pienin puu (minimum spanning tree)
on kuvattu liitteessa 2.

Spatiaalimuuttujat voidaan jakaa laajan mittakaavan spatiaalisia rakenteita
kuvastaviin (esimerkiksi V1 ja V2) ja pienen mittakaavan spatiaalisia rakenteita
kuvastaviin (esimerkiksi V14 ja V15) muuttujiin. Spatiaalimuuttujat muodostettiin
Moranin etdisyyteen perustuvien ominaisvektorikarttojen avulla R-ohjelman

PCNM-paketilla (Legendre ym. 2012). Vain merkitsevaa positiivista spatiaalista
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autokorrelaatiota kuvaavat PCNM-muuttujat otettiin jatkotarkasteluun mukaan
(Borcard ym. 2011). Positiivisia PCNM-muuttujia olivat muuttujat V1-V15.

2.6.2 Redundanssianalyysi ja vaihtelun ositus

Tarkastelin mikrobiyhteison rakenteeseen vaikuttavia tekijoita
redundanssianalyysin (redundancy analysis, RDA) (Rao 1964) avulla. RDA:ta
kaytetdan paljon erilaisiin yhteisoekologisiin analyyseihin. Esimerkiksi Wang ja
kumppanit kéyttivat RDA-analyysia tutkiessaan mikrobien phylogeneettisten
Klusterien ja ympériston korkeusgradientin suhdetta (Wang ym. 2012). Sun
kumppaneineen puolestaan kaytti RDA-analyysia tutkiessaan jokisuualueen
mikrobien yhteisdrakennetta (Sun ym. 2014).

RDA on paakomponenttianalyysin (PCA) muoto, joka tutkii samaan
aikaan seka ymparistomuuttujia ettd lajiaineistoja. Legendre & Gallagher (2001)
toteavat, ettd yhteisoekologiassa analyyseja suositellaan usein tehtévéksi
kanonisella korrespondenssianalyysilla (canonical correspondence analysis, CCA)
(ter Braak 1986) redundanssianalyysin sijaan, mutta molemmissa menetelmissa
on omat heikkoutensa. RDA:ssa lajit voivat ’korvautua’ toisilla lajeilla, josta voi
aiheutua virheellisid nolla-arvoja aineistoon. CCA:n heikkoutena puolestaan on
se, ettd harvinaiset lajit voivat siind saada liian suuren painoarvon (Legendre &
Gallagher 2001). Aineistolle tehtiin ylld kuvatun ongelman vélttdmiseksi
Legendre & Gallagherin (2001) kuvaama Hellingerin muunnos R-ohjelman
decostand-toiminnolla. Hellingerin muunnos muuntaa unimodaalin aineiston
RDA-analyyseille ja vaihtelun ositukselle sopivaan muotoon (Legendre &
Gallagher 2001).

Lopullisiin tilastoanalyyseihin valittiin selittdvat muuttujat muokatun
eteenpéin askeltavan (forward selection) mallin avulla, jonka ovat kehittaneet
Blanchet ym. (2008). Eteenpdin askeltavaa mallia kaytetddn usein ekologian alan
tutkimuksissa muuttujien valinnassa. Menetelmén suurimpia etuja on sen kyky
toimia my0s sellaisissa tilanteissa jolloin selittdvid muuttujia on tutkimuspaikkoja
enemman (Blanchet ym. 2008). Menetelméan heikkous on kuitenkin sen taipumus

yliarvioida selitettdvaa vaihtelua.
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Tavallisesta eteenpéin askeltavasta mallista poiketen muokatussa eteenpéin
askeltavassa mallissa (Blanchet ym. 2008) tehd&d&n muuttujien valinnassa aluksi
niin kutsuttu globaalimalli, jossa on mukana kaikkien muuttujaryhmien muuttujat
mukana. Globaalimallin ollessa merkitsevd, jatketaan muuttujien valintaan
suoraan. Muuttujien valinta aloitetaan tyhjastd mallista, johon lisatdan
selitysastetta eniten parantava muuttuja. Muuttujien valinta tehddan kahden
kriteerin, p-arvon (a = 0.05) ja korjatun selitysasteen (adjusted R2) avulla.
Muuttuja valikoituu mukaan malliin, jos sen lisaédmisen jalkeen mallin p-arvo on
pienempi kuin 0.05 ja korjattu selitysaste on pienempi kuin globaalin mallin
selitysaste. Naihin kriteereihin sopimattomat muuttujat hylatddn muokatussa
eteenpdin askeltavassa mallista ja estetadn néin selitettdvan vaihtelun yliarviointi
(Blanchet ym. 2008).

Yhteisoaineistolle tehtiin vaihtelun ositus (variation partitioning) (Borcard
ym. 1992). Vaihtelun ositusta kayttdmall4 saadaan kokonaiskuva siitd, kuinka
hyvin valittujen muuttujaryhmien avulla voi selittdd vastemuuttujia. Vaihtelun
ositus tarkastelee sitd, millainen osuus selitettdvan muuttujan vaihtelusta selittyy
eri selittavien muuttujaryhmien yksittaisilla ja yhteisilla suhteellisilla osuuksilla ja
mika selittdmattoman vaihtelun mééra on (Borcard ym. 1992).

Vaihtelun osituksella yhteison rakennetta arvioitaessa on erittéin tarke&a
suhteuttaa malliin lisattyjen muuttujien maarad havaintojen maaraan. Tama
voidaan tehda kayttamalla korjattuja selitysasteita (adjusted R?) (Ezekiel 1930),
jotka huomioivat mallissa olevien muuttujien mé&arén ja antavat ndin ollen
luotettavampia tuloksia. Eroavaisuudet korjaamattomien ja korjattujen
selitysasteiden valilla riippuvat aina malliin lisattyjen muuttujien méarasta (Peres-
Neto ym. 2006). RDA-analyysi ja vaihtelun ositus tehtiin R-ohjelman vegan-
paketilla (Oksanen ym. 2013).
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2.6.3 Monimuuttujaregressiopuut

Monimuuttujaregressiopuiden (Multivariate regression trees, MRT) (De’Ath,
2002) avulla voidaan tutkia, kuvailla ja ennustaa yhteison ja ympariston suhdetta.
MRT muodostaa klustereita tutkimuspaikoista toistamalla aineiston jakamista
Klustereihin uudelleen ja uudelleen. Jokainen ndain muodostettava klusteri perustuu
yksinkertaiseen ymparistomuuttujista valittuun sadnt6on. Muodostuvan klusterin
sisélla paikkojen véliset erot pyritadn pitdmadn mahdollisimman pienina.
Analyysin tuloksena syntyy graafinen ’puu”, joka kuvaa tutkimuspaikkojen ja
ymparistomuuttujien valista suhdetta. Jokainen aineiston onnistunut jako
Klustereihin on méaéritelty jonkin selittdvan muuttujan kynnysarvolla

MRT:n avulla voidaan analysoida myos sellaisia monimutkaisia ekologisia
aineistoja, joista esimerkiksi puuttuu joitain arvoja, tai joiden muuttujien valiset
suhteet eivét ole lineaarisia. MRT-analyysien avulla voidaan myods ennustaa
yhteisokoostumusta sellaisilla tutkimuspaikoilla, joilta on saatavissa vain
ymparistomittauksia ((De’Ath, 2002; Legendre & Legendre 2012)

Myos MRT -analyyseissa kaytettiin R-ohjelman decostand-toiminnon
avulla Hellinger-muunnettua (Legendre & Gallagherin 2001) OTU-aineistoa.
Hellinger-muunnos on kuvattu tarkemmin kappaleessa 2.6.1. MRT-analyysit
tehtiin R-ympaéristossd (R Core Team 2013) mvpart (Therneau ym. 2004) ja
MVPARTwrap (Ouellette & Legendre 2013) paketteja kayttaen.

2.6.4 OTU -aineisto

Sekvensoiduista, alimman sekvenssiméddran (2219) siséltdneen néytteen
perusteella rarefoidusta bakteeriaineistosta tilasto-analyyseissa kaytettiin L6-
tasolle eli tarkimmalle mahdolliselle tasolle (nk. sukutaso) BLAST-ohjelman
avulla 97 % samankaltaisuusasteella maédriteltyja bakteeri-OTUja. OTU-
aineistoille tehtiin Hellingerin muunnos R-ohjelman decostand-toiminnolla, jotta
ainesto saatiin muunnettua jatkoanalyyseille sopivaksi (Legendre & Gallagher
2001).
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2.6.5 Harvinaisten OTUjen poisto

Harvinaisten OTUjen merkitysta tutkittiin poistamalla aineistosta OTUja, jotka
esiintyivat vain yhdelld, kahdella, kolmella, neljélla, viidelld, 10, 15, 20, 25, 30,
35 tai 40 paikalla. OTU-aineiston muokkaus tehtiin R-ohjelmann labdsv-paketin
(Roberts 2016) dropspc-funktiolla. Erilaisia OTU-aineistoja muodostettiin nain
kaksitoista erilaista (taulukko 1).

Kaikille edelld kuvatulla tavalla muodostetuille OTU-aineistoille tehtiin
tdman jalkeen selittdvien muuttujien (vesikemia-, habitaatti-, valuma-alue ja
spatiaalimuuttujat) valinta R-ohjelmann vegan-paketin ordiR2step -toiminnolla
(Oksanen 2013). Taman jalkeen kaikille OTU-aineistoille tehtiin vaihtelun ositus

kayttdmalla  vegan-paketin  varpart-toimintoa  (Borcard ym.  1992).
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3 Tulokset

3.1 Naytteenottoajankohdan saa

Syyskuu 2014 oli hieman tavanomaista lampimampi. Kuukauden ylin havaittu
lampdtila oli 23,1 astetta ja se mitattiin Kokemaelld 8.9.2014. Osassa maata
terminen syksy alkoi myéhemmin kuin tavallisesti. Kuukauden sademaarét jaivéat
monin paikoin keskimaaréistd pienemmiksi (Maéntykangas 2014). Pienilla
sademaarilla ja keskimadraista korkeammilla lampdtiloilla voi olla hieman

vaikutusta tutkielman tulosten yleiseen edustavuuteen.

3.2 Ymparistomuuttujien tunnuslukuja

Tilasto-analyyseissa ympéristomuuttujina kaytettiin tutkimuspaikoilta yhtd aikaa
bakteerindytteiden kanssa otettuja vesikemia- ja habitaattianalyyseja sekd ArcGIS
10.3.1 -ohjelmalla rajattujen tutkimuspaikkojen valuma-alueiden tietoja (ks.
tarkemmin  kappaleet 2.2.2 ja 2.3). Tilastoanalyyseissa kaytettyjen
ympéristomuuttujien tunnuslukuja on koottu taulukkoon 1 ja tarkasteltu
seuraavissa kappaleissa. Kaikkien tutkimuspaikkojen vesikemiatulokset

puolestaan on kuvattu liitteessé 4.
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Taulukko 1. Ymparistdémuuttujien tunnuslukuja

Muuttuja Minimi  Maksimi Keskiarvo Keskihajonta
Vesikemiamuuttujat

kokonaistyppi pg/I 150 2763 897 549
kokonaisfosfori pg/I 0,07 357 74,8 60
vari (mgPt/l) 15 375 130 81
pH 5,95 8,07 7,20 0,51
sahkonjohtavuus pS/cm 13 619 91 84
Habitaattimuuttujat

uoman leveys (m) 0,7 15,5 3,8 2,5
varjostus (%) 0,00 98,0 39,5 24,2
virrannopeus (m/s) 0,04 0,5 0,2 0,1
uoman syvyys (m) 0,06 0,4 0,2 0,1
sammalpeittavyys (%) 0,00 89,5 25,7 25,9
hiekka (raekoko 0.25 mm-2 mm, %) 0,00 90,0 11,1 17,9
sora (2 mm—16 mm, %)%) 0,00 39,0 8,2 8,9
pikkukivet (16 mm—64 mm, %)%) 0,00 65,5 14,4 14,0
mukulakivet (64 mm—-256 mm, %) 0,00 64,5 25,7 16,9
lohkareet (yli 256 mm, %) 0,00 78,0 26,7 20,3
Valuma-aluemuuttujat

alueen koko (km?) 2,5 731,8 57,7 95,8
kaltevuus (%, valuma-alueen keskiarvo) 3,4 36,8 13,6 7,4
rakennetut alueet (% valuma-alueesta) 0,00 7,18 2,00 1,67
maatalousmaat (% valuma-alueesta) 0,00 60,9 16,0 15,0
harvapuustoiset metsat (% valuma-alueesta) 0,112 8,85 1,75 1,57
havupuumetsat (% valuma-alueesta) 19,1 83,6 45,9 11,8
sekametsat (% valuma-alueesta) 3,5 31,2 14,2 6,2
pensaikot (% valuma-alueesta) 5,6 29,0 14,0 4,2
avoimet alueet (% valuma-alueesta) 0,00 0,51 0,05 0,05
kosteikot (% valuma-alueesta) 0,00 28,3 4,9 5,5
vesimuodostumat (% valuma-alueesta) 0,00 13,6 1,2 2,5
kalliot (% valuma-alueen maaperésta) 0,00 78,0 12,4 15,5
karkearakeinen maa-aines (% valuma-alueen

maaperasta) 0,00 86,9 8,7 14,1
moreeni (% valuma-alueen maaperastd) 0,00 94,2 42,8 23,8
hienojakoinen maa-aines (% valuma-alueen

maaperasta) 0,00 63,3 5,9 12,5
savi (% valuma-alueen maaperasta) 0,00 81,2 11,2 21,0
lieju (% valuma-alueen maaperasta) 0,00 18,2 0,5 2,2
turve (% valuma-alueen maaperasta) 0,00 58,5 16,9 12,5
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32.1 pH

pH vaihteli tutkimuspaikoilla 5,95-8,07 vélilla. Keskiarvo-pH oli 7,20 (taulukko
1).

3.2.2 Kokonaisfosfori

Tutkimuspaikkojen  kokonaisfosfori ~ vaihteli  0.07-357 g/l valilla ja
kokonaisfosforitulosten keskiarvo oli 74,8 pg/l (taulukko 1). Korkeimmat
fosforipitoisuudet havaittiin Uskelanjoen (208 ug/l), Kyronjoen (242 pg/l) ja
Halikonjoen (357 pg/l) valuma-alueella sijaitsevilla yksittéisilla tutkimuspaikoilla.
Alhaisimmat kokonaisfosforipitoisuudet tavattiin neljalla Kiiminkijoen valuma-
alueella (0.07 pg/l, 0,6 pg/l, 3,3 pg/l ja 7,0 pg/l) ja kahdella Oulujoen (2,7 pg/l,

6,1 pg/l) valuma-alueella sijaitsevalla tutkimuspaikalla.

3.2.3 Kokonaistyppi

Tutkimuspaikkojen  kokonaistyppi  vaihteli  Kiiminkijoen valuma-alueella
sijaitsevalla tutkimuspaikalla havaitusta 150 pg/l pitoisuudesta Temmesjoen
valuma-alueella havaittuun 2763 pg/l pitoisuuteen. Kokonaistyppimaaritysten
keskiarvo oli 897 pg/l (taulukko 1).

3.2.4 Sahkonjohtavuus
Sahkonjohtavuus vaihteli tutkimuspaikoilla Siikajoen valuma-alueella havaitusta

13,2 pS/cm Temmesjoen valuma-alueella havaittuun 619 pS/cm. Havaittujen

séhkonjohtavuusarvojen keskiarvo oli 91 pS/cm (taulukko 1).
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3.25 Vari

Tutkimuspaikkojen vériarvot vaihtelivat Kiiminkijoen valuma-alueella havaitusta
15 mgPt/I Aurajoen valuma-alueella havaittuun 375 mgPt/l arvoon. Vériarvojen
keskiarvo oli 130 mgPt/l (taulukko 1).

3.2.6 Valuma-aluemuuttujat

Tutkimuspaikkojen yldpuolisten valuma-alueiden koko vaihteli Halikonjoen
tutkimuspaikan 2,5 km? ja Kyronjoen tutkimuspaikan 732 km? valilla.
Tutkimuspaikkojen ylapuolisten valuma-alueiden keskiarvo oli 57,7 km?.
Esimerkiksi havupuumetsien prosenttiosuus tutkimuspaikkojen ylapuolisilla
valuma-alueilla vaihteli 19,1 % ja 83,6 % valilla ja sekametsien 3,5 % ja 31,2 %
valilla. Yksityiskohtaisemmin valuma-aluemuuttujien tunnuslukuja on Kkuvattu

taulukossa 1.

3.2.7 Habitaattimuuttujat

Uoman leveys vaihteli tutkimuspaikkojen valilla 0,7 metrin ja 15,5 metrin valilla.
Sammalpeittdvyys puolestaan oli suurimmillaan 89,5 % ja pienimmillaan
sammalia ei havaittu uoman pohjalla ollenkaan. Varjostus vaihteli
tutkimuspaikkojen vélilla paljon, suurimmillaan se oli 98,0 % ja pienimmillaan
varjostusta ei havaittu lainkaan. Yksityiskohtaissmmin habitaattimuuttujien

tunnuslukuja on kuvattu taulukossa 1.
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3.3 Harvinaisten lajien poiston merkitys

3.3.1 Erilaisten OTU-taulukkojen muodostaminen sukujen esiintyvyyden

perusteella

Harvinaisten lajien poiston merkityksen selvittdmiseksi R-ohjelman labdsv-
paketin (Roberts 2016) dropspc-funktiolla muodostettiin erilaiset OTU-taulukot.
Muodostetut taulukot, niille tehty késittely ja OTUjen mé&ard on kuvattu
taulukossa 2. Yhteensa erilaisia OTU —taulukoita muodostettiin 13 kappaletta:
Taulukko, jossa kaikki OTUt olivat mukana, seké taulukot, joista oli poistettu
OTUL, jotka esiintyivat vain 1- 5 paikalla, 10 paikalla, 15 paikalla, 20 paikalla, 25
paikalla, 30 paikalla, 35 paikalla ja 40 paikalla. OTUjen mé&ard analyyseissa
pieneni alkutilanteen 753 OTUsta harvinaisten sukujen poistojen myota tasaisesti
ollen 116 OTUa dropspc- funktiolla muodostetusta taulukossa, josta oli poistettu
kaikki sellaiset OTUt, jotka esiintyivat vain < 40 paikalla, eli noin puolella
tutkimuspaikoista (taulukko 2).

Taulukko 2. Analyyseissa kaytetyt OTU-taulukot. Hellinger-muunnos tehtiin kullekin osa-

aineistolle erikseen.

OTU- taulukon nimi  Kasittely OTUjen maara
analyysissa

species.hel - 753

species.hel.dropl Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain yhdellad paikalla 585

species.hel.drop2 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < kahdella paikalla 498

species.hel.drop3 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < kolmella paikalla 433

species.hel.drop4 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < neljalld paikalla 393
species.hel.drop5 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < viidella paikalla 371
species.hel.drop1l0  Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < 10 paikalla 282
species.hel.drop15 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain <15 paikalla 229
species.hel.drop20 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < 20 paikalla 196
species.hel.drop25 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < 25 paikalla 164
species.hel.drop30  Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < 30 paikalla 143
species.hel.drop35 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < 35 paikalla 131
species.hel.drop40 Poistettu OTUt, jotka esiintyvat vain < 40 paikalla 116
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3.3.2 Selittavien muuttujien valinta

Kaikille OTU-aineistoille tehtiin timan jélkeen selittdvien muuttujien (vesikemia,
habitaatti-, valuma-alue- ja spatiaalimuuttujat) valinta R:n vegan paketin
ordiR2step -toiminnolla (Oksanen 2013).

3.3.3 Millaisia vaikutuksia harvinaisten lajien poistolla havaitaan?

Tuloksista havaitaan, ettd PCNM-spatiaalimuuttujista malliin valikoituvat aina
V2, V8, V4 ja V1 huolimatta siitd ovatko mukana kaikki bakteerisuvut vai ovatko
kaikki ne, jotka esiintyvét vain 40 paikalla poistettu.

Myo6s valuma-aluemuuttujat pysyvat lahes samoina. Ldahes Kkaikilla
bakteerisukujen poistokasittelyilla malliin valikoituvat valuma-aluemuuttujista
sekametsat, karkearakeinen maa-aines, lieju, kosteikot, kaltevuus ja hienojakoinen
maa-aines. Hienojakoinen maa-aines valikoituu malliin viela poistettaessa ne
suvut, jotka esiintyvit vain < 35 paikalla, mutta ei endd poistettaecssa ne suvut,
jotka esiintyvat vain < 40 paikalla.

Valikoituvat vesikemiamuuttujat vaihtelivat erilaisten harvinaisten sukujen
poistokasittelyjen vélilla jonkin verran. pH oli ainoa malliin aina sukujen poiston
madrasta riippumatta valikoitunut vesikemiamuuttuja. Kun harvinaisia sukuja ei
ollut poistettu, valikoituivat malliin vesikemiamuuttujista pH, sdéhkdnjohtavuus ja
kokonaistyppi. Kun kaikki ne suvut, jotka esiintyvat vain yhdella paikalla
poistettiin, valikoitui mukaan asken mainittujen lisdksi myos kokonaisfosfori,
mutta poistettaessa ne suvut jotka esiintyivat vain kahdella tai kolmella paikalla
valikoitui malliin jalleen vain pH, s&hkodnjohtavuus ja kokonaistyppi. Kun
aineistosta poistettiin ne suvut, jotka esiintyvét vain 25-35 paikalla valikoitui

malliin mukaan pH:n ja sahkénjohtavuuden lisaksi véri (taulukko 3).
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Taulukko 3a. Merkitsevien (p < 0.05) muuttujien valintojen tulokset OTU —taulukoille, joissa

kaikki lajit ovat mukana (taulukko nimeltaén species.hel) ja taulukoille joista on poistettu sellaiset

lajit, jotka esiintyvat vain 1-5 paikalla, < 10 paikalla, < 15 paikalla ja < 20 paikalla. Ne OTU-

taulukot, joiden osalta merkitsevien muuttujien valintojen tulokset ovat keskendén taysin

samanlaiset, on taulukon luettavuuden parantamiseksi yhdistetty samalle taulukon riville.

OTU- taulukon Spatiaali- Valuma- Vesikemia- Habitaatti-
nimi muuttujat aluemuuttujat muuttujat muuttujat
(PCNM.pos)
species.hel V2,V8,V4, sekametsat, pH, mukulakivet,
species.hel.drop2 Vi karkearakeinen sahkdnjohtavuus, pikkukivet
species.hel.drop3 maa-aines, lieju, kokonaistyppi
species.hel.drop5 kosteikot, kaltevuus,
hienojakoinen maa-
aines
species.hel.dropl V2,VS8,V4, sekametsat, pH, mukulakivet,
Vi karkearakeinen sahkonjohtavuus, pikkukivet
maa-aines, lieju, kokonaistyppi,
kosteikot, kaltevuus, kokonaisfosfori
hienojakoinen maa-
aines
species.hel.drop4 V2,V8,V4, sekametsat, pH mukulakivet,
Vi karkearakeinen pikkukivet
maa-aines
species.hel.dropl0 V2,V8,V4, sekametsat, pH mukulakivet,
species.hel.dropl5 V1 karkearakeinen pikkukivet
maa-aines, lieju,
kosteikot, kaltevuus,
hienojakoinen maa-
aines
species.hel.drop20 V2,V8,V4, sekametsat, pH, mukulakivet
V1 karkearakeinen sdahkdnjohtavuus,

maa-aines, lieju,
kosteikot, kaltevuus,
hienojakoinen maa-

aines

kokonaistyppi,

kokonaisfosfori
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Taulukko 3b. Merkitsevien (p < 0.05) muuttujien valintojen tulokset OTU —taulukoille, joista on

poistettu sellaiset lajit, jotka esiintyvat vain < 25 paikalla, < 30 paikalla, < 35 paikalla ja < 40

paikalla. Ne OTU-taulukot, joiden osalta merkitsevien muuttujien valintojen tulokset ovat

keskenaén taysin samanlaiset, on taulukon luettavuuden parantamiseksi yhdistetty samalle

taulukon riville.

OTU- taulukon nimi

Spatiaali-
muuttujat

(PCNM.pos)

Valuma-

aluemuuttujat

Vesikemia-

muuttujat

Habitaatti-

muuttujat

species.hel.drop25
species.hel.drop30

V2,V8,Vv4,V1

sekametsat,
karkearakeinen
maa-aines, lieju,
kosteikot,
kaltevuus,
hienojakoinen

maa-aines

pH, vari,

sdhkénjohtavuus

mukulakivet

species.hel.drop35

V2,V8,V4,V1

sekametsat,
karkearakeinen
maa-aines, lieju,
kosteikot,
kaltevuus,
hienojakoinen

maa-aines

pH, vari,

sdhkénjohtavuus

mukulakivet

species.hel.drop40

V2,V8,V4,V1

sekametsat,
karkearakeinen
maa-aines, lieju,
kosteikot,

kaltevuus

pH, vari

mukulakivet
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3.3.4 Redundanssianalyysi ja vaihtelun ositus

Kaikille OTU-aineistoille tehtiin redundanssianalyysi ((Rao 1964) ja vaihtelun
ositus (Borcard ym. 1992). Korjatut kokonaisselitysasteet paranivat harvinaisten
OTUjen poiston myota hieman. Kun aineistossa olivat mukana kaikki OTULt, oli
RDA-analyysin kokonaiselitysaste 14,6 % ja kun aineistosta poistettiin ne suvut,
jotka esiintyivat vain yhdelld paikalla, oli kokonaisselitysaste 15,0 %.
Harvinaisten OTUjen poistaminen paransi tasaisesti hieman kokonaisselitysastetta
ja korkeimmillaan kokonaisselitysaste oli 17,1 % kun aineistosta poistettiin kaikKki
ne suvut, jotka esiintyivét vain < 35 paikalla. Alle 40 paikalla esiintyvien OTUjen
poistaminen puolestaan laski hieman kokonaisselitysastetta, joka oli tuolloin
16,2 % (taulukko 3a). Tuloksissa korostuu selittdmé&ttoman vaihtelun suuri osuus,
joka vaihteli 87-83 prosentin valilla (kuvat 9a ja 9b; taulukko 3a ja 3b). Kaikkien
OTUjen mukana ollessa vesikemiamuuttujat selittivat 6 % vaihtelusta,
habitattimuuttujat 3 % vaihtelusta, valuma-aluemuuttujat 8 % vaihtelusta ja
spatiaalimuuttujat 10 % vaihtelusta (kuva 9a; taulukot 3a ja 3 bh).
Redundanssianalyysin ja vaihtelun osituksen tulokset eri harvinaisten OTUjen
poiston tasoilla on kuvattu tarkemmin taulukoissa 3a ja 3b. Kun aineistosta
poistettiin  kaikki ne OTUt, jotka esiintyivdt vain < 35 paikalla,
vesikemiamuuttujat selittivat 7 % vaihtelusta, habitaattimuuttujat 4 % vaihtelusta,
valuma-aluemuuttujat 10 % vaihtelusta ja spatiaalimuuttujat 11 % vaihtelusta. Eri
muuttujaryhmien puhtaat selitysosuudet olivat todella pienia (0-4%). (kuva 9b;
taulukot 3a ja 3 b).
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Heldrop 1 Heldrop 2

Heldrop 5 Heldrop 10

Kuva 9a. OTU-aineistoille tehtyjen vaihtelun ositusten tulokset. Kuvassa lyhenteet spa = PCNM-
spatiaalimuuttujat, va= valuma-aluemuuttujat, kem = vesikemia-muuttujat, hab = habitaatti-
muuttujat. Kuvien tulkinnan mallikuva on liitteessa 3.
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Heldrop 15 Heldrop 20

Heldrop 25 Heldrop 30

Heldrop 35 Heldrop 40

Kuva 9h. OTU-aineistoille tehtyjen vaihtelun ositusten tulokset. Kuvassa lyhenteet
spa = PCNM- spatiaalimuuttujat, va= valuma-aluemuuttujat, kem = vesikemia-muuttujat, hab =

habitaatti-muuttujat. Kuvien tulkinnan mallikuva on liitteesséa 3.
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Taulukko 3a. Redundanssianalyysin ja vaihtelun osituksen tulokset eri harvinaisten OTUjen poiston tasoilla. Arvot perustuvat korjattuihin R? arvoihin (adj. R?)

_ species. species. species. species. species. species. species. species. species. species. species. species.
species. hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop
heladj. pz e-drop  hel.drop heldrop hel.drop o=\ 15" i 15 adj. 20 adj. 25 adj. 30 adj. 35 adj. 40 adj.

ladj.R*> 2adj.R*> 3adj.R*> 4adj.R? R? R? R? R? R? R? R? R?
[aeghklno] = X1, Vesikemia-muuttujat = kem 0,062 0,069 0,063 0,064 0,046 0,064 0,047 0,048 0,076 0,068 0,069 0,071 0,064
[befikimo] = X2, habitaatti-muuttujat = fys 0,043 0,043 0,043 0,044 0,044 0,044 0,045 0,046 0,040 0,041 0,042 0,042 0,043
[cfgjlmno] = X3, valuma-aluemuuttujat = va 0,091 0,092 0,093 0,093 0,050 0,094 0,095 0,099 0,102 0,103 0,104 0,105 0,098
[dhijkmno] = X4, spatiaalimuuttujat = spa 0,108 0,108 0,109 0,110 0,111 0,111 0,113 0,117 0,122 0,124 0,127 0,129 0,131
[abefghikimno] = kem+fys 0,083 0,089 0,084 0,085 0,072 0,085 0,073 0,075 0,096 0,088 0,090 0,092 0,084
[acefghjklmno] = kem+va 0,116 0,120 0,118 0,119 0,083 0,119 0,117 0,120 0,134 0,131 0,134 0,136 0,124
[adeghijkimno] = kem+spa 0,123 0,128 0,125 0,126 0,120 0,126 0,122 0,126 0,144 0,146 0,149 0,152 0,148
[bcefgijkimno] = fys+va 0,104 0,104 0,105 0,106 0,064 0,106 0,108 0,112 0,115 0,116 0,117 0,119 0,113
[bdefhijkimno] = fys+spa 0,117 0,118 0,119 0,120 0,120 0,120 0,122 0,126 0,130 0,132 0,135 0,137 0,139
[cdfghijkimno] = va+spa 0,133 0,133 0,135 0,136 0,118 0,136 0,138 0,144 0,149 0,151 0,153 0,155 0,149
[abcefghijklmno] = kem+fys+va 0,121 0,124 0,123 0,124 0,092 0,124 0,121 0,125 0,138 0,134 0,137 0,139 0,128
[abdefghijklmno] = kem+fys+spa 0,130 0,135 0,131 0,133 0,127 0,133 0,130 0,134 0,149 0,151 0,154 0,157 0,153
[acdefghijkimno] = kem+va+spa 0,143 0,147 0,145 0,146 0,128 0,147 0,146 0,151 0,165 0,164 0,167 0,169 0,160
[bcdefghijkimno] = fys+va+spa 0,137 0,138 0,139 0,140 0,124 0,141 0,143 0,148 0,153 0,155 0,158 0,160 0,155
[abcdefghijkimno] = Kokonaisselitysaste 0,147 0,150 0,149 0,150 0,133 0,150 0,149 0,155 0,167 0,166 0,169 0,171 0,162
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Taulukko 3b. Redundanssianalyysin ja vaihtelun osituksen tulokset eri harvinaisten OTUjen poiston tasoilla. Arvot perustuvat korjattuihin Rz arvoihin (adj. R?)

species. species.h species. species. species. species. species. species. species. species. species. species. species.
hel el.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop hel.drop
adj. R? ladj.R? 2adj.R? 3adj.R®> 4adj.R? 5 adj.R?> 10adj.R? 15adj.R*> 20adj.R? 25adj.R*> 30adj.R* 35adj.R* 40 adj. R?

[a] = kem | fys+va+spa 0,009 0,012 0,010 0,010 0,008 0,010 0,006 0,006 0,014 0,011 0,011 0,012 0,007
[b] = fys | kem+va+spa 0,004 0,003 0,004 0,004 0,005 0,004 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
[c] = va | kem+fys+spa 0,017 0,015 0,017 0,017 0,005 0,017 0,020 0,021 0,019 0,015 0,015 0,015 0,009
[d] = spa | kem+fys+va 0,026 0,026 0,026 0,026 0,041 0,026 0,029 0,030 0,030 0,032 0,032 0,032 0,035
[e] 0,001 0,002 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,003 0,003 0,003 0,004
[f] 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0,004 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
[g] 0,003 0,005 0,003 0,003 -0,001 0,003 0,001 0,001 0,005 0,008 0,008 0,008 0,007
[h] 0,008 0,008 0,008 0,008 0,019 0,008 0,006 0,006 0,009 0,007 0,008 0,008 0,007
[i] 0,001 0,001 0,001 0,001 0,004 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
il 0,021 0,020 0,021 0,021 0,015 0,022 0,028 0,029 0,023 0,031 0,031 0,032 0,035
[k] 0,007 0,007 0,007 0,007 0,004 0,007 0,008 0,008 0,007 0,007 0,008 0,008 0,007
[ 0,002 0,001 0,002 0,002 0,000 0,002 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000 -0,002
[m] 0,013 0,013 0,013 0,013 0,014 0,014 0,018 0,019 0,014 0,015 0,015 0,016 0,013
[n] 0,020 0,021 0,020 0,020 0,001 0,020 0,015 0,015 0,028 0,021 0,021 0,022 0,019
[o] 0,013 0,013 0,013 0,013 0,012 0,013 0,009 0,009 0,010 0,009 0,010 0,010 0,014
[p] = Selittdmaton vaihtelu 0,853 0,850 0,851 0,850 0,867 0,850 0,851 0,845 0,833 0,834 0,831 0,829 0,838
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3.4 Monimuuttujaregressiopuuanalyysit

MRT-analyysin tuloksena syntyy graafinen ’puu”, joka kuvaa tutkimuspaikkojen
ja ympéristomuuttujien valista suhdetta. Jokainen aineiston onnistunut jako
Klustereihin on madritelty jonkin selittdvdn muuttujan kynnysarvolla, téssé
tapauksessa pH -arvolla 6,955 (kuva 10).

MRT-tuloksista havaitaan hyvin  samansuuntaiset tulokset Kkuin
redundanssianalyysistd ja vaihtelun osituksestakin; yhteis6-ympéristosuhteet
virtavesien mikrobeilla ovat heikkoja. MRT-analyyseissa kandidaatti-
ympéristomuuttujia oli mukana yli 30. Toisin kuin RDA:ssa, analyyseja ei
toistettu eri harvinaisten lajien poistojen tasoilla, vaan tarkasteltiin ainoastaan
kaikki OTUt sisaltavéa aineistoa sekd aineistoa, jossa olivat mukana vain ne
OTULt, jotka esiintyvdat > 40 tutkimuspaikalla. Selitysasteet jaivat alhaisiksi.
Kaikki OTULt sisaltdvan aineiston MRT-analyysin selitysaste oli 6,3 %. Selitysaste
parani harvinaisten lajien poiston my6ta hieman ollen > 40 paikalla esiintyvien
OTUjen MRT -analyysissa 7,6 % (kuva 10).

pH < 6.955 | pH > 6.955 pH < 6.955 pH > 6.955

n=27 Selitysaste 0,063  n=57 n=27  Selitysaste: 0,076 n=57

Kuva 10. MRT -analyysien tuloksena syntyneet "puut”. Vasemmanpuoleisessa "puussa’ kaikki
OTUt mukana ja oikeanpuoleisessa vain ne, jotka esiintyvat >40 paikalla.
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3.5 BLAST-tulokset

BLAST -analyysit (Altschul ym. 1990) tehtiin QIIME-ymparistossad (Caporaso
ym. 2010) péajakso-, luokka-, lahko-, heimo-, ja sukutasoille. Yleisimmét havaitut
padjaksot ovat Proteobacteria (64,9%), Bacteroidetes (21,3%) ja Cyanobacteria
(5,2%) (kuva 11). Yleisimmat havaitut luokat puolestaan  ovat
Alphaproteobacteria (28,9%), Betaproteobacteria (27,7%),
Gammaproteobacteria (7,5%), Cytophagia (7,3%), Saprospirae (6,5%) ja
Flavobacteriia (5,1%) (liite 6). Lahkoista yleisimméat ovat Burkholderiales
(24,0%), Rhizobiales (11,4%), Sphingomonadales (9.3%), Cytophagales (7.3%),
Saprospirales (6,5%), Xanthomonadales (6,5%) ja Flavobacteriales (5,1%) (liite
7).  Yleisimméat havaitut heimot ovat Comamonadaceae (21,6%),
Sphingomonadaceae (7,9%), Cytophagaceae (7,2%), Chitinophagaceae (5,8%),
Flavobacteriaceae (4,8%), lahkotasolla Rhizobiales:iksi mé&érittyneet, mutta
heimotasolla ilman tarkennusta ja&neet (4,7%) ja Hyphomicrobiaceae (4,5%)
(liite  8). Yleisimmat havaitut suvut puolestaan ovat heimotasolla
Comamonadaceae:ksi blast-analyysin perusteella maarittyneet, mutta sukutasolla
ilman tarkempaa méaéaretta jaéneet (18,7%), Flectobacillus (4,6%), heimotasolla
Sphingomonadaceae:ksi BLAST-analyysin  perusteella sijoittuneet, mutta
sukutasolla ilman tarkempaa madrettd jaaneet (6,1%), heimotasolla
Chitinophagaceae:ksi méaarittyneet, mutta sukutasolla ilman tarkempaa méaéaretta
jaaneet  (5,2%), Flavobacterium (4,8%), lahkotasolla Rhizobiales:iksi
maadrittyneet, mutta heimo- ja sukutasolla ilman tarkennusta jaaneet (4,7%) (liite
9). Kuvassa 11 ja liitteissa 6-9 on tutkimuspaikkojen nimien sijaan kaytetty
paikan yksilollisen a-alukkeen nimed. Alukkeet ja tutkimuspaikat toisiinsa

yhdistévé taulukko on liitteessa 5.
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Kuva 11. Paajaksotasolle BLAST-analysoidut bakteerit. Yleisimmat pa&djaksot ovat Proteobakteria 64,9% (kuvassa vihredlld), Bacteroidetes 21,3% (kuvassa
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ruskealla) ja Cyanobacteria 5,2% (kuvassa oranssinruskealla varilla). Alukkeet ja tutkimuspaikat toisiinsa yhdistava taulukko on liitteessé 5.
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Taulukko 4a. Yhteenveto eri taksonomisilla tasoilla havaituista yleisimmisté bakteereista.

BLAST-
analyysin
taksonominen

Padjakso

Luokka

Lahko

Heimo

Suku

Yleisyys
(% kyseisella
taksonomisella

taso tasolla
havaituista)

Padjakso Proteobakteria - - - - 64,9
Padjakso Bacteroidetes - - - - 21,3
Padjakso Cyanobacteria - - - - 5,2
Luokka Proteobakteria Alphaproteobacteria - - - 28,9
Luokka Proteobakteria Betaproteobacteria - - - 21,7
Luokka Proteobakteria Gammaproteobacteria - - - 7,5
Luokka Bacteroidetes Cytophagia - - - 7,3
Luokka Bacteroidetes Saprospirae - - - 6,5
Luokka Bacteroidetes Flavobacteriia - - - 51
Lahko Proteobakteria Betaproteobacteria Burkholderiales - - 24,0
Lahko Proteobakteria Alphaproteobacteria Rhizobiales - - 11,4
Lahko Proteobakteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales - - 9,3
Lahko Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales - - 7,3
Lahko Bacteroidetes Saprospirae Saprospirales - - 6,5
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Taulukko 4b. Yhteenveto eri taksonomisilla tasoilla havaituista yleisimmisté bakteereista (jatkuu)

BLAST- Paajakso Luokka Lahko Heimo Suku Yleisyys

analyysin (% kyseisella

taksonominen taksonomisella

taso tasolla
havaituista
havaituista)

Lahko Proteobakteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales - - 6,5

Lahko Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales - - 5,1

Heimo Proteobakteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae - 21,6

Heimo Proteobakteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae - 7,9

Heimo Bacteroidetes Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae - 7,2

Heimo Bacteroidetes Saprospirae Saprospirales Chitinophagaceae - 58

Heimo Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae - 4,8

Heimo Proteobakteria Alphaproteobacteria Rhizobiales ei tarkennusta - 47

Heimo Proteobakteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae - 4,5

Suku Proteobakteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae ei tarkennusta 18,7

Suku Proteobakteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae ei tarkennusta 6,1

Suku Bacteroidetes Saprospirae Saprospirales Chitinophagaceae ei tarkennusta 5,2

Suku Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 4,8

Suku Proteobakteria Alphaprotecbacteria Rhizobiales ei tarkennusta ei tarkennusta 4,7
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4  Tulosten tarkastelu

4.1 Tutkimuspaikkojen ekologinen tila

Taman tutkielman tutkimuspaikat (N=84) sijaitsivat 21 l&nsisuomalaisella
kolmannen jakovaiheen jokivaluma-alueella. Tutkimuspaikat pyrittiin valitsemaan
niin, ettd ne edustaisivat kattavasti maatalouden ja metsatalouden vaikutuspiirid.
Mukaan valittiin  kuitenkin  my6s muutamia hyvéssd tai erinomaisessa
ekologisessa tilassa olevia jokia (esim. Kiiminkijoki, Isojoki). L&nsisuomen
rannikolla erityisesti monet maatalousvaikutteiset joet ovat vélttavassa tai
huonossa ekologisessa tilassa (Pintavesien ekologinen ja kemiallinen tila 2016;
kuva 4).

Pintavesien ekologisen tilan luokittelussa kdytetddn Suomessa pH:n osalta
vuosittaista minimiarvoa. Jokivesien ekologisen luokittelun vertailuolojen
laskennallinen minimiarvo vaihtelee jokityypista riippuen pH-arvojen 5,6-5,8
valilla (Aroviita ym. 2012). pH vaihteli tutkimuspaikoilla 5,95-8,07 valilla.
Keskiarvo-pH oli 7,20 (taulukko 1).

Jokityypista riippuen erinomaisen ja hyvén ekologisen tilan raja-arvona
kaytetdan Suomessa kokonaisfosforin osalta pitoisuuksia 15-40 pg/l, hyvan ja
tyydyttavén tilan raja-arvona pitoisuuksia 40-60 ug/l, tyydyttavan ja vélttavan
tilan raja-arvona pitoisuuksia 60—-100 pg/l ja valttavan ja huonon ekologisen tilan
raja-arvona pitoisuuksia 90-130 pg/l (Aroviita ym. 2012). Kokonaisfosforin
perusteella huonoon ekologiseen tilaan luokittuu tassa tutkimuksessa esimerkiksi
kaksi Paimionjoen (133 ug/l ja 146 pg/l), yksi Aurajoen (136 ug/l), yksi
Kokemdenjoen (147 pg/l), kaksi Teuvanjoen (150 pg/l ja 197 pgll), yksi
Kruunupyynjoen (167 pg/l), yksi Temmesjoen (167 ug/l) ja yksi Oulujoen (183
pg/l) valuma-alueiden tutkimuspaikoista.

Jokityypista riippuen erinomaisen ja hyvén ekologisen tilan raja-arvona
kaytetddn Suomessa kokonaistypen osalta pitoisuuksia 335450 pg litrassa, hyvan
ja tyydyttavan tilan raja-arvona pitoisuuksia 800-900 pg litrassa, tyydyttavan ja

valttavan tilan raja-arvona pitoisuuksia 1400-1500 pg litrassa ja valttavan ja
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huonon ekologisen tilan raja-arvona pitoisuuksia 2400-2500 pg litrassa (Aroviita
ym. 2012). Kokonaistypen perusteella huonoon ekologiseen tilaan luokittuu vain
yksi Temmesjoen valuma-alueen tutkimuspaikka (2763 pug/l). Erinomaiseen
ekologiseen tilaan sen sijaan luokittuu nelja Kiiminkijoen valuma-alueen
tutkimuspaikkaa ((havaitut kokonaistyppipitoisuudet 150 pg/l, 163 pg/l, 219 pgll,
313ug/l)  nelja  Oulujoen  valuma-alueen  tutkimuspaikkaa  (havaitut
kokonaistyppipitoisuudet 200 ug/l, 213 pg/l, 275 pg/l, 313 pg/l), kaksi Isojoen
(275 pg/l ja 313 pg/l) ja yksi Karvianjoen valuma-alueen tutkimuspaikka (294
pa/l).

Sahkonjohtavuus ei  kuulu pintavesien ekologisen tilan fysikaalis-
kemiallisiin  laatutekijoihin. Korkeaa sahkdjohtokykya voidaan kuitenkin
asiantuntija-arvioinnissa  kayttaa lisaperusteluna  ekologisen tilaluokan
maaraytymiselle luokittelumuuttujien ja vesiin kohdistuvien ihmistoiminnan
paineiden kokonaistilannetta arvioitaessa (Aroviita ym. 2012). S&dhkonjohtokyky
kertoo veteen liuenneiden suolojen (esimerkiksi natrium, kalium, kalsium,
magnesium, kloridi ja sulfaatti) maarasta ja sitd nostavat muun muassa jatevedet
ja lannoitteet. Virtavesien séhkonjohtavuus on yleensd 100-200 pS/cm. (Suomen
ympéristokeskus 2017). S&hkonjohtavuus vaihteli tutkimuspaikoilla Siikajoen
valuma-alueella havaitusta 13,2 puS/cm Temmesjoen valuma-alueella havaittuun
619 uS/cm. Havaittujen sdhkonjohtavuusarvojen keskiarvo oli 91 uS/cm
(taulukko 1).

Veden vdriin vaikuttaa valuma-alueen maaperd ja humuksen madré.
Suomessa humuksesta perdisin oleva rusehtava vari on hyvin tyypillinen
vesistissd. Humusaineet ovat orgaanisia yhdisteitd, joiden huuhtoutumista
vesistoihin maanpinnan kasittelyt ja ojitukset lisadvat. Variarvojen vuosi- ja
vuodenaikaisvaihtelut voivat sadannasta johtuvien valumaolojen muutosten
vuoksi olla merkittavid. Lievasti humuspitoisten vesien variarvo on 20-40
mgPt/l, humuspitoisen 40-100 mgPt/l ja erittdin humuspitoisen yli 100 mgPt/I.
Luonnontilaisissa humusvesissa vériarvo saattaa olla kuitenkin jopa yli 200
mgPt/l.  (Mitikka 2013; Suomen ympéristokeskus 2017). Tutkimuspaikkojen

variarvot vaihtelivat Kiiminkijoen valuma-alueella havaitusta 15 mgPt/l Aurajoen
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valuma-alueella havaittuun 375 mgPt/l arvoon. Variarvojen keskiarvo oli 130
mgPt/I (taulukko 1).

4.2 Mikrobiyhteisdjen rakenteeseen vaikuttavat tekijat

Redundanssianalyysin ~ ja  vaihtelun  osituksen  perusteella  parhaiten
mikrobiyhteisdjen rakennetta selittivat spatiaalimuuttujat (10 % vaihtelusta), ja
valuma-aluemuuttujat (8 % vaihtelusta). Vesikemiamuuttujat selittivat 6 %
vaihtelusta ja habitattimuuttujat vain 3 %. Eri muuttujaryhmien puhtaat
selitysosuudet olivat todella pienid (0-4%). (kuva 9a; taulukot 3a ja 3 b). RDA-
analyysin, vaihtelun osituksen ja monimuuttujaregressiopuiden avulla saatujen
tulosten perusteella voidaan todeta virtaavien vesien mikrobiyhteisdjen yhteiso-
ympdristosuhteiden olevan heikkoja. Ympériston tilan seurannassa tulisikin
jatkossa tulosten perusteella kayttad mikrobien osalta muita vastemuuttujia kuin
OTU-perusteista  yhteisorakennetta.  Tuloksissa korostuu selittdméattoman
vaihtelun suuri osuus, joka RDA:ssa vaihteli 87-83 prosentin vélilla. Myds MRT-
analyysit osoittivat yhteis6-ymparistosuhteiden olevan heikkoja.

Selittdmattoman vaihtelun suuri osuus on hyvin tyypillista taméan
kaltaisille ekologian alan tutkimuksille (Cottenie 2005). Tama voi johtua ainakin
osittain tilastoanalyyseissa kéaytettyjen selittdvien muuttujien maaran huomioivien
korjattujen R2-arvojen kaytosta. Samaa tilastollista lahestymistapaa kayttavisséa
tutkimuksissa on havaittu piilevilla, pohjaelaimillg, vesikasveilla ja paallyslevilla
samansuuntaisia tuloksia (ks. esim. Manninen 2014; Heino ym. 2012). Myds
yhteisorakenteen sattumanvarainen eli stokastinen vaihtelu tai térkeiden
ymparistotekijoiden puuttuminen mallista voivat osaltaan selittdd havaittuja
tuloksia (Pandit ym. 2009).

Tutkimme aiemmin samalla lansisuomalaisen virtavesimikrobien
aineistolla taksonomista monimuotoisuutta, jossa OTUt olivat BLAST-analyysien
sijaan analysoitu OTU-runsauksina. Havaitsimme, ettd mikrobiyhteisojen
alueelliseen vaihteluun vaikuttaa yhdesséd paikalliset ja valuma-alueen
ymparistotekijat seka ilmastotekijat ja mahdollisesti levittdytymisrajoittuneisuus.

Valuma-alueominaisuuksia,  erityisesti ~ maatalouden = m&ardd, voidaan
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tutkimuksemme perusteella kayttdd epdasuorana mittarina muutokselle vesistdjen
mikrobiyhteisdissa. (Jyrkénkallio-Mikkola ym. 2017). Heino ja kumppanit (2017)
puolestaan havaitsivat RDA-analyysitarkastelussa alueellisten ja paikallisten
ymparistdbmuuttujien olevan merkitsevié yhteisérakenteeseen vaikuttavia tekijoita
niin  virtavesissad tavatuilla piilevilld, hyonteisilla ja sammalilla kuin
jarviympéristossa havaituilla vesikasveilla, kasviplanktonilla ja kaloilla. RDA:n
selitysasteet jaivat kuitenkin myos tdssa tutkimuksessa alhaisiksi vaihdellen eri
elioryhmien valilla 10-20 prosenttiin. (Heino ym. 2017)

Virtavesien bakteeriyhteisdjen rakenteeseen paikallisesti ja alueellisesti
vaikuttavien tekijoiden on aiemmissa tutkimuksissa havaittu olevan vaikeasti
selitettdvida (Staley ym. 2014). Fysikaalis-kemialliset ja ravinnepitoisuuden
muutokset voivat vaikuttaa paikallisesti suoraan vain pieneen maaraan
bakteerilahkoja, mutta vaikutukset voivat kuitenkin mahdollisesti ylettyd koko
yhteisoon bakteerien vélisten vuorovaikutusmekanismien kautta (Staley ym.
2014). Wang kumppaneineen (2012) havaitsi RDA-analyysin avulla korkeuden
olevan parhaiten mikrobien yhteisdrakennetta selittava tekija (P < 0.01)
kiinalaisissa 1820-4050 metrin korkeudessa sijaitsevissa virtavesissd. He
havaitsivat myds kokonaistypen ja leveyspiirin olevan tilastollisesti merkitsevia (p
= 0.056 ja p = 0.058) mikrobien yhteisérakenteeseen vaikuttavia tekijoita, mutta
mitkddn muut muuttujat eivat nousseet tilastollisesti merkitseviksi silloin, kun
korkeus oli sisallytetty mukaan analyyseihin (Wang ym. 2012).

Virtavesien biofilmeistd, jarvien kivikkorannoilta ja virtavesien
lehtikarikkeesta eristettyjen bakteerien ja vesikemiamuuttujien vélilla on todettu
aiemmissa tutkimuksissa olevan selkea yhteys (esim. Fierer ym. 2007; Heino ym.
2014; Vilmi ym. 2016). Virtavesien pH-arvoon vaikuttavat lukuisat
ymparistotekijat, kuten ympéaroivan valuma-alueen geologia ja hydrologia. pH voi
vaikuttaa sekd suorasti ettd epasuorasti biofilmiyhteisoihin (Fierer ym. 2007,
Wilhelm ym. 2013). pH:n onkin havaittu useissa eri tutkimuksissa korreloivan
biofilmibakteereiden yhteisorakenteeseen (esim. Anderson-Glenna ym. 2008;
Wilhelm ym. 2013), ja sen on havaittu olevan tdrkein mikrobiyhteistjen
rakennetta selittdva muuttuja (Fierer ym. 2007). Virtavesien tilaan vaikuttaa usein

yhtd aikaa useat eri tekijat, ja ne voivat kohdata yhtd aikaa esimerkiksi
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rehevoitymistd ja happamoitumista. Pohjaeldimilla tehdyssa tutkimuksessa
havaittiin eri taksonomisten ryhmien reagoivan hyvin eri tavoin téllaisiin kahden

eri paineen aiheuttamiin muutoksiin (Mykra ym. 2012).

4.3 Harvinaisten lajien poiston merkitys

Taman tutkimuksen perusteella yhteison ympéristosuhteisiin  vaikuttavat
erityisesti yleiset lajit. Harvinaisten lajien poistolla ei havaittu olevan suurta
merkitystd, vaan merkitsevat muuttujat pysyvat ldhes samoina huolimatta siitd,
poistetaanko aineistosta ne lajit, jotka esiintyvat vain yhdella paikalla vai kaikki
ne lajit, jotka esiintyvdt vain < 40 paikalla. RDA-analyysin Kkorjatut
kokonaisselitysasteet paranivat harvinaisten OTUjen poiston my6ta hieman. Kun
aineistossa olivat mukana kaikki OTUt, oli RDA-analyysin kokonaiselitysaste
14,6 % ja korkeimmillaan kokonaisselitysaste oli 17,1 % kun aineistosta
poistettiin kaikki ne suvut, jotka esiintyivdt vain < 35 paikalla (taulukko 3a).
MRT-analyysien selitysaste nousi kuudesta prosentista seitsemaan prosenttiin,
kun aineistosta poistettiin vain < 40 paikalla esiintyvét lajit.

Fierer ym. (2007) havaitsivat pH:n, liuenneen orgaanisen hiilen ja typen
pystyvan selittdmaan eniten virtavesien bakteeriyhteisdjen vaihtelua New
Hampshiressa, USA:ssa (Fierer ym. 2007). Havaintomme tukevat aiempia
tutkimuksia, silla pH valikoitui mukaan malleihin kaikilla harvinaisten OTUjen
poistojen tasoilla. Tamén tutkimuksen vesikemiamuuttujavalikoimaan ei kuulunut
liuennut orgaaninen hiili, mutta kokonaistyppi valikoitui mukaan malliin yli
puolessa harvinaisten OTUjen poiston eri tasoista.

Habitaatti-muuttujista malliin valikoitui pikkukivet ja mukulakivet, kun
poistettavia sukuja olivat enintddn ne, jotka esiintyivat vain 15 paikalla. Kun
poistettavia sukuja oli tdtd enemman, valikoituivat mukaan vain mukulakivet.
Uoman pohjarakenne vaikuttaa biofilmibakteeriyhteis6jen muodostumiseen
(Besemer 2016), joten pikkukivien ja mukulakivien valikoitumista malliin
voidaan pitad loogisena.

Harvinaisten lajien poiston merkitystd on ekologiassa tutkittu paljon

erilaisilla ”’perinteisemmillda” elioryhmillda kuten kaloilla, pohjaeldimilld ja
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vesikasveilla (esim. Alahuhta ym. 2014; Mouillot ym. 2013; Siqueira ym. 2012).
Jatkossa mikrobien yhteiso-ymparistosuhdetta ja harvinaisten lajien poiston
vaikutusta tulee tutkia vielda laajemmin erilaisia bioinformatiikan tyokaluja ja
tilastollisia lahestymistapoja hyddyntéen.

Tutkittaessa harvinaisten mikrobien merkitysta ympaéristo-
yhteisdsuhteeseen on hyva huomioida ja tunnistaa mahdolliset virheldhteet. Ne
voivat liittyd esimerkiksi aineiston sekvensointiin  (Sequencing noise),
bioinformatiikan tyokalujen valintoihin (esim. kéytettdvat laatuarvot) tai
tilastoanalyysien valintoihin ja tulosten tulkintaan liittyen (ks. esim. Lynch &
Neufeld 2015).

Tulosten tulkinnassa tulee huomioida myds BLAST-Kkirjastoihin vield talla
hetkell& liittyvat heikkoudet. BLAST-tietokanta kasvaa koko ajan sitd mukaa kuin
uudet sekvensointiaineistot tuottavat uutta tietoa OTUjen taksonomisen
luokittelun tueksi. OTUt madritetellddn yleensd toiminnallisiksi taksonomisiksi
yksikoiksi 97 % samankaltaisuusasteen mukaan. Tama tulee huomioida
verrattaessa  bakteeriaineistoja  muihin  biologisiin  aineistoihin,  joiden
taksonominen luokittelu on tehty mikroskopoiden lajitasolle. BLAST-analyysi
yrittad 10ytdd osuman tarkimmalle mahdolliselle tasolle, mutta t&ssé
tutkimuksessa havaittiin BLAST -—analyysin péasevan yleisimpien taksonien
kohdalla vain harvoin sukutasolle, eikd aina saavutettu edes heimotasoa. Lahko-
tai heimotason kayttdminen jatkoanalyyseissa voi siis talla hetkella olla sukutason

kayttoa perustellumpaa.

4.4 Lansisuomalaisten virtavesien biofilmibakteerit verrattuna

muissa tutkimuksissa havaittuihin biofilmibakteereihin

Tassa tutkimuksessa yleisimmat havaitut padjaksot olivat Proteobacteria
(64,9 %), Bacteroidetes (21,3 %) ja Cyanobacteria (5,2 %). Tulokset tukevat
aiempia tutkimuksia, joissa on havaittu, ettd juuri Proteobacteria, Bacteroidetes ja
Cyanobacteria ovat tyypillisesti yleisimmin makean veden biofilmeill& havaittuja
paéjaksoja (Besemer 2016). Bacteroidetes -padjaksoon kuuluvien bakteereiden on

havaittu pystyvan hyodyntdmé&adn monimutkaisia makromolekyyleja (Anderson-
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Glenna ym. 2008), ja niiden uskotaan olevan merkittdvéssa roolissa kiintoaineen
kasittelyssa (Newton ym. 2011). Naiden tekijoiden on katsottu selittdvén usein
hyvin  yleisend biofilmiyhteisdissd havaittua Bacteroidetes -péajakson
esiintyvyytta (Besemer 2015).

Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu Acidobacteria -pé&&jaksoa
esiintyvén biofilmeissa erityisesti silloin kuin veden pH on alhainen (Fierer ym.
2007). Tassa tutkimuksessa Acidobacteria -padjaksoa havaittiin vain 2,0 %
kaikista padjaksoista. Tutkimuspaikkojen pH oli keskimaarin 7,13 joten neutraali
pH selittdnee vahaistd Acidobacteria -padjakson esiintyvyyttd. Proteobacteria-
paéjaksoon kuuluvien bakteereiden on havaittu runsastuvan pH:n noustessa
(Fierer ym. 2007). Tamén tutkimuksen keskimé&érin neutraalit pH -olosuhteet
voivat siis osaltaan selittdd proteobakteerien havaittua yleisyytta.

Yleisimmat tdssa tutkimuksessa havaitut luokat olivat Alphaproteobacteria
(28,9 %), Betaproteobacteria (27,7 %), Gammaproteobacteria (7,5 %),
Cytophagia (7,3 %) Saprospirae (6,5 %) ja Flavobacteriia (5,1 %).
Betaproteobakteerien on useissa tutkimuksissa havaittu dominoivan virtavesien ja
jarvien biofilmibakteeristoa (esim. Besemer ym. 2012; Olapade & Leff 2005).
Toiset tutkimukset taas ovat osoittaneet alphaproteobakteereiden olevan
biofilmiyhteisoissd joko yhta yleisia tai yleisempid kuin betaproteobakteereiden
(Anderson-Glenna ym. 2008; Lear ym. 2009; Wang ym. 2012). Té&ssa
tutkimuksessa alpha- ja betaproteobakteerien havaittiin olevan lahes yhta yleisia
(28,9 % ja 27,7 % kaikista havaituista bakteeriluokista). Alphaproteobakteereiden
on havaittu pystyvan hajottamaan humusaineita ja kykenevan tuottamaan
laiduntajille, eli muun muassa kivien pintojen biofilmeja ravinnokseen kéyttaville
pohjaeldaimille, vastustuskykyisid kantoja (Newton ym. 2011).

Yleisimmat t&ssd tutkimuksessa havaitut lahkot olivat puolestaan
Burkholderiales (24,0 %), Rhizobiales (11,4%), Sphingomonadales (9,3 %),
Cytophagales (7,3 %), Saprospirales (6,5%), Xanthomonadales (6,5 %) ja
Flavobacteriales (5,1 %). Staley ym. (2014) ovat havainneet, ettd ldhes 90
prosenttia heiddn tutkimansa Mississippi joen yldosan virtavesiekosysteemin
bakteeriyhteisdstd muodostuu vain muutamaan lahkoon kuuluvista bakteereista.

Heidan tutkimuksessaan yleisimmat havaitut lahkot olivat: Burkholderiales
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(54,0 %), Actinomycetales (10.1%), Pseudomonadales (8.3%), Sphingobacteriales
(3.4%), Methylophilales (3.1%), Rhodocyclales (2.4%) ja Rhodospirillales
(2.0%).

Myos tassa tutkimuksessa suuri osa bakteereista kuului vain muutamaan
lahkoon; 76,3 % lahkotasolle BLAST-analysoiduista bakteereista kuului
yhdekséaan yleisimpddn lahkoon. Myos téssd tutkimuksessa Burkholderiales oli
yleisin l0ydetty lahko (24,0 %), mutta esimerkiksi Staleyn ja kumppaneiden
Mississippijoella kolmanneksi yleisimmaksi lahkoksi havaitsemaa
Pseudomonadales -lahkoa ei téssé tutkimuksessa havaittu lainkaan ja heidén
toiseksi yleisintd lahkoa Actinomycetales I0ydettiin tdssé tutkimuksessa kaikista
tutkimuspaikoista keskiméaéarin vain 1,1 prosenttia. On kuitenkin huomattava, ettéa
tdssa tutkimuksessa tutkimme virtavesien koskipaikkojen Kivien pinnoille
muodostuneita biofilmibakteereita, kun taas Staley kumppaneineen eristi
bakteerindytteet suoraan vapaasti virtaavasta jokivedestd. Tamén tutkimuksen
aineisto on myos keratty huomattavasti pienemmista latvavesista kuin Staleyn ja
kumppaneiden tutkimien jokien aineisto. Erilaiset kasvuolosuhteet ja
eroavaisuudet uomien koossa on siis syyté tuloksia vertailtaessa huomioida.

Heino ym. (2014) havaitsivat, ettd pohjoisissa virtavesissé lehtikarikkeesta
eristetyssa bakteeri-DNA:ssa yleisimmat havaitut p&ajaksot olivat Proteobakteria
(54 %), Bacteroidetes (22,4 %) ja Actinobacteria (8,72 %). Havaituista
proteobakteereista 45,5 % kuului luokkaan Alphaproteobacteria, 33,5 prosenttia
kuului luokkaan Gammaproteobacteria, 10,3 prosenttia kuului luokkaan
Deltaproteobacteria 10,0 prosenttia kuului luokkaan Betaproteobacteria.

Kahden yleisimman padjakson osalta tulokset ovat hyvin samansuuntaiset
tassa tutkimuksessa havaittujen kanssa. Heino ym. (2014) havaitsivat kuitenkin yli
8 prosenttia tutkituista bakteereista kuuluvan Actinobacteria —pé&éjaksoon. Téassa
tutkimuksessa kyseiseen padjaksoon kuului vain 1,6 prosenttia kaikista havaituista
OTUista. Paikkojen valilla Actinobacteria -paajakson osuus vaihteli 0-6,1 %
ollen korkein Uskelanjoki 1 -tutkimuspaikalla. Osuus vaihtelee my6s samaan
kolmannen jakovaiheen jokivaluma-alueeseen kuuluvien tutkimuspaikkojen
sisalla, silld Uskelanjoki 4 -tutkimuspaikalla Actinobacteria -pé&éjakson osuus on

vain 0,2 %. Isojoki 4 tutkimuspaikalla paajaksoa ei havaittu lainkaan.
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Proteobakteereista ~ Alphaproteobacteria  -luokkaan  kuului  t&ssé
tutkimuksessa 28,9 % OTUista ja Heinon ym. (2014) tutkimuksessa 45,5 %.
Seuraavaksi yleisin havaittu luokka oli tdssé tutkimuksessa Betaproteobacteria
(27.7 %), ja Heinon ym. (2014) tutkimuksessa se oli Gammaproteobacteria
33.5 %. Heino ym. (2014) havaitsivat 10,0 prosenttia OTUista kuuluvan luokkaan
Betaproteobacteria. Tassd tutkimuksessa havaitsimme, ettd keskimaarin 7,5 %
OTUista kuului Gammaproteobacteria-luokkaan, joskin paikkojen valilla
havainnot vaihtelivat Oulujoki 1 tutkimuspaikan 0,2 prosentista Perhonjoki 1
tutkimuspaikan 24 prosenttiin.

Eroavaisuuksia  naiden  kahden tutkimuksen valilla  selittavéat
todennakdisesti ymparistdolosuhteiden lisaksi erilainen ldahdemateriaali. Tassa
tutkimuksessa ~ bakteeri-DNA  eristettiin ~ l&nsisuomalaisten  virtavesien
koskipaikkojen Kkivien pinnan biofilmibakteereista, ja Heinon ym. (2014)
tutkimuksessa pohjoisissa virtavesissd 30 péivéa tiheissé, pohjaeldinten pussiin
paasyn estdvissd kangaspusseissa olleesta harmaalepan (Alnus incana)
lehtikarikemateriaalista. My0ds sekvensointimenetelmat (454 pyrosekvensointi ja
lon Torrent -sekvensointi) ja kdytetyt bakteerialukkeet (519F/926R ja 8F/518R)

erosivat toisistaan, joten aineistot eivat ole suoraan vertailukelpoisia keskendan.

4.5 Soveltuuko mikrobien yhteisdtutkimus biomonitoroinnin

tyokaluksi?

Sekvensointimenetelmien nopea kehittyminen viime vuosien aikana on
mahdollistanut yha laajempien  mikrobiaineistojen  kustannustehokkaan
analysoinnin uuden polven sekvensointimenetelmia hyédyntamalld. Suomalaisista
vesiekosysteemeista ei kuitenkaan tdhan mennessa ole juurikaan tehty laaja-alaisia
mikrobien ja erilaisten ympéristotekijoiden vélisid suhteita tarkastelevia
tutkimuksia. Tama tutkielma pyrkii omalta osaltaan vastaamaan tdhan puutteeseen
ja tuottamaan uutta tietoa pohjoisten virtavesien akvaattisten biofilmibakteerien
yhteisoistd. Tietdmykseni mukaan tutkimukseni on laajin koskaan tehty
suomalaisten virtavesien mikrobiyhteisdjen analyysi ja laaja-alaisena sit4 voidaan

pitdd myos kansainvéliselld mittapuulla.
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Tulevaisuudessa  tarvitaan  yh&  kustannustehokkaampia  keinoja
biomonitorointiin ja erilaisten ympariston tilaa uhkaavien prosessien, kuten
ilmastonmuutoksen vaikutusten havainnointiin ja ennustamiseen.
Vesistomikrobien tutkiminen 16S -sekvensoinnilla voisi soveltua t&hén
tarkoitukseen hyvin, kunhan menetelman tdménhetkiset rajoitukset ja heikkoudet
tunnistetaan. Taman tutkielman tulosten perusteella virtaavien vesien mikrobien
yhteiso-ymparistosuhteet ovat heikkoja ja ympariston tilan seurannassa tulisikin
tulosten perusteella kayttdd mikrobien osalta muita vastemuuttujia Kkuin
yhteisorakennetta. Yhteisorakenteen sijaan erilaiset taksonomiset, funktionaaliset
ja fylogeneettiset indeksit voivat soveltua tutkimusaineistomme Kkaltaisille
mikrobiaineistoille (esim. Cadotte & Tucker 2017; Cadotte ym. 2009).

Mikrobinaytteen kerddminen esimerkiksi Kivien pintojen
biofilmimateriaaleilta on helppoa ja edullista, joten muun biologisen naytteenoton,
kuten esimerkiksi pohjaeldin- ja piilevandytteenoton yhteydessa on hyvin pienelld
lisavaivalla toteutettavissa myos bakteerindytteenotto. Myos
sekvensointikustannukset ovat perinteisiin biologisten seurantamenetelmien
analysointikustannuksiin verrattuna todella alhaiset (tall4 hetkellda menetelmasté
rilppuen arviolta noin 5-15 euroa per néyte). Naytteiden analysointi
bioinformatiikan tyokaluilla vaatii kuitenkin erityisosaamista ja tehokkaita
palvelimia. Néytteet sailyvat -20 asteessa pakastettuna useamman vuoden, joten
bakteerinaytteiden kerdamisen voi ajoittaa mahdollisten muiden maastonéytteiden
haun kanssa samaan aikaan, vaikkei naytteiden analysointi olisikaan juuri silloin
ajankohtaista. N&ytteenottoajankohtaa valitessa tulee kuitenkin huomioida
yhteisdjen vuodenaikaisvaihtelu, jota tulisi bakteeriyhteistjen osalta jatkossa
tutkia tarkemmin. Virtavesien biofilmiyhteiséjen muodostuminen on jatkuva
prosessi, jossa virtaava vesi tuo mukanaan yldpuolisesta uomasta ja valuma-
alueelta lahtoisin olevia uusia bakteeritaksoneita biofilmiin. Aikaisemmassa
tutkimuksessa  havaitsimme  Oulun lahistolla  sijaitsevilla  Muhosjoella,
Tyrndvanjoella ja Juuvanjoella toteuttamassamme toukokuun puolivélista
lokakuun puolivéliin kestédneessé seurantatutkimuksessa, ettd BenthoTorch-
fluorometrilla méadritetty sini-, viher-, ja piilevien maara kasvoi virtavesien kivien

pinnoilla tasaisesti kesédn aikana, mutta havaitut levamaadrat kaantyivat
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tutkimuksen loppupuolella syys-lokakuussa jyrkk&an laskuun (Aroviita ym.
julkaisematon). Kivien pintojen biofilmej& ja niiden vuodenaikaisvaihteluita tulisi
jatkossa myos bakteerien osalta tutkia tarkemmin. On my6s huomattava, ettei
biofilmin paksuus ja maaré valttamétta korreloi lajimaéran kanssa, vaan paksuakin
biofilmi& voivat dominoida tietyt yleiset lajit.

Virtavesien mikrobien ja ympéristotekijoiden suhteesta tarvitaan jatkossa
enemman tietoa. Jo nykyaddn tiedetddn esimerkiksi tiettyjen bakteerien ja
vesikemiamuuttujien vélisista yhteyksistd, mutta eri taksonien tarkemmasta
roolista muuttuvissa ympéristoolosuhteissa tarvitaan tarkempaa tutkimustietoa
ennen kuin mikrobianalyysejé voidaan laajamittaisesti kdyttdd biomonitoroinnin

taysimittaisena tyokaluna ja ympariston tilan kuvaajana.

4.6 Ajatuksia jatkotutkimuksille

Tassa tydssa havaittiin - virtaavien vesien mikrobiyhteiséjen  yhteiso-
ympdristosuhteiden olevan heikkoja. Ympériston tilan seurannassa tulisikin
jatkossa tulosten perusteella kdyttad mikrobien osalta muita vastemuuttujia kuin
BLAST-analysoituihin ~ OTUihin  perustuvaa yhteisorakennetta.  Erilaiset
taksonomiset, funktionaaliset ja fylogeneettiset diversiteetti-indeksit voisivat
jatkossa soveltua téssd tutkielmassa kuvattuja menetelmid paremmin
virtavesiolosuhteissa eldvien mikrobien yhteisojen tutkimiseen. (esim. Cadotte &
Tucker 2017; Cadotte ym. 2009).

Tulevaisuudessa bakteeriyhteisjen toiminnallisuutta voidaan tutkia
tarkemmin  esimerkiksi ~ fosmidikirjastoperusteisilla-, = RNA-perusteisilla-
metatranskriptomianalyyseja eli mikrobiyhteisojen tuottamasta RNA:sta saatavaa
tietoa ja metagenominalyysejd yhdistavilla tai proteiinien maarédd mittaavia
metaproteomimenetelmid ja metagenominalyyseja yhdistavilla menetelmilla.
Yhdessa tassa tutkimuksessa kaytetyn bakteerien metagenomitutkimuksen kanssa
ndma uudet kehittyvat menetelmat voivat tarjota tarkempia vastauksia siihen,
mitka bakteeriyhteisdjen jasenet todella ovat toiminnallisia ja mika niiden rooli
esimerkiksi erilaisten metallien tai ravinteiden suhteen on. Myds bioinformatiikan

menetelmien ja sekvenssikirjastojen kehittyminen tarjoaa jatkossa yha
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monipuolisempia ja tehokkaampia tyOkaluja laajojen sekvenssiaineistojen
analysointiin. Tilastotieteen menetelmistd muun muassa erilaiset Bayesilaisen
verkon kéyttéon perustuvat menetelmét esimerkiksi fysikaalis-kemiallisten
tekijoiden ja maankayton vaikutuksesta bakteerien yhteisdrakenteeseen voivat

tulevaisuudessa tarjota myos uutta tietoa (ks. esim. Staley ym. 2015).

4.6.1 Taksonomiset, funktionaaliset ja fylogeneettiset diversiteetti-indeksit

Taksonomiset, funktionaaliset ja fylogeneettiset diversiteetti-indeksit voisivat
jatkossa soveltua téssd tutkielmassa kuvattuja menetelmid paremmin
virtavesiolosuhteissa eldvien mikrobien yhteisojen tutkimiseen. (esim. Cadotte &
Tucker 2017; Cadotte ym. 2009). Esimerkiksi Cadotte ja kumppanit (2009)
havaitsivat ettd lajienvélisten toiminnallisten eroavaisuuksien kuvaaminen on
usein haastavaa, mutta fylogeneettiset diversiteetti-indeksit soveltuvat téllaisiin
tarkasteluihin monia muita lahestymistapoja paremmin (Cadotte ym. 2009).
Lajirunsauden ja esiintyvyyden suhdetta kuvaamaan pyrkivista
diversiteetti-indekseista yleisimmat ovat Shannonin diversiteetti-indeksi (H”)
(Shannon 1948) ja Simpsonin diversiteetti-indeksi (D1) (Simpson 1949).
Mikrobien taksonomista monimuotoisuutta ja diversiteettia voidaan tutkia
esimerkiksi OTU-runsauden ja sek& Shannonin ettd Simpsonin diversiteetti-
indekseja (Shannon 1948; Simpson 1949) vyhdistdvan tutkimuksen avulla
(Besemer ym. 2013). Diversiteetti-indekseja kayttavad lahestymistapaa on
kaytetty my6Gs useissa mikrobien roolia hajotustoiminnassa kuvaavissa
lehtikariketutkimuksissa (ks. esim. Kominoski ym. 2011). On kuitenkin
huomioitava, ettd indeksien valinta voi vaikuttaa analyysien lopputuloksiin ja
niiden valinnassa taytyy aina tarkastella huolellisesti sitd, soveltuvatko ne
tarkastelun kohteena olevan aineiston analysointiin (Besemer ym. 2013). Besemer
ja kumppanit (2013) testasivat useita erilaisia diversiteetti-indekseja eri
elioryhmilld, kuten ruohovartisilla kasveilla, pensaiden juurien sienilla,
maanpéalla elavilla niveljalkaisilla ja maan alla el&villa hyonteisten toukilla. He
havaitsivat yleisten yksittaisten diversiteetti-indeksien toimivan yksikertaisissa

analyyseissa, mutta useamman lajiryhmén valisia moniulotteisempia yhteyksia
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tutkittaessa indeksien valinnat nayttéisivat vaikuttavan saataviin lopputuloksiin.
He suosittavatkin useamman eri diversiteetti-indeksin yhtéaikaista kayttoad
monimutkaisempien riippuvuussuhteiden selvittdmiseksi. (Besemer ym. 2013).

Myos esimerkiksi erilaisia indikaattorilaji-analyyseja (ks esim. Dufréne &
Legendre  1997) voidaan  kayttdd  aineiston  analysoinnin  apuna.
Yksikertaisimmillaan niissa luodaan havaittujen lajien suhteellisiin runsauksiin
perustuva indikaattoriarvo (0-100). Monte Carlo —testilla tutkitaan esimerkiksi
1000 satunnaistamisella, ovatko indikaattoriarvot sattumanvaraista suurempia.
Indikaattorilajien taytyy saada indikaattoriarvo > 20 ja p- arvo < 0,05 (Dufréne
& Legendre 1997). Tama l&hestymistapa kuitenkin edellyttas, ettd tarkastelun
kohteena ovat jonkinlaiset paikkaryhmat (esim. eri maantieteellisten alueiden
naytteet).

4.6.2 Fosmidikirjastoperusteiset menetelmat

Bakteerien fysiologisen tilan arvioinnissa viljelymenetelmien on perinteisesti
katsottu kuvaavan paremmin todellisuutta kuin ei-viljelyyn perustuvien
menetelmien (Ellis ym. 2003), sill& vaikka tietty geeni olisikin havaittu, ei voida
olla varmoja geenin ilmenemisestd ympdristossd. Jopa 99 prosenttia
bakteerilajeista on  kuitenkin  sellaisia, jotka eivdt suoraan kasva
viljelyolosuhteissa ~ (Amann  ym.  1995).  Laajojen,  toiminnallisten
fosmidikirjastojen tarkastelu voi olla yksi tulevaisuuden mahdollisuus
mikrobiyhteisdjen toiminnallisuuden tutkimiseen (Martinez & Osburne, 2013).
Fosmidikirjastot luodaan niin, ettd kiinnostuksen kohteena oleva DNA-insertti
ensin kloonataan fosmidivektoriin ja siirretddn sitten iséntabakteeriin, joka
yleensa on E. coli. Fosmidikirjasto (fosmid pools) muodostuu kun bakteerikloonit
monistuvat. Taman jalkeen fosmidikirjastoja voidaan edelleen koostaa ja
sekvensoida pienemmissd osissa. Menetelmdn heikkouksia ovat talla hetkella
vield suuri tydmaéara ja korkeat kustannukset (Nystedt ym. 2013; Kumpula 2016)
On my6s huomioitava, ettd yll& kuvatun kaltaisessa fosmideilla toteutettavassa
tutkimuksessa isannan negatiivisen selektion osuus on hyvin suuri ja tésta voi
seurata se, etteivat fragmentit kloonaudu kunnolla tai ne eivat toimi

heterologisessa isdnnassé (Auvinen, suullinen tiedonanto 4.6.2018).
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Staley ym. (2015) tekivat fosmidikirjastojen avulla toiminnallisen
metagenomin skreenauksen ylemmaltd Mississippijoelta vuosina 2011 ja 2012
kerétyistd bakteerindytteistd. He tutkivat bakteerien vastustuskykya kadmiumia,
kromia, kuparia, elohopeaa, mangaania ja sinkkid kohtaan. He olivat myos
aiemmin samoille ndytteille tehneet 16S metagenomianalyysin ja OTUston
taksonomian maéarityksen. Heiddn hypoteesinsa mukaan samat tekijat, jotka
vaikuttavat taksonomiseen yhteisdrakenteeseen, kuten kokonaishiili ja nitriitti- ja
nitraattipitoisuudet ~ sekd  maankéayttd, vaikuttavat my6s  bakteerien
vastustuskykyyn tiettyja metalleja kohtaan. (Staley ym. 2015).

Néaytteenotossa Staley ym. (2015) kerésivat 40 litraa jokivettd jokaisesta
tutkimuspaikasta steriileihin astioihin ja suodattivat ja pelletoivat naytteet. DNA
eristettiin  kaupallisella kitilla ja halutut DNA —fragmentit valittiin koon
perusteella elektroforeesia kayttden. Ligatoidut fosmidit siirrettiin E. coliin.
Jokaisen tutkimuspaikan fosmidikirjasto sisalsi vahintddn 50000 kloonia.
Bakteerien vastuskykya metalleille tutkittiin viljeleméalla agar maljoille aiemmin
kuvatulla tavalla tuotetut fosmidit siséltavat E. colit. Maljoille liséttiin aina myds
tunnettu mé&érd tutkittavaa metallia sisdltdvaa liuosta ja kokeen toimivuus
varmistettiin kontrollikannoilla. Vastustuskykyisiksi kannoiksi raportoitiin ne,
jotka tuottivat halkaisijaltaan vahintddan 1 mm kokoisen pesékkeen. (Staley ym.
2015).

Bakteerien vastustuskyky kaikkia testattuja metalleja kohtaan jai kokeessa
alhaiseksi verrattuna aiempiin, perinteisiin viljelymenelmiin perustuneisiin
kokeisiin. Eron voidaan katsoa selittyvan sekd menetelméeroavaisuuksilla ettd
erilaisilla tutkimusymparistoilla. Aiemmissa tutkimuksissa ndytteiden suora
maljalle viljely on voinut valikoida vastustuskykyisia isolaatteja, jotka kuitenkin
edustavat mikrobiyhteison vahemmistoa. Staley ym. (2015) ovat aiemmin
havainneet, ettd jopa 90 prosenttia nyt tutkitun ekosysteemin bakteeriyhteisdsta
muodostuu  vain muutamasta lajista. N&ma lajit ovat todennakoisesti
yliedustettuina fosmidikirjastoissa. Pienen bakteerivdhemmiston muodostamaa
metalliresistenssia ei siis todenndkoisesti fosmidikirjastomenetemalla pystyta
havaitsemaan, vaikka suuri maard klooneja tutkittiin. Fosmidikirjastot ovat

voineet myo6s vahingoittua pakastamisen aikana. Ymparisto-DNA ei valttdmatta
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ole myd6skaan siirtynyt fosmideihin oikein tai sen ekspressiossa on voinut olla
ongelmia. (Staley ym. 2015).

Ravinnepitoisuudet ja bakteerilahkot korreloivat heikosti havaitun
raskasmetallien vastuskyvyn yleisyyteen. Poikkeuksena tahdn tutkimuksessa
havaittiin ~ kuitenkin  Pseudomonadales-bakteerien  yhteys elohopea- ja
sinkkiresistenssiin. Tulokset tukevat sitd, ettd tutkitussa virtavesiympéristossa
bakteerien  vastustuskyky raskasmetalleille on todennédkoéisesti  perdisin
ympardivan  maankdyton  seurauksena  virtavesiymparistoon  paatyvista

vierasperéisista bakteereista. (Staley ym. 2015).

4.6.3 RNA —perusteiset menetelmat

Tulevaisuudessa bakteerien eristys- ja sekvensointimenetelmien kehittyminen
sekd uuden tutkimustiedon myota kehittyvat RNA —Kirjastot mahdollistavat yha
useamman bakteeriaineiston analysoinnin RNA —menetelmien avulla. Siind missé
DNA-perusteiset menetelmat eristavat kaiken ympéristonaytteessé olevan DNA:n
voidaan RNA —analyysien avulla tutkia niitd bakteereja, jotka naytteenottohetkelld
ovat olleet toiminnallisia bakteeriyhteisossd. Viimeaikaiset tutkimukset ovat
osoittaneet, ettd vaikka tietyn havaitun bakteeritaksonin maéra tutkimuspaikalla
olisikin korkea, ei kyseinen taksoni kuitenkaan vélttamattd ole merkittdvassa

roolissa yhteison toiminnallisuuden kannalta (Chen ym. 2015).

4.6.4 Metagenomi- ja metatranskriptomianalyyseja yhdistavat menetelmat

Metagenomi- ja metatranskriptomianalyyseja eli mikrobiyhteisojen tuottamasta
RNA:sta saatavaa tietoa yhdistavat menetelmét voivat jatkossa tarjota paljon uutta
geenitason tietoa bakteeriyhteisdjen toiminnallisen aktiivisuuden yhé tarkempaan
tutkimiseen. Myos yksittéisten bakteeriorganismien kyvystd vastata ja sopeutua
muuttuneisiin ympaéristoolosuhteisiin voidaan menetelmédn avulla saada paljon

uutta lisatietoa (Franzosa ym. 2015; Chen ym. 2015).
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Chen ym. (2015) sovelsivat menetelmdd eristamalla kiinalaisista
kaivosympéristoistd bakteerien DNA:ta ja RNA:ta. RNA:lle tehtiin kaanto
RNA:sta komplementaariseksi DNAKksi (cDNA). 454 pyrosekvensoinnin jalkeen
erilaisia bioinformatiikan tydkaluja ja tietokantoja hyddyntden analysoitiin mitka
tutkituista DNA ja cDNA sekvensseistd kuuluivat bakteerien 16S rRNA:han ja ne
jaettiin Ribosomal Database Project Classifier:in avulla phylogeneettisiin ryhmiin.

Taman jalkeen Chen ja kumppanit tekivét sekvenssiaineiston trimmausta
CD-Hit-tyokalulla ja jaljelle jaaneille sekvensseille (ei-rRNA, ei-replikaatti DNA
ja cDNA) haettiin NCBI:n non-redundant tietokannasta vastaavia geeneja ja
tulokset kasiteltiin MEGANIssa. He 10ysivat noin 500000 DNA ja 50000 cDNA
sekvenssid, jotka vastasivat arkeonien ja bakteerien proteiineja koodaavia geenejé.
Lopuksi Chen ym. (2015) kayttivat viela COGs (Clusters of Orthologous Groups
of proteins) ja KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) tietokantoja
naiden geenien analysoimiseksi.

Yksi keskeinen tekija metatranskriptomianalyysimenetelmien
onnistumisen kannalta on ribosomaalisen RNA:n (rRNA) poistaminen totaali
RNA:sta, jossa tutkijat ovat raportoineet olevan vaikeuksia (Chen ym. 2015;
Stewarts ym. 2010). Myo6s sekvensointimenetelmien ja sitd myota
sekvensointisyvyyden  kehitys mahdollistaa  jatkossa yha tarkempien
metatranskriptomianalyysimenetelmien kayttdmisen. Menetelmén avulla voidaan
tulevaisuudessa luoda yha tarkempia geenitason profiileja ympéristogradienttien
tai aikasarjojen perusteella sekd yleisille ettd harvinaisille bakteeritaksoneille
(Chen ym. 2015).

4.6.5 Metagenomi- ja metaproteomitutkimusta yhdistavat menetelmat

Yhdistdmélla metagenomitutkimuksesta ja tuotettujen proteiinien maaréa
mittaavista metaproteomitutkimuksista saatua tietoa voidaan tulevaisuudessa yha
tarkemmin tutkia bakteerien ekologiaa, evoluutiota ja sopeutumista erilaisiin,
joskus hyvin &&rimmaisiin, olosuhteisiin (Franzosa ym. 2015; Denef & Banfield

2012). Geenien ilmenemisesta bakteeripopulaatioissa seka niiden paikallisesta
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aineenvaihdunnallisesta aktiivisuudesta tiedetddn kuitenkin vield tdna péivana

vain véhan (Chen ym. 2015) ja tarve tarkemmille jatkotutkimuksille on ilmeinen.
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5 Kiitokset

Haluan kiittda tyoni ohjaajia FT Jani Heinoa Suomen ymparistokeskuksesta ja
Bakteerigenetiikan yliopistonlehtoria Hannu Saarilahtea Helsingin yliopistosta
ohjauksesta ja tuesta graduprosessin eri vaiheissa. Janille tahdon lausua
erityiskiitokset ~ kérsivéllisesta  ja  kannustavasta  ohjauksesta  sek&
perehdyttamisesté tilastoanalyysien mielenkiintoiseen maailmaan. Janin Large-
Scale Ecology Research Lab -tutkimusryhmassé olen saanut syventyd vuodesta
2012 mikrobien DNA-analyysien pohjattoman mielenkiintoiseen maailmaan.
Ensimmaisen aineiston DNA-analyyseja aloittaessamme meilld ei ollut mitaan
takeita lopputuloksen onnistumisesta, ja kaikki aina alukevalinnoista ja oikeista
pipetointimaarista alkaen piti kokeilla yrityksen ja erehdyksen kautta. Silti Jani
uskoi tyon kantavan lopulta hedelmaa ja rahoitti tutkimusta. Siitd haluan lausua
syvimmat kiitokseni. Hannun mikrobigenetiikan ja -genomiikan kurssit ovat
puolestaan opettaneet minulle paljon uutta. Hannu on myos ollut uskomattoman
joustava ja mahdollistanut opintojen suorittamisen kokopaivétydn ohessa Oulusta
kasin Helsinkiin.

Haluan myds kiittdd koko Scale-Bio -tiimid, johon Janin liséksi kuuluvat
FT Jenny Jyrkankallio-Mikkola, Professori Janne Soininen, FT Kimmo Tolonen,
FT Mikko Tolkkinen ja FT Virpi Pajunen, hyvasta yhteistyosta. Projektitutkija
Marko Suokas Oulun yliopiston molekyylibiologian BioSer -laboratoriosta on
tehnyt tdiman graduaineiston, niin kuin niin monen muunkin SYKEn aineistomme,
bakteerien sekvensoinnit. Marko on opettanut minulle todella paljon viimeisten
viiden vuoden aika mikrobien DNA -analyyseista. Bakteeriaineistojen
analysointiin ja bioinformatiikan tyokalujen kayttéon minua on perehdyttanyt FT
Mikko Tolkkinen. FT Kaisa Lehosmaa puolestaan on ollut korvaamaton
vertaistuki ~ niin  laboratoriossa  kuin  bakteeriaineistojen  kasittelyssa
bioinformatiikan tyokaluilla. Kaisan avustuksella muun muassa tamén
graduaineiston BLAST -analyysit tehtiin tehokkaalla Oulun yliopiston
palvelimella. Ilman Kaisaa niin laboratorioty6t kuin analyysitkin olisivat olleet

monin verroin yksindisempad puuhaa.
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Graduaineistoni on keratty Suomen ymparistokeskuksessa ja Helsingin
yliopistossa osana Suomen Akatemian rahoittamaa tutkimusta Biodiversiteetti eri
mittakaavoilla trooppisissa ja boreaalisissa puroissa: merkitys diversiteetin
kartoitukselle ja ympariston tilan seurannalle (”’Scale-Bio ). Haluan kiittdd myds
tybnantajaani  Suomen  ympéristokeskusta ja tyOkavereitani tuesta ja
kannustuksesta graduprosessin ja maisteriopintojeni aikana. Erityiskiitokset
kuuluvat tydhuonetoverilleni FT Jarno Turuselle, joka on tsempannut minua lapi
koko opiskelutaipaleen.

Lopuksi haluan  kiittdd ystavidni ja  perhettdni:  vanhempiani,
appivanhempiani, aviomiestani Aria ja Vilho-koiraamme kaikesta siitd tuesta ja
kannustuksesta jonka olen saanut. Suurimmat kiitokset kuuluvat syyskuun 2017
lopussa syntyneelle esikoispojallemme Onnille, joka odotusaikana ihan
kirjaimellisesti potki vauhtia tdmén gradun kirjoitukseen ja joka gradun hieman
pitkdhkoksi vendhtaneen viimeistelyn aikana on ehtinyt kasvaa uteliaaksi,

innokkaaksi ja alati uutta oppivaksi taaperoksi.
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Liite 1 Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet

Kaikille naytteille kaytetty B-aluke: lon Torrentin adapterisekvenssi trP1: CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT,
926R-aluke: CCGTCAATTCCTTTRAGTTT, koko aluke: 926trP1: CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCGTCAATTCCTTTRAGTTT

Yksilolliset a-alukkeet:

Tutkimuspaikka
Aurajoki_1
Aurajoki_2
Aurajoki_3
Aurajoki_4
Aurajoki_5
Halikonjoki_1
Halikonjoki_2
Halikonjoki_3
Halikonjoki_4
Isojoki_1
Isojoki_2
Isojoki_4
Isojoki_5
Kalajoki_1
Kalajoki_2
Kalajoki_3
Kalajoki_4
Kalajoki_5

Alukkeen
tunnus

519FM84
519FM81
519FM110
519FM85
519FM68
519FM95
519FM106
519FM69
519FM88
519FM78
519FM100
519FM90
519FM55
519FM3
519FM6
519FM9
519FM32
519FM15

Adapteri

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

Yksil6llinen
viivakoodi

TCGGCACTC
CCGTACATC
CATATTGCT
CTGACATTC
TACTGGCTC
TCTAACTCT
TCTCTAACT
AACTGTATC
GCGCGACTC
GATGCACTC
CATGCCACT
TCGATACCT
CAATCTCTC
GTATAGTCT
CTAGCACTC
ACATGATCT
ACGTAGTCT
GCAGTCGTC

Link-
keri

16S 519F

CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC

Koko aluke
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGGCACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCGTACATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATATTGCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACATTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTGGCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACTCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTCTAACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACTGTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCGCGACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGATGCACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATGCCACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGATACCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAATCTCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGTATAGTCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAGCACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACATGATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGTAGTCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCAGTCGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
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Tutkimuspaikka
Karvianjoki_1
Karvianjoki_2
Karvianjoki_3
Karvianjoki_4
Karvianjoki_5
Kiiminkijoki_1
Kiiminkijoki_2
Kiiminkijoki_3
Kiiminkijoki_4
Kiiminkijoki_5
Kokemaenjoki_2
Kokemaenjoki_3
Kokemaenjoki_4
Kokemaenjoki_5
Kruunupyynjoki_3
Kyronjoki_1
Kyronjoki_2
Kyronjoki_3
Kyronjoki_4
Lapuanjoki_1
Lapuanjoki_2
Lapuanjoki_3
Lapuanjoki_5
Lestijoki_1
Lestijoki_2
Lestijoki_3
Lumijoki_1

Lumijoki_2

Alukkeen
tunnus

519FM94
519FM89
519FM77
519FM60
519FM75
519FM41
519FM36
519FM38
519FM28
519FM48
519FM76
519FM80
519FM104
519FM87
519FM10
519FM57
519FM102
519FM96
519FM67
519FM103
519FM83
519FM79
519FM91
519FM12
519FM4
519FM21
519FM8
519FM16

Adapteri

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

Yksil6llinen
viivakoodi

TGTCAATCT
TTGTGTATC
GCGATCATC
ACAGTATGG
GTGACTACT
CGTACTACT
TCGCGCATC
TGTCAGCTC
CACGTCGTC
AGTGTGCTC
GTGTGATCT
TACGTTATC
AATCGCACT
ACGCGACCT
CTACGCATC
CGAAGAGCT
TATCGACCT
CGTCAGCCT
ACCAGAGCT
ATTAGAGTC
TTGCATACT
GATGCGTCT
CTGGTATCT
TCATGTACT
TCACATATC
AGCGCGTCT
ATACGACTC
TCAGTGCTC

Link-

=
[0}
=

> » » » » > > > > » » > > > > > > > > > > > > > > > > >

16S 519F

CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC

Koko aluke
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTCAATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGTGTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCGATCATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACAGTATGGACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGTGACTACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTACTACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGCGCATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTCAGCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCACGTCGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGTGTGCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGTGTGATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACGTTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAATCGCACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGCGACCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTACGCATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAAGAGCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTATCGACCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTCAGCCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACCAGAGCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATTAGAGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGCATACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGATGCGTCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGGTATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCATGTACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCACATATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCGCGTCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATACGACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCAGTGCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
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Tutkimuspaikka
Narpionjoki_1
Narpionjoki_2
Narpionjoki_3
Narpionjoki_4
Narpionjoki_5
Oulujoki_1
Oulujoki_2
Oulujoki_3
Oulujoki_4
Oulujoki_5
Paimionjoki_1
Paimionjoki_2
Paimionjoki_3
Paimionjoki_5
Perhonjoki_1
Perhonjoki_3
Perhonjoki_4
Perhonjoki_5
Pyhajoki_2
Pyhajoki_4
Pyhajoki_5
Siikajoki_1
Siikajoki_2
Siikajoki_3
Siikajoki_4
Siikajoki_5

Temmesjoki_1

Alukkeen
tunnus

519FM86
519FM82
519FM108
519FM70
519FM107
519FM200
519FM34
519FM39
519FM45
519FM51
519FM61
519FM58
519FM71
519FM50
519FM33
519FM7
519FM5
519FM1
519FM20
519FM11
519FM17
519FM42
519FM46
519FM19
519FM40
519FM35
519FM44

Adapteri

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

Yksil6llinen
viivakoodi

TGGTCTCTC
ATGCATAGG
CGTGTCGCT
TACTGTAGG
AATATACTC
TGCATCATC
TCGTATGTC
AGTCATATC
TATATCACT
GCACAGCTC
ACAGTTATC
TTACGCACT
GACTGTACT
TTATACATC
CTGCATATC
ATAGCTGTC
CTATATGTC
CTATACACT
AGCGCACTC
TCATGCGTC
AGCTACACT
TATGCTGCT
TGTGTCGTC
AGCTATGTC
TGTACTATC
ATGACTATC
CATATCATC

Link-

=
[0}
=

> » » » » » > > > > » > > > > > » > > > > > > > > > >

16S 519F

CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC

Koko aluke
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGGTCTCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATGCATAGGACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTGTCGCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTGTAGGACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAATATACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGCATCATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGTATGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGTCATATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTATATCACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCACAGCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACAGTTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTACGCACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGACTGTACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTATACATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCATATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATAGCTGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTATATGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTATACACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCGCACTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCATGCGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCTACACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTATGCTGCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTGTCGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCTATGTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTACTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATGACTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATATCATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
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Tutkimuspaikka
Temmesjoki_3
Temmesjoki_4
Teuvanjoki_1
Teuvanjoki_2
Teuvanjoki_3
Teuvanjoki_4
Teuvanjoki_5
Uskelanjoki_1
Uskelanjoki_4

Alukkeen
tunnus

519FM26
519FM27
519FM92
519FM73
519FM63
519FM65
519FM66
519FM74
519FM59

Adapteri

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

Yksil6llinen
viivakoodi

TACTGATCT
CGCATCACT
TCGATGTTC
GACGTATCT
TGCTAGTTC
AACACATCT
ATCTCCTCT

GACGTGCTC
CCATGTATC

16S 519F

CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC
CAGCMGCCGCGGTAATWC

Koko aluke
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTGATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGCATCACTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGATGTTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGACGTATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGCTAGTTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACACATCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCTCCTCTACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGACGTGCTCACAGCMGCCGCGGTAATWC
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCATGTATCACAGCMGCCGCGGTAATWC
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Liite 2. Tutkimuspaikkojen sijaintia kuvaava pienin puu
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Liite 3 Mallikuva vaihtelun ositusten tulosten tulkintaan

X2

X3

%

Residuals = [p]

Tassa tutkimuksessa:

[aeghklno] = X1, Vesikemia-muuttujat = kem
[befikimo] = X2, habitaatti-muuttujat = hab
[cfgjlmno] = X3, valuma-aluemuuttujat = va
[dhijkmno] = X4, spatiaalimuuttujat = spa
[abcdefghijklmno] = Kokonaisselitysaste
[abefghiklmno] = kem+fys

[acefghjklmno] = kem+va

[adeghijklmno] = kem+spa

[bcefgijklmno] = fys+va

[bdefhijklmno] = fys+spa

[cdfghijklmno] = va+spa

[abcefghijklmno] = kem+fys+va
[abdefghijklmno] = kem+fys+spa
[acdefghijklmno] = kem+va+spa
[bcdefghijklmno] = fys+va+spa

[p] = Selittdmaton vaihtelu
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Liite 4 Tutkimuspaikkojen vesikemiatulokset

Tutkimuspaikka Pohjois- Ita- Kokonais Kokonais Vari Sahkon- pH
koordinaatti koordinaatti -typpi -fosfori mgPt/l johtavuus
ETRS-TM35FIN  ETRS- g/l g/l us/cm
TM35FIN
Aurajoki_1 6716879 252740 1250.0 74.0 50 189.1 7.73
Aurajoki_2 6747439 261700 1212.5 129.3 350 75 7.14
Aurajoki_3 6737890 257102 1300.0 107.9 375 88.4 7.34
Aurajoki_4 6729190 255535 1281.3 91.1 250 80.6 6.98
Aurajoki_5 6726348 255715 1500.0 139.1 110 116.4 7.77
Halikonjoki_1 6712493 275382 1262.5 84.0 120 75.5 7.61
Halikonjoki_2 6713799 279456 2175.0 356.9 20 128.4 7.7
Halikonjoki_3 6710512 280920 612.5 65.2 110 128.2 7.77
Halikonjoki_4 6705676 282416 593.8 58.9 80 137.9 7.81
Isojoki_1 6892198 242858 275.0 13.6 60 42.4 7.6
Isojoki_2 6908522 243546 3125 12.7 60 27.3 7.6
Isojoki_4 6906738 231810 637.5 22.1 100 32.6 7.1
Isojoki_5 6916487 225462 762.5 55.5 120 103.6 7.61
Kalajoki_1 7097266 390360 737.5 91.1 150 60.8 6.76
Kalajoki_2 7120905 378172 1125.0 99.2 275 121.1 6.93
Kalajoki_3 7081001 409327 425.0 121.4 75 127.4 6.73
Kalajoki_4 7092013 416479 762.5 43.7 120 97.8 7.61
Kalajoki_5 7105706 387439 975.0 89.4 300 167.3 7.04
Karvianjoki_1 6856364 249796 462.5 39.0 160 314 7.16
Karvianjoki_2 6866894 254220 350.0 33.6 20 43.7 7.7
Karvianjoki_3 6874212 251198 837.5 88.3 200 65.9 7.8
Karvianjoki_4 6892178 252453 293.8 12.3 30 56.4 7.5
Karvianjoki_5 6889941 268054 875.0 63.1 160 49.7 7.16
Kiiminkijoki_1 7211551 533108 312.5 11.9 60 28.9 7.6
Kiiminkijoki_2 7194890 536983 162.5 0.6 30 48.4 7.5
Kiiminkijoki_3 7187349 543702 218.8 33 60 15.5 7.6
Kiiminkijoki_4 7205612 541226 150.0 0.1 15 33.6 7.05
Kiiminkijoki_5 7221918 449467 437.5 7.0 100 60.7 7.1
Kokemaenjoki_2 6791261 268218 2012.5 146.7 200 143.4 7.8
Kokemaenjoki_3 6792660 269791 1087.5 46.0 75 65.2 6.73
Kokemaenjoki_4 6807662 273349 481.3 15.2 30 119.5 7.5
Kokemaenjoki_5 6803708 280376 518.8 18.3 30 64.2 7.5
Kruunupyynjoki_3 7048881 320765 587.5 77.4 150 42.2 6.76
Kyronjoki_1 6911944 256508 437.5 28.0 100 25.4 7.1
Kyronjoki_2 6919874 255387 437.5 38.8 100 48.3 7.1
Kyronjoki_3 6957219 276861 2350.0 241.8 200 156.4 7.8
Kyronjoki_4 6941524 276276 1087.5 78.0 75 74.5 6.73
Lapuanjoki_1 6957050 301316 712.5 26.8 140 64.2 6.41
Lapuanjoki_2 6945360 324501 887.5 99.6 200 59.8 7.8
Lapuanjoki_3 6938335 328257 725.0 55.7 125 51.7 7.2
Lapuanjoki_5 6982459 313545 750.0 61.5 200 49.7 7.8
Lestijoki_1 7069017 372505 675.0 17.1 200 314 7.8
Lestijoki_2 7038529 385791 606.3 35.0 180 18.7 5.99
Lestijoki_3 7056658 376186 675.0 19.2 200 18.8 7.8
Lumijoki_1 7191150 413341 612.5 54.7 110 82 7.77
Lumijoki_2 7188998 409152 535.0 78.6 105 71 6.88
Narpionjoki_1 6937339 215852 850.0 67.8 100 169.6 7.1
Narpionjoki_2 6952099 217512 687.5 56.2 120 116.3 7.61
Narpionjoki_3 6954450 218864 587.5 76.6 150 103 6.76
Narpionjoki_4 6960732 243509 987.5 89.4 125 50.1 7.2
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Tutkimuspaikka Pohjois- Ita- Kokonais Kokonais Vari Sahkon- pH

koordinaatti  koordinaatti -typpi -fosfori mgPt/l johtavuus

ETRS- ETRS-TM35FIN pg/| ug/l uS/cm

TM35FIN
Narpionjoki_5 6962864 244875 575.0 41.5 140 118.7 6.41
Oulujoki_1 7160029 546570 2125 2.7 50 27.9 7.73
Oulujoki_2 7160519 486118 275.0 182.5 60 20.6 7.6
Oulujoki_3 7168747 534432 312.5 8.4 60 213 7.6
Oulujoki_4 7199319 444397 1181.3 20.7 180 38.6 5.99
Oulujoki_5 7150766 528405 200.0 6.1 50 62.6 7.73
Paimionjoki_1 6723930 266588 1950.0 146.0 80 202.1 7.81
Paimionjoki_2 6723724 265116 1925.0 132.6 30 191.5 7.5
Paimionjoki_3 6719303 264673 1337.5 72.6 70 127.9 6.99
Paimionjoki_5 6715395 263564 1187.5 69.1 40 128.9 8.13
Perhonjoki_1 7053767 347452 2162.5 111.9 200 48.4 7.8
Perhonjoki_3 7082271 315322 1012.5 70.2 150 37.2 6.76
Perhonjoki_4 7071916 318371 1337.5 105.0 70 100.2 6.99
Perhonjoki_5 7074283 323980 1725.0 120.6 90 74.4 6.21
Pyhajoki_2 7126365 402721 637.5 37.6 100 50.6 7.1
Pyhajoki_4 7113835 422678 812.5 50.0 62.5 82.9 7.02
Pyhajoki_5 7113267 414409 662.5 34.0 80 28.3 7.81
Siikajoki_1 7125093 482726 875.0 82.1 160 19.7 7.16
Siikajoki_2 7152795 447224 700.0 10.9 100 13.9 7.1
Siikajoki_3 7109164 483041 5125 33.1 110 13.2 7.77
Siikajoki_4 7144333 465452 487.5 82.8 105 22.1 6.88
Siikajoki_5 7110529 486774 687.5 119.2 120 16.9 7.61
Temmesjoki_1 7184065 437139 600.0 84.3 150 207.8 6.76
Temmesjoki_3 7187224 432088 2762.5 39.5 275 619 6.93
Temmesjoki_4 7185037 430947 2075.0 167.4 200 402.7 7.8
Teuvanjoki_1 6944187 232047 1412.5 127.8 100 88.6 7.1
Teuvanjoki_2 6946074 233423 1237.5 197.6 200 86.9 7.8
Teuvanjoki_3 6941973 232301 1087.5 79.4 75 96.6 6.73
Teuvanjoki_4 6937229 222240 662.5 150.1 80 94.2 7.81
Teuvanjoki_5 6923900 221332 675.0 38.6 200 58.4 7.8
Uskelanjoki_1 6714695 310248 1462.5 99.4 40 130.3 8.13
Uskelanjoki_4 6710038 298786 912.5 207.7 40 190.2 8.13
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Liite 5 Tutkimuspaikkojen yksil6lliset a-alukkeet

Tutkimuspaikka Alukkeen tunnus | Tutkimuspaikka :::ttien Tutkimuspaikka ﬁ::l;l;«:en
Perhonjoki_5 519FM1 Kiiminkijoki_1 519FM41 Lapuanjoki_3 519FM79

Kalajoki_1 519FM3 Siikajoki_1 519FM42 Kokemaenjoki_3 519FM80

Lestijoki_2 519FM4 Temmesjoki_1 519FM44 Aurajoki_2 519FM81

Perhonjoki_4 519FM5 Oulujoki_4 519FM45 Narpionjoki_2 519FM82

Kalajoki_2 519FM6 Siikajoki_2 519FM46 Lapuanjoki_2 519FM83

Perhonjoki_3 519FM7 Kiiminkijoki_5 519FM48 Aurajoki_1 519FM84

Lumijoki_1 519FM8 Paimionjoki_5 519FM50 Aurajoki_4 519FM85

Kalajoki_3 519FM9 Oulujoki_5 519FM51 Narpionjoki_1 519FM86

Kruunupyynjoki_3 519FM10 Isojoki_5 519FM55 Kokemaenjoki_5 519FM87

Pyhajoki_4 519FM11 Kyronjoki_1 519FM57 Halikonjoki_4 519FM88

Lestijoki_1 519FM12 Paimionjoki_2 519FM58 Karvianjoki_2 519FM89

Kalajoki_5 519FM15 Uskelanjoki_4 519FM59 Isojoki_4 519FM90

Lumijoki_2 519FM16 Karvianjoki_4 519FM60 Lapuanjoki_5 519FM91

Pyhajoki_5 519FM17 Paimionjoki_1 519FM61 Teuvanjoki_1 519FM92

Siikajoki_3 519FM19 Teuvanjoki_3 519FM63 Karvianjoki_1 519FM94

Pyhajoki_2 519FM20 Teuvanjoki_4 519FM65 Halikonjoki_1 519FM95

Lestijoki_3 519FM21 Teuvanjoki_5 519FM66 Kyronjoki_3 519FM96

Temmesjoki_3 519FM26 Kyronjoki_4 519FM67 Isojoki_2 519FM100
Temmesjoki_4 519FM27 Aurajoki_5 519FM68 Kyronjoki_2 519FM102
Kiiminkijoki_4 519FM28 Halikonjoki_3 519FM69 Lapuanjoki_1 519FM103
Kalajoki_4 519FM32 Narpionjoki_4 519FM70 Kokemaenjoki_4 519FM104
Perhonjoki_1 519FM33 Paimionjoki_3 519FM71 Halikonjoki_2 519FM106
Oulujoki_2 519FM34 Teuvanjoki_2 519FM73 Narpionjoki_5 519FM107
Siikajoki_5 519FM35 Uskelanjoki_1 519FM74 Narpionjoki_3 519FM108
Kiiminkijoki_2 519FM36 Karvianjoki_5 519FM75 Aurajoki_3 519FM110
Kiiminkijoki_3 519FM38 Kokemaenjoki_2 519FM76 Oulujoki_1 519FM200
Oulujoki_3 519FM39 Karvianjoki_3 519FM77

Siikajoki_4 519FM40 Isojoki_1 519FM78
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Liite 6. Luokkatasolle BLAST-analysoidut bakteerit

Yleisimmat havaitut luokat ovat Alphaproteobacteria 28.9% (kuvassa violetilla), Betaproteobacteria 27.7% (kuvassa vaaleanruskealla), Gammaproteobacteria 7.5%

(kuvassa tummanvihreélld), Cytophagia 7.3% (kuvassa vaaleanpunaisella), Saprospirae 6.5% (kuvassa siniharmaalla) ja Flavobacteriia 5.1% (kuvassa

mintunvihrealld).
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Liite 7. Lahkotasolle BLAST-anaIysoidut bakteerit.

B -
=
II i
| ‘ | I .I | | |‘ |“
I. ! -. =hE
P

= I -
Lot | l_ - - EEEE=EN |
NN IN RO HNNUR O AN OO NMT I O®OC nw =m n CHMMTNErRACHNT DO @
R R R e R R R R R - Rl g R - R R - R e R R e e O Rl e R R g g
CLLLLLLLLlSSSSSS555s55555255555222 S 885895 S5 S5S5 5555555555 5552552555825%5%¢ o
SO0 Od L Ll s =

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Yleisimmat havaitut lahkot ovat Burkholderiales 24.0% (kuvassa ruskealla), Rhizobiales 11.4% (kuvassa siniselld) Sphingomonadales 9.3% (kuvassa keltaisella),
Cytophagales 7.3% (kuvassa pinkilld), Saprospirales 6.5% (kuvassa sammaleenvihredlld), Xanthomonadales 6.5% (kuvassa sammaleenvihredlld, mutta ylempéana
kuin Saprospirales) ja Flavobacteriales 5.1% (kuvassa vaaleansiniselld)



Liite 8. Heimotasolle BLAST-analysoidut bakteerit.

Yleisimmat havaitut heimot ovat Comamonadaceae 21.6% (kuvassa sammaleenvihredlld), Sphingomonadaceae 7.9% (kuvassa vaaleankeltaisella), Cytophagaceae
7.2% (kuvassa siniharmaalla, Chitinophagaceae 5.8% (kuvassa myds sammaleenvihreélld, mutta alempana kuin Comamonadaceae), Flavobacteriaceae 4.8%
(kuvassa vaaleankeltaisella, alempana kuin Sphingomonadaceae),lahkotasolla Rhizobiales:iksi madrittyneet, mutta heimotasolla ilman tarkennusta jaéneet 4.7%

(kuvassa lappapuuronpunaisella) ja Hyphomicrobiaceae 4.5% (kuvassa kirkkaan sinisell).



Liite 9. Sukutasolle BLAST-analysoidut bakteerit.

S1OFML NN I BNUN O N | | -

Yleisimmat havaitut suvut ovat heimotasolla Comamonadaceae:ksi maarittyneet, mutta sukutasolla ilman tarkempaa maéretté jaéneet 18.7% (kuvassa ruskealla),
Flectobacillus 4.6% (kuvassa siniharmaalla), heimotasolla Sphingomonadaceae:ksi méarittyneet, mutta sukutasolla ilman tarkempaa maéretté jaédneet 6.1% (kuvassa
turkoosilla), heimotasolla Chitinophagaceae:ksi méarittyneet, mutta sukutasolla ilman tarkempaa maéaretta jadneet 5.2% (kuvassa harmaalla), Flavobacterium 4.8%

(kuvassa oranssilla), lahkotasolla Rhizobiales:iksi mé&&rittyneet mutta heimo- ja sukutasolla ilman tarkennusta jaéneet 4.7% (kuvassa aprikoosin vérisell
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