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Tiivistelma

Vesiekosysteemien ekologisen tilan heikkeneminen on lisdnnyt niiden suojelun ja
lainsdddénnollisen sddtelyn tarvetta. Pohjavesi ja siitd riippuvaiset ekosysteemit eivit
ole saaneet kuitenkaan tarpeeksi huomiota, silld pohjavesid koskevat saadéannot liittyvét
padsddntoisesti veden kemiallisiin ominaisuuksiin vedenoton nékdkulmasta. Mikrobit,
ja erityisesti ravinnekoyhille pohjavesiekosysteemeille tyypilliset bakteerit, ovat vield
nykypéivindkin puutteellisesti tunnettu elidoryhmd, vaikka niiden merkitys pohjavesien
tarjoamien ekosysteemipalveluiden kannalta on huomattava. Tutkielmassani selvitin,
miten 1dhiympériston maankdyttd vaikuttaa pohjavesiriippuvaisten ekosysteemien
(1hteet) bakteeriyhteisdjen monimuotoisuuteen, lajikoostumukseen ja toimintaan
(orgaanisen aineksen hajotus). Aineisto keréttiin 64 eteldisen Suomen l4hteestd, joiden
lahiympériston maankayttod tarkasteltiin kahden kilometrin puskurivydhykkeiden
avulla. CORINE-maanpeiteaineiston perusteella tutkimuskohteet jaettiin 1)
ldhiympériston maankaytoltdin muuttumattomiin metsiléhteisiin (vertailuryhma), 2)
viljelymaiden ldhteisiin ja 3) rakennettujen alueiden ja viljelymaiden ldhteisiin ja 4)
rakennettujen alueiden ldhteisiin. Tarkastelin eri maankéyttomuotojen vaikutusta
pohjaveden kemialliseen laatuun (nitraatti- ja kloridipitoisuus), sekd miten ndma
kemialliset muutokset heijastuivat bakteeriyhteisoissé (taksonomisesti ja
toiminnallisesti). Tulokset osoittivat 1dhteen l1dhiympériston rakentamisen ja
maanviljelyn heikentdvédn pohjaveden kemiallista laatua. Maankdyton ympardimat
ldhteet erosivat sekd nitraatti, ettd kloridipitoisuuden suhteen luonnontilaisista 1dhteista.
Maankéyttd vihensi bakteeriyhteison monimuotoisuutta ja nitraattipitoisuuden osalta
tyossd havaittiin yksihuippuinen vaste, jossa bakteerien monimuotoisuus ensin kasvoi,
mutta jo 100-300 ug L' pitoisuuksissa alkoi viheneméian. Maankdyton muuttamien
lahteiden yhteisot erosivat lajikoostumukseltaan vertailuldhteisté ja pohjaveden
kemialliset tekijét padosin selittivét yhteisdjen rakennetta. Myos lajistovaihtelussa (B-
diversiteetti) havaittiin eroja, mutta vastoin odotuksia, maankdyton muuttamien
ldhteiden yhteisot olivat lajistoltaan vaihtelevampia vertailuryhméén verrattuna. Myds
orgaanisen aineksen hajotuksen osalta tydssd havaittiin yksihuippuinen vaste, jossa
hajotustoiminta aluksi kasvoi, mutta heikentyi pohjaveden nitraattipitoisuuksien
ylittdessd ~400 pg L. Tutkielman tulokset osoittavat, ettd ldhialueen maankaytto
vaikuttaa pohjaveden kemiallisiin ominaisuuksiin, jotka vuorostaan aiheuttavat
merkittdvid muutoksia pohjavedesti riippuvaisten ekosysteemien bakteeriyhteisdissa.
Tulosten perusteella jo varsin pienet muutokset pohjaveden nitraattipitoisuudessa
heikentivit bakteeriyhteison monimuotoisuutta ja toimintaa, ja nédin ollen pohjevesien
nitraattipitoisuuden rajoja tulisikin uudelleen tarkastella pohjavesien ekologisen tilan
ndkokulmasta. Tutkielman tulokset korostavat bakteerien ekologista merkitysté
pohjavesissi ja siitd riippuvaisissa ekosysteemeissi, sekd tuovat uutta tietoa timén
merkittdvin elioryhmén osalta.
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1. Johdanto

Pohjavesivarantojen hupeneminen ja pilaantuminen ovat viestonkasvun aiheuttamien
ilmididen seurauksia. [lmastonmuutos, lisddntynyt maankéyttd, kasvanut juomaveden
tarve ja kaupungistuminen aiheuttavat muun muassa pohjavesien laadun heikkenemista
ja mééran vihenemistd (Jones, 2009; Vinod ym., 2015). Puhdas pohjavesi on keskeinen
resurssi sekd luonnolle ettd ihmiselle. Lisdksi useat pintavesi- ja maaekosysteemit ovat
riippuvaisia pohjavedesté (Fitts, 2002; Babiker ym., 2004; Jones, 2009; Cantonati ym.,
2012; llmonen ym., 2012; Vinod ym., 2015). Tasaisesti virtaava kylma ja hyvélaatuinen
pohjavesi estdd esimerkiksi monia latvapuroja kuivumasta talvella ja kuivina kausina
(Fitts, 2002; Cantonati ym., 2012). [Imastonmuutoksen edetessé pohjavedelld voi olla
myos kriittinen rooli kylmistenotermisten lohikalakantojen hengissé sailymisen
kannalta (Isaak ym., 2012). Suot ovat usein riippuvaisia pohjavedestd, mutta ne myos
vaikuttavat merkittdvasti pohjaveden médrdén varastoimalla sade- ja sulamisvettad
(Mitsch ym., 2009; I[lmonen ym., 2012). Erityisen herkkid pohjaveden fysikaalis-
kemiallisille ja mairéllisille muutoksille ovat ldhteet, joiden elidyhteisot ovat tidysin
riippuvaisia pohjavedestd (Cantonati ym., 2012; Ilmonen ym., 2012; Lehosmaa ym.,
2018). Akviferit eli pohjavesivarastot ovat usein happi-, hiili- ja ravinnekdyhia
ympéristdjd, joissa mikrobit ovat keskeisin bioottinen elementti (Griebler & Lueders,
2009; Flynn ym., 2013). Mikrobit sdételevit pohjaveden biogeokemiallisia prosesseja,
mutta toisaalta myos pohjaveden kemiallinen laatu vaikuttaa mikrobiyhteison
rakenteeseen (Sirisena ym., 2018).

1.1. Pohjavesivarannot

Liahes 99% maapallon sulasta makeasta vedestd on pohjavettd (Younger, 2007).
Suomessa pohjavettd kdytetddn ihmisen toimesta noin 240 miljoonaa litraa vuodessa
(SYKE, 2018). Pohjavesi on sade- ja sulamisvedestd maaperddn imeytynyttd vettd
(Kuva 1), joka varastoituu maan alle pohjavesimuodostumiksi eli akvifereiksi
(Geologian tutkimuskeskus, 2011). Pohjavettda muodostuu parhaiten alueilla, joilla vesi
padsee imeytymdin maahan, eli maaperd on karkearakenteista ja huokoista, kuten
hiekkaa tai soraa (Geologian tutkimuskeskus, 2011). Pohjavesi on tavanomaisesti
kirkasta, hyvélaatuista ja vapaata haitallisista mikrobeista, koska maaperi toimii veden
epdpuhtauksien luonnollisena suodattimena (Babiker ym., 2007). Laadultaan ja
médriltddn parhaat pohjavedet 16ytyvit hiekka- ja sorapohjaisilta harju- ja
reunamuodostumilta (Kuva 1) (Geologian tutkimuskeskus, 2011). Rannikkoalueilla,
joilla pohjavesialueet ovat pienid ja usein savikerroksen alla piilossa, on téllaisia alueita
Suomessa véhin (Britschgi ym., 2018). Suomessa pohjavesialueet ovat padsaantoisesti
1-2 km? laajuisia, 2-4 metrin syvyydessd maanpinnasta, ja kylldstyneen maakerroksen
paksuus niissd on noin 10 metrid. Maanpinnan ldheisyys ja huokoinen rakenne altistavat
pohjavesimuodostumia saasteille (Britschgi ym., 2018). [Imastolla on vahva vaikutus
pohjaveden kemialliseen laatuun ja sen kausittaiseen vaihteluun. Erityisesti ldmpétila ja
sateiden miaré vaikuttavat pohjavesiin (Britschgi ym., 2018).
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Kuva 1. Tyypillisen suomalaisen pohjavesimuodostuman poikkileikkaus (Britschgi ym., 2018).

Maanalaisen sijaintinsa vuoksi pohjavesien tutkimus on ollut haastavaa ennen nykyisti
teknologiaa (Gilbert ym.,1994). Aina 2000-luvulle asti tutkimuksissa keskityttiin
lahinni pohjavesien miirén ja laadun muutoksiin, sekd niihin vaikuttaviin tekijoihin
(Fitts, 2002). Kansainvilisen ja kansallisen ympéristolainsdddinnon kehittyessd myos
biologiset elementit ovat vakiinnuttaneet paikkansa osana vesistdjen tilanseurantaa
(Hering ym., 2010). Tilanne ei ole kuitenkaan pohjavesien ja niisté riippuvaisten
ekosysteemien kohdalla yhtdldinen. Tdma on johtunut osakseen siitd, ettd pintavesiin
verrattuna pohjavesien biologiset tutkimukset ovat huomattavasti haastavampia. Lisdksi
pohjavesien tilan arviointi on ollut l&hinnd mééarillista ja laadullista,
resurssindkokulmasta tehtdvii tarkastelua eikd pohjavesien ekologian merkitysta
kemiallisen laadun sditelijand ole ymmaérretty kuin vasta viime vuosikymmenella (Stein
ym., 2010). Kuluneella vuosikymmenelld Euroopan Unionin vesipolitiikan
puitedirektiivin (Euroopan Unioni, 2000) mukaista ekologisen tilan seurantaa on yritetty
soveltaa my0s pohjavesiin (Stein ym., 2010; Sirisena ym., 2018). Toistaiseksi
standardisoitujen menetelmien tai esimerkiksi pintavesien tilan arvioinnissa kdytettyjen
vesimuodostumille tyypillisten taksonien tunnistaminen ei ole vield pohjavesien osalta
riittdvalla tasolla, mutta ponnistuksia eteenpdin on tehty ympari maailmaa tutkimusten
ja kdytanteiden muodossa (Stein ym., 2010; Sirisena ym., 2018). Pohjavesien tilan
arviointi pohjaa vield tdnd pdivandkin pitkélti Yhdysvaltojen EPA:n (United States
Enviromental Protection Agency) vuonna 1987 julkaisemaan pohjaveden
haavoittuvuusanalyysiin, eli DRASTIC-malliin. Malli keskittyy tunnistamaan
pilaantumiselle alttiita pohjavesid niiden hydrogeologisten ominaisuuksien perusteella,
joita ovat veden syvyys, muodostuvan pohjaveden miiré, maaperd, pintamaa,
topografia, vadoosivyohykkeen vaikutus ja veden johtokyky (Babiker ym., 2005).
Vadoosivydhyke on akviferin ja maanpinnan vélinen maa-aines, jonka koostumus
vaikuttaa merkittivasti veden ldpaisykykyyn (Stephens, 1995). Poikkeus lienee Uusi-
Seelanti, jossa on tunnistettu mikrobiyhteisdjen merkitys pohjavesien tilan seurannassa
sekd tarve akviferien monimuotoisten ja huonosti tunnettujen ekosysteemien
kartoittamiselle. Maan lainsdddént66n onkin liitetty menettelytavat pohjavesien
mikrobiyhteisdjen suojeluun ja seuraamiseen (New Zealand Ministry for the
Enviroment, 2014; Sirisena ym., 2018).



1.2. Pohjavesiriippuvaiset ekosysteemit

Maan pinnalle purkautuessaan pohjavesi vaikuttaa moniin muihin ekosysteemeihin ja
luo pohjavedesti riippuvaisia ekosysteemejd (GDE, groundwater-dependent ecosystem)
(Bertrand ym., 2012; Cantonati ym., 2012; Sirisena ym., 2018; Britschgi ym., 2018;
Lehosmaa ym., 2018). Akviferien ja pohjavesiriippuvaisten ekosysteemien rajapinnat
voidaan jakaa neljddn merkittdvadn ryhmain: ldhteet, pintavedet, suot ja
maaekosysteemit (Bertrand ym., 2012). Muutokset pohjaveden laadussa ja maérassa
vaikuttavat ndihin pohjavesiriippuvaisiin ekosysteemeihin riippuen siitd, kuinka térkea
resurssi pohjavesi ekosysteemille on (Cantonati ym., 2012). Erilaiset tekijat madraavét
pohjaveden ekologisen roolin pohjavesiriippuvaisissa ekosysteemissi (Bertrand ym.,
2012). Lahteissd merkittévin piirre on ldhteen morfologia, pintavesissd pohjan rakenne
ja huokoisuus, suoekosysteemeissé orgaanisen aineksen rakenne ja mairé ja
maaekosysteemeissd pohjaveden pinnan korkeuden vaihtelu ja tulvat (Bertrand ym.,
2012). Virtavesien osalta pohja on aktiivinen vaiheittumisvyohyke, jossa pintavesi
imeytyy maaperédn ja pohjavettd purkautuu vastavuoroisesti puro- tai
jokiekosysteemiin. Veden liséksi maaperistd kulkeutuu pohjaveden mukana ravinteita
ja orgaanista materiaalia. Pohjaveteen valuva pintavesi kuljettaa vastavuoroisesti
imeytynyttd happea seki ravinteita (Boulton ym., 1998).

Kaikista herkimpid pohjaveteen yhteydessé olevista ekosysteemeistd ovat lahteet, jotka
ovat tyypillisesti tdysin riippuvaisia tasaisesti purkautuvasta pohjavedestd. Lahteet ovat
lajistoltaan poikkeuksellisia ekosysteemeji, joihin muutokset pohjaveden méairéssa ja
kemiallisessa laadussa vaikuttavat herkasti. Erilaisten ldhteiden ja niissi olevien
mikrohabitaattien suuri miéra tekee niistd erityisen merkittivid paikalliselle ja
alueelliselle monimuotoisuudelle (Cantonati ym., 2012). Léhteet ovat kahden tai
useamman ekosysteemin vaihettumisvyohykkeiti, jotka yhdistédvit maa- ja
vesiekosysteemejd seké pinta- ja pohjavesiekosysteemejd (Cantonati ym., 2012,
Ilmonen ym., 2012). Hyvilaatuinen ja vuoden ympéri kylmé vesi mahdollistaa useiden
harvinaisten lajien esiintymisen, jotka ovat tyypillisesti herkkid ihmistoiminnan
vaikutukselle (Cantonati ym., 2012; Ilmonen ym., 2012; Lehosmaa ym., 2018). Monet
ldhteet voivat kuivua véliaikaisesti pohjaveden médridn vuodenaikaisvaihteluiden
vuoksi, minkd on havaittu vaikuttavan myds lahteen elidyhteison rakenteeseen
(Cantonati ym., 2012). Léhteiden elidyhteisot koostuvat padosin vesikasveista
selkdrangattomista ja mikrobeista, kuten piilevistd, sienistd ja bakteereista. Léhteet,
jotka kuivuvat sddnndllisesti omaavat usein erilaisen lajiston, jonka on havaittu
suosivan vahvoja levittiytyjid ja uudelleen asuttajia, seki lajeja, joiden munat tai
valimuodot kestdvit kuivuutta (Cantonati ym., 2012). Suomessa turvemaiden
ojittamisen on havaittu vaikuttavan negatiivisesti pohjaveden mairéadn ja laatuun, minka
on puolestaan havaittu yksinpuolistavan lédhteiden pohjaeldin-, piilevé- ja
vesisammallajistoa (Ilmonen ym.,2012; Lehosmaa ym., 2018).

1.3. Pohjavesien mikrobiyhteisot

Arviolta 40% maapallon prokaryoottien biomassasta eldd maan alla (Griebler &
Lueders, 2009). Ndmai yhteisot omaavat valtavan monimuotoisuuden, joka tunnetaan
toistaiseksi vain osittain (Griebler & Lueders, 2009). Pohjavesien tiedetdén ylldpitdvin
huomattavan monimuotoisia mikrobiyhteis6jé, joiden ekologia on vasta osittain
tunnettu (Stein ym., 2010). Mikrobien rooli pohjavedessi on erityisen tdrked, silld ne
tarjoavat selkdrangattomille ravintoa ja vaikuttavat veden kemialliseen laatuun (Korbel
ym., 2013). Mikrobien elinkierto on lyhyt, ja niiden metaboliset vasteet ovat nopeita.



Ne eivit ole paikkasidonnaisia, vaan olosuhteisiin sidonnaisia, jonka vuoksi mikrobit
heijastavat pohjaveden ndytteenottohetkelld vallitsevaa tilaa (Stein ym., 2010). Tama
tekee mikrobeista erittdin lupaavan seurantakohteen pohjavesien ajallista seurantaa
ajatellen, koska hetkelliset ja paikalliset hiiriot voivat heijastua tidssd elioryhmassé
varsin lyhyelld viiveelld. Toistaiseksi bakteerindytteitd on piddasiassa otettu pohjavesistad
vain mahdollisia patogeenisid bakteereja (esim. Escherichia coli) silmalld pitden, kun
taas mikrobien biomassaa, aktiivisuutta, monimuotoisuutta tai mahdollisia ekologisia
avainlajeja ei ole juurikaan tarkasteltu mahdollisina pohjaveden laadullisina mittareina
(Stein ym., 2010; Sirisena ym., 2013). Mikrobit ovat osallisina l4hes kaikissa
pohjavesiekosysteemissé tapahtuvissa biogeokemiallisissa prosesseissa, vaikuttaen siten
vallitseviin abioottisiin olosuhteisiin ja veden laatuun (Stein ym., 2010; Korbel ym.,
2013; Ben Maamar ym., 2015). Nykyinen tietimys erilaisten pohjavesiekosysteemien
tarkeimmistd biokemiallisista prosesseista sekd ekosysteemin toimintaan vaikuttavista
keskeisistd mikrobiryhmistd on vield osittaista (Griebler & Lueders, 2009).
Bioinformatiikan ja molekyylimenetelmien kehitys sekd DNA-sekvensoinnin
kustannustehokkuuden ja tarkkuuden lisdéntyminen ovat kuitenkin edisténeet
pohjavesibakteerien ekologista tutkimusta (Stein ym., 2010, Griebler ym., 2014).

Mikrobien esiintymisti on pidetty pitkdin ainoastaan olosuhdesidonnaisena, mutta
viime vuosina tétd pitkddn vallassa ollutta paradigmaa on alettu kyseenalaistamaan
(Griebler ym., 2014). Pitkdan on ajateltu bakteerien olevan l14sna kaikkialla vain
muutaman tekijén (esim. ddrilampotila (>121 °C), happamuus/eméksisyys tai veden
saatavuus; ks. Griebler & Lueders, 2009) rajatessa niiden esiintymistd. Mikrobien
levinneisyyttd selittdvét mallit ovat hyvin keskenerdisid erityisesti pohjavesien osalta
(Griebler & Lueders, 2009). Tiedimme kuitenkin, ettd koko maapallon maanalainen
maailma, jossa olosuhteet mahdollistavat eldmén, on mikrobien asuttamaa. Maanalaiset
mikrobiyhteisot koostuvat pddosin bakteereista ja arkeista, mutta myds alkueldimista
(Protozoa) ja sienistd (Fungi). Akviferit voivat olla hyvin erilaisia keskendén
hydrologisesti, kemiallisesti seké geologisesti (Griebler & Lueders, 2009; Ben Maamar
ym., 2015). Pohjavesiekosysteemeissi ei valon puutteen vuoksi tapahdu yhteyttdmista,
eikd hiilta tai ravinteita ole runsaasti saatavilla. Akviferejd asuttavien mikrobiyhteisdjen
uskotaan kuitenkin koostuvan suurilta osin heterotrofisista bakteereista ja sienistd, jotka
ovat sopeutuneita ravinnekoyhiin ja karuihin pohjavesisysteemeihin (Griebler &
Lueders, 2009).

Suurin osa akviferien prokaryooteista eldd kiinnittyneend sedimenttiin, kivien péélle tai
kuolleeseen orgaaniseen ainekseen (detritus), joihin ne muodostavat biofilmejé tai
kolonioita (Griebler ym., 2002). Téllaiset pinnat tarjoavat biogeokemiallisesti
monimuotoisen mikroekosysteemin, josta 16ytyy runsaasti ekologisia lokeroita
varsinaiseen ravinne- ja hiilikdyhéén pohjaveteen verrattuna (Griebler & Lueders,
2009). Toinen ryhmé ovat irrallaan pohjavedessa eldvit planktiset bakteerit (Hazen ym.,
1991). Tyypillisesti pohjavesissa substraattiin kiinnittyneiden bakteerien mééra on
moninkertainen planktisiin bakteereihin ndhden (Griebler ym., 2002). Téhin vaikuttavat
liuenneen orgaanisen hiilen (DOC) ja ravinteiden mééra sekd sedimentin rackoko ja
mineraloginen koostumus (Griebler ym., 2001; Gribler & Lueders, 2009). Kun
liuennutta orgaanista hiiltd on hyvin véhin, koostuu mikrobiyhteisd padosin sellaisista
anaerobisten mikrobien populaatioista, jotka pystyvét kdyttdimédan hapen sijaan muita
elektroniakseptoreita, kuten nitraattia, rautaa, sulfaattia tai hiilidioksidia
soluhengityksessd (Salkinoja-Salonen & Aalto, 2002; Flynn ym., 2013; Ben Maamar
ym., 2015). Ndiden hapettamis- ja pelkistysreaktioiden seurauksena pohjavesien
mikrobeilla on merkittdvé vaikutus pohjaveden kemialliseen koostumukseen (Flynn
ym., 2013). Bakteereita jaotellaan myds toiminnallisuuden perusteella. Esimerkiksi



heterotrofit ovat eliditi, jotka eivit pysty muodostamaan omaa ravintoaan, joten ne ovat
riippuvaisia muiden elididen tuottamista yhdisteistd (Reece ym., 2014). Lithoautotrofit
muokkaavat hiilidioksia ja saavat tarvitsemansa energian hapettamalla epdorgaanisia
mineraaleja. Ne ovat heterotrofien ohella tirked osa pohjavesien mikrobiyhteisojé
(Griebler & Lueders, 2009).

1.4. Pohjavesien seuranta Suomessa

Suomessa on noin 6000 ympéristdhallinnon luokittelemaa pohjavesialuetta, joiden
tiedot ovat kaikille saatavilla pohjavesitietojirjestelmid POVET:ssa, joka on osa
ympéristdtiedon HERTTA-hallintajédrjestelmad. Lisdksi POVET:in kautta saa kdyttoon
ympéristdhallinnon 80 pohjavesiasemalta kerdtyn seurantatiedon. Tdma
valtakunnallinen pohjavesiseurantaverkko tuottaa ja jakaa hydrogeologista tietoa
pohjavesien pinnankorkeuden vaihtelusta, laadusta ja muodostumisesta, seka
geologisten, hydrologisten tekijoiden ja ihmisen toiminnan vaikutuksesta pohjaveden
médrdin ja laatuun (Ympéristohallinto, 2017).

Pohjavesialueiden vedenhankintakdyttoon soveltuvuuden ja suojelutarpeen luokittelee

alueellinen Elinkeino-, litkenne- ja ympéristokeskus (ELY). Lain mukaan jokainen

pohjavesialue tulee luokitella johonkin kolmesta mairitellysta luokasta:

1) Vedenhankintaa varten tirkeéd pohjavesialue, jonka vetti kaytetién tai jota on
tarkoitus kéyttdd yhdyskunnan vedenhankintaan tai talousvetend enemmin kuin
keskiméérin 10 kuutiometrid vuorokaudessa tai yli vildenkymmenen ihmisen
tarpeisiin (Ympdristohallinto, 2017).

2) Muuhun vedenhankintakdyttoon soveltuva pohjavesialue, joka soveltuu riittoisuuden
ja laadun puolesta luokkaan 1 (Ymparistohallinto, 2017).

Lisdksi pohjavesialueiden luokittelussa on mukana 3) E-luokka, johon luokitellaan
pohjavesialueet, josta ldheiset merkittivit pintavesi- tai maaekosysteemit ovat suoraan
riippuvaisia (Kuva 2) (Ympdristohallinto, 2017). Téllaisia voivat olla esimerkiksi
luonnontilaiset, luonnontilaisen kaltaiset tai muun lainsdédddnnon nojalla (esim. Natura
2000-luokitus) suojellut ldhteet ja 14hdepurot (Britschgi ym., 2018). Tdma4 tarkoittaa,
ettd vaikkei pohjavesimuodostuma olisi vedenhankinnan kannalta yhteiskunnalle
merkittdva, voi se silti saada suojelustatuksen (Britschgi ym., 2018).

| Huokoinen ja ldpdisevd maaperdn muodostuma tai kallioperdn vydhyke * |

l Kylls

Ei ole Ei | Mahdollistaako muodostuma/vydhyke merkittévan vedenoton
pohjavesialue tai pohjaveden virtauksen?

l Kyl

Kdytetadnko tai onko tarkoitus kdyttaa i Soveltuuko pohjavesialue yhteisvedenhankintaan
alueen pohjavettd yhdyskunnan .| esim. muodostuvan pohjaveden maara on yli 100
vedenhankintaan tai talousvetena yli 10 m3/d m3/d ja alue soveltuu muiden ominaisuuksien
tai yli 50 henkil6n tarpeisiin? perusteella vedenhankintakayttoon?
Kylla Ei Kylla
Yllapitdako alueen pohjavesi luonnontilaista tai luonnontilaisen | 2-luokka |

kaltaista muun lainsdadannon perusteella suojeltua

pohjavedestd suoraan riippuvaista merkittdvaa pintavesi- tai
- maaekosysteemia? **

Kylla Kyl

Ei Kylla

Eiluokitella | | E-luokka |

*) Tarkastelussa hyodynnetdan aiempaa hallinnolliseen ohjeistukseen pohjautuvaa pohjavesiaineistoa
**) Ekosysteemien tunnistamisessa hyddynnetdén kdytettavissa olevia luontotyyppien inventointitietoja
ja tietoaineistoja.

Kuva 2. Pohjavesialueiden luokittelu Suomessa (Britschgi ym., 2018).



1.5. Pohjavesien pilaantuminen

Ihmisten aiheuttama stressi pohjavesiekosysteemille voi olla fyysistd (lampdtilan
nousu), kemiallista (saasteet) tai biologista (patogeenit) (Stein ym., 2010). Pohjavesien
pilaantuminen on paitsi terveysriski pohjavettd kayttaville ihmisille ja eldimille, my6s
voimakas hdirié pohjaveteen yhteydessa oleviin ja tai siité riippuvaisille
ekosysteemeille (Babiker ym., 2004; [lmonen ym., 2012; Chen ym., 2017; Lehosmaa
ym., 2018). Pohjavesien pilaantuminen voidaan yhdistdé kiihtyneeseen vdestonkasvuun
ja sen tuomiin ongelmiin (Jones, 2009). Pilaantumisriskiin vaikuttavat useat tekijét,
kuten maankéytto ldhialueella, sekd pohjavesimuodostuman hydrogeologiset
ominaisuudet (Babiker ym., 2004; Ilmonen ym., 2012; Lehosmaa ym., 2018).
Maanviljely on maailmanlaajuisesti merkittdvin yksittdinen pohjavesid kuormittava
tekijd, mutta kaupunkiasutuksen ja pistekuormitusldhteiden (esim. teollisuuslaitokset,
turkistarhaus) on myds havaittu vaikuttavan merkittdvasti pohjavesien
ravinnekuormitukseen (Babiker ym., 2004; Lehosmaa ym., 2018).

Nitraatti (NO3") on pohjavesien osalta maailmanlaajuisesti yleisin haitta-aine, jonka
arvot nousevat usein yli méaériteltyjen raja-arvojen (Spalding & Exner, 1993; Vinod
ym., 2015). Maailman terveysjérjestd6 WHO (2017) ja Euroopan unioni (Mitikka ym.,
2020) ovat maérittineet pohjavedelle raja-arvon 50 mg L', jonka ylittédvét
pohjavesivarannot luokitellaan pilaantuneiksi. Nitraattia vapautuu useista eri
maankaiyttomuodoista (WHO, 2017). Yleisesti maanviljely, kaupunkiasutus, erilaisten
pistekuormitusten seki ulosteiden joutuminen ympéristoon ovat keskeisié
nitraattipitoisuuksia kasvattavia tekijoitd (Babiker ym., 2004). Viestonkasvu ja
kasvanut ruuan tarve ovat johtaneet maatalouden tehostumiseen, ja titd kautta
pohjavesien nitraattikuormituksen kasvuun. Nitraattia vapautuu erityisesti lannoitteista,
joita kdytetdin maanviljelyssd (Babiker ym., 2004; Spalding & Exner, 1993). Suomessa
nitraatille asetettu raja-arvo (50 mg L!) ylittyi SYKE:n 2012-2015 raporttijakson
mittauksissa neljassd maatalouden léhelld sijaitsevassa kohteessa. Kuudessa
maatalouden 14helld sijaitsevassa pisteessd havaittiin timén lisdksi kohonnut
nitraattipitoisuus (vililla 25—50 mg L'!), ja loput pisteistd luokiteltiin tilaltaan hyvéksi
(<25 mg L") (SYKE, 2017). Vuosien 2016-2019 seurantajaksolla molemmissa raja-
arvon ylittaneissé luokissa oli endd kolme kohdetta, ja nitraattipitoisuuden keskiarvoksi
142 maatalouden vaikutusalueella olevassa pohjavesimuodostumassa ilmoitettiin 10,88
mg L (Mitikka ym., 2020). Suomen ympéristoministerion raportissa todetaan, ett
nitraatti ei ole ongelma Suomen pohjavesissd (Mitikka ym., 2020).

Nitraattia kdytetddn lannoitteissa, koska se on typpiyhdiste, jonka useimmat kasvit
pystyvit ottamaan ja kisittelemddn suoraan maaperisti (Crawford & Glass, 1998).
Suomessa korkeimmat nitraatti-, ammonium- ja fosforipitoisuudet ovat yhdistettivissa
pistekuormituksiin (SYKE, 2017). Tillaisia pistekuormituksen ldhteitd ovat yleisimmin
turkis- ja taimitarhat (SYKE, 2017). Turkiseldinten uloste siséltdd typen ja fosforin eri
fraktioita, jotka imeytyvét usein riittimattomien jitteenhallintaratkaisujen takia sade- ja
sulamisvesien mukana pinta- ja pohjavesiin (Salminen ym., 2012). Ulosteista periisin
oleva ammonium on typpiyhdiste, jonka maaperissé ja pohjavedessd olevat bakteerit
muuttavat helposti nitraatiksi hapellisen nitrifikaatio-prosessin kautta (Salminen ym.,
2012). Nitrifikaatio aiheuttaa myds pohjavesien happamoitumista seké lisdd useimpien
raskasmetallien imeytymisti pohjavesiin (Salminen ym., 2012).

Myds kloridi on yleinen haitta-aine Suomen pohjavesissé, joka paédtyy ympéristoon
padsadantdisesti teiden suolauksen seurauksena (Nystén & Héanninen, 1997).
Kloridipitoisuuden nousu lisdd pohjaveden syovyttavyyttd (Tidenberg ym., 2007). Tien
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sijainti suhteessa pohjaveden havainto paikkaan, sekd ympéardivdn maaperéin rakenne
vaikuttavat merkittdvasti pohjaveden kloridipitoisuuksiin (Nystén & Hénninen, 1997).
Sdhkonjohtavuuden on havaittu luotettavasti ilmentévin maaperin ja vesistjen
kohonnutta kloridipitoisuutta (Rhoades ym., 1999).

Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu yhteys pohjaveden kemiallisen laadun,
maankdyton, bakteerien monimuotoisuuden seké hapetus-pelkistyspotentiaalin valilla
(Sirisena ym., 2013; Lehosmaa ym., 2018). Pohjaveden kemiallinen laatu on siten
merkittdvd bakteeriyhteison rakennetta séételev tekijé (Sirisena, ym., 2013). [Imid
toimii myos kdénteisesti, silld myds bakteerit vaikuttavat pohjaveden kemialliseen
laatuun, kun ne hankkivat energiaa liuenneen raudan, mangaanin, typen, sulfaatin,
nitraatin sekd monien muiden alkuaineiden ja yhdisteiden hapetus-pelkistysreaktioilla
(Sirisena ym., 2013, Ben Maamar ym. 2015). Tdmén my6ti on odotettavissa, ettd
pienetkin muutokset pohjaveden kemiallisessa laadussa tai akviferin sedimentissa
johtavat muutokseen bakteeriyhteison rakenteessa (Haack ym., 2004). Veden
kemiallisen laadun muuttumisen on havaittu vaikuttavan myos keskeisiin ekosysteemin
ylldpitdmiin prosesseihin (Woodward, 2012). Esimerkiksi orgaanisen aineksen
hajotuksen osalta on virtavesiekosysteemeissd havaittu, ettd hajotustehokkuus usein
kasvaa ravinnekuormituksen myo6té, kunnes pitoisuudet kasvavat haitallisen korkeiksi ja
alkavat heikentda elioston kykya ylldpitdd toimintoja (Woodward ym., 2012).
Vastaavankaltainen yksihuippuinen vaste onkin todenndkdinen my6s pohjavesissi ja
niistd riippuvissa ekosysteemeissd (Lehosmaa ym., 2018).

1.7. Tutkimuksen tavotteet

On tdarkedd kasvattaa tietimystd pohjaveden kemiallisen laadun ja
pohjavesiekosysteemin vélisistd suhteista, jotta pohjavesid ja niistd riippuvaisia
ekosysteemeji pystytidén suojelemaan paremmin ihmistoiminnan vaikutuksilta (Griebler
& Lueders, 2009; Stein ym., 2010; Cantonati ym., 2012; Sirisena ym., 2018).
Ekologisen tilan kartoitus on edellytys pohjavesien suojelemiselle, ja toistaiseksi selkeét
kriteerit tdhin puuttuvat (Gribler ym., 2010). Témén pro gradu -tutkielman tarkoitus on
tarkastella miten eri maankayttomuodot (rakennetut alueet, maatalous ja ndiden
yhteisvaikutus) muuttavat pohjavesien kemiallista laatua ja niiden bakteeriyhteisdjen
monimuotoisuutta, rakennetta ja toimintaa. Tarkastelin 64 Eteléd- ja Keski-Suomessa
sijaitsevan ldhteen ympdroivdd maankayttdd, vesikemiallista laatua ja bakteeriyhteisojé.
Ty0ssi testaan kolmea tutkimushypoteesia, jotka ovat; 1) ldhialueen maankaytto
muuttaa pohjaveden laadullisia (nitraatti- ja kloridipitoisuus) ominaisuuksia 2)
maankayttd ja siitd johtuvat muutokset pohjaveden laadussa muuttavat yhteisdjen
rakennetta ja vdhentdvét pohjavesibakteeriston paikallista monimuotoisuutta (o~
diversiteetti) ja yhteisovaihtelua (B-diversiteetti) ja 3) muutokset bakteeriyhteisdjen
koostumuksessa heijastuvat keskeisiin ekosysteemiprosesseihin (orgaanisen aineksen
hajotus) ja timi suhde on yksi huippuinen, eli ensin nouseva, mutta tietyn taitepisteen
jélkeen laskeva (Woodward ym., 2012).
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2. Johdanto

2.1Tutkimuspaikkojen valinta ja tutkimusasetelma

Tutkielmaan valittiin 64 Eteld-Suomen (66.72°- 69.07° P; 27.82°- 49.86° I) alueella
sijaitsevaa lahdettd. Eteldisessd Suomessa on runsaasti maataloutta, suuria
kaupunkikeskittymid seka lukuisia kemialliselta laadultaan poikkeavia harjualueisiin
muodostuneita pohjavesimuodostumia, miké tarjoaa ihanteellisen tutkimusalueen tyon
toteuttamiseen.

Tyon aineisto keréttiin tutkimusalueen ldhteistd ja muista pohjaveden purkaumakohdista
kesien 2015 ja 2017 aikana. Léhteisti otettujen vesindytteiden on aiemmissa
tutkimuksissa havaittu edustavan hyvin koko pohjavesimuodostumaa (Pronk ym.,
2009). Vuonna 2015 alkukesalla keréttiin naytteitd 21 1dhteestd ja 2017 tétd aineistoa
tdydennettiin 43 uudella kohteella. Tavoitteena oli 10yti4 eri maankédyttomuotojen 1)
lahiympériston maankdytdltdin muuttumattomia, 2) viljelymaiden 3) rakennettujen
alueiden ja viljelymaiden 4) rakennettujen alueiden ympéardimid lahteita.
Tutkimusldhteet etsittiin hyodyntden maastokarttoja, seurantaraportteja, alueellisia
lahdekartoituksia sekd ympdristohallinnon ylldpitimidi POVET-tietokantaa Suomen
pohjavesialueista ja niiden seurantapisteista.

Kullekin paikalle méériteltiin ArcGis-ohjelmistossa (ESRI, 2011) halkaisijaltaan
kahden kilometrin puskurialue, jolta laskettiin kunkin tutkimuskohteen maank&yttoa
kuvaavia muuttujia kdyttden CORINE 2012 -aineiston tason 2 maanpeitetietoja.
Maanpeitetietojen avulla tutkimuskohteet luokiteltiin neljdéin eri maankayttdluokkaan;
luonnontilainen (9), pelto (19), kaupunki-pelto (18), ja kaupunki (n=18) (Kuva 3).
Peltoldhteiden tdrkein ilmaiseva muuttuja oli maatalousalueiden suhteellinen osuus
puskurialueella. Kaupunkiléhteilld tdimé vuorostaan oli rakennettujen alueiden osuus, ja
kaupunki-peltolédhteiden ympériltd 16ytyi seké peltoja ettd rakennettuja alueita.
Luonnontilaisilla tutkimuskohteilla maank&yttd oli merkittdvasti vihdisempéa ja
lahiympéristo koostui pddosin varttuneista metsistd (Kuva 3). Tdman liséksi
puskurialueilta mééritettiin tieverkoston tiheys (km km2) kdyttden Viylaviraston
Digiroad-aineistoa seké asukastiheys (asukasta km2) kéyttden Tilastokeskuksen
véestoruutuaineistoa.

a)

Kuva 3. Esimerkkeja eri lahdeluokkia ympardivista puskurialueista maastokarttakuvassa (ylarivi), seka
CORINE 2012 rasterikuvassa-kuvassa (alarivi). Rasterikuvassa harmaa vari kuvaa maanviljelya, musta
rakennettua aluetta ja valkoinen metséa. a) Luonnontilainen lahde (N=9), b) Peltoldhde (N=19), c)
Kaupunki-peltolahde (N=18), d) Kaupunki-lahde (N=18)
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Luonnontilaisten ldhteiden kahden kilometrin halkaisijalla olevalla alueella
rakennettujen alueiden ja peltojen prosentuaalinen osuus oli selvésti pienin, kun taas
metsien maddrd vyohykkeesti oli selkedsti suurin (Kuva 4). Peltoldhteiksi luokitelluilla
paikoilla peltojen méérd oli ryhmistd korkein (keskiarvo noin 40 %), mutta
rakennettujen alueiden médra alle 10 %. Kaupunkildhteissé rakennettujen alueiden
suhteellinen osuus oli keskiarvoltaan noin 47 % (Kuva 4). Peltoja kaupunkiléhteissa oli
keskimiirin alle 5 %. Kaupunki-pelto-lidhteiksi luokiteltu ryhma asettui peltojen ja
rakennettujen alueiden osuuksien suhteen kaupunki- ja peltoldhteiden viliin (peltojen
osuus noin 20 %, rakennettujen alueiden osuus noin 22 %). Metsien osuus laski
rakennettujen alueiden nousun myo6td (Kuva 4).

a) Metsat b) Pellot C) Rakennetut alueet
80 — 80 — X 80 —
[0
o 60 60 — g 60 —
R ® ©
z 5 E
© 40 E 40 g 40 —
= [0}
X
20 20 & 20
0 - 0 4 == ; 0 4 =
T o0 | T o T T et | T o T T en ] T o T o
\_uonr\o““\a\“ Pe\\k‘;’“pun““p?gauv"“\u Luon“oﬂ\‘\a‘ Pe\\(‘;’ upur\\‘"‘)iau‘;’““w LuO““O““\a‘ Pev\\‘;’ upur\\“")iauv"‘“w

Kuva 4. a) Metsien, b) peltojen ja c) rakennettujen alueiden osuudet kahden kilometrin halkaisijalla
olevalla puskurialueella eri maankéayttdluokissa. Laatikkodiagrammin keskimmainen paksu viiva kuvaa

mediaania ja laatikon reunat rajaavat ylemman ja alemman neljdnneksen havainnoista. Janat laatikon yl&-
ja alapuolella kuvaavat &ériarvoja.

2.2. Naytteenotto

Néytteenotto tapahtui kahdessa osassa: 8.6. -12.6.2015 (21 14hdettd) ja 29.5. -2.6.2017
(43 lahdettd). Jokaisessa kohteessa pohjaveden purkaumapiste paikannettiin
lampokameralla (Flir C2, FLIR Systems, Wilsonville, Oregon, USA). Purkaumapisteen
kohdalta otettiin vesindytteet bakteerilajiston, nitraatin, vedyn ja hapen isotooppien sekd
liuenneen orgaanisen hiilen méairitystd (DOC) varten. Tamén lisdksi lahdehabitaatin
luonnontila arvioitiin visuaalisesti (Heino et al. 2005), sekd vedestd mitattiin pH,
sahkonjohtavuus ja ldmpotila WTW Multi 3501 (WTW, Weilheim, Saksa)
kenttamittarin avulla. Sahkonjohtavuutta kéytettiin koko aineistossa kloridipitoisuuden
indikaattorina, silld ne korreloivat voimakkaasti vuoden 2015 aineistossa (r = 0.91).

2.3. Mikrobihajotustoiminnan mittaus

Orgaanisen materiaalin (selluloosa) hajotustoimintaa mitattiin standardisoidulla
puuvillakangas-kokeella (Tiegs ym., 2013). Orgaanisen aineksen hajoamista mitattiin
15 néytteenoton yhteydessi valitusta lahteestd. Nama ldhteet valittiin edustamaan
vaihtelevaa maankdyttod ja vesikemiaa. Puuvillakangas-menetelmé on vakiinnuttanut
paikaansa sisévesien ekologisessa tutkimuksessa (Colas ym., 2019). Menetelmén on
havaittu antavan hyvin késityksen bakteerien yleisesti aktiivisuudesta, sekd
sellulolyyttisten bakteerien runsaudesta, ja se on havaittu toimivaksi my6s pohjavesien
mikrobiaalisen aktiivisuuden selvittimisessd (Lategan ym., 2010). Puuvillakankaiden
valmistelussa, kokeessa ja jalkikisittelyssd noudatettiin Tiegs ym. (2013) ohjeistusta.
Puuvillakankaat (2.5 x 8 cm) punnittiin ennen koetta ja kolme kappaletta kankaita
kiinnitettiin tasavélein kahdelle 80 cm nylon-narulle, jotka kiinnitettiin ankkurina
toimivaan rakennustiileen ja tiili asetettiin 1&hteen pohjaan. Inkubointiajat olivat
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ensimmaiselle osalle (n=3) kankaita kuusi viikkoa ja toiselle osalle (n=3) 12 viikkoa ja
inkuboinnin jélkeen hajotustoiminta pysdytettiin uittamalla kankaita 96 % etanolissa 60
sekunnin ajan. Laboratoriossa puuvillakankaat kuivattiin uunissa 50 °C ldmpétilassa 48
tunnin ajan, minka jélkeen kankaat punnittiin uudelleen. Kankaiden vetolujuus
Newtoneina (N) testattiin tensiometrilld (Zwick/Roell Z010, Saksa). Kangasliuskaa
vedettiin tasaisella voimalla (2cm/min), kunnes kangas repesi. Inkuboitujen kankaiden
vetolujuutta verrattiin kontrollikankaiden keskiméardiseen vetolujuuteen. Taméa
médritettiin mittaamalla kymmenen hanavedessé kastetun ja uunissa kuivatun
kangasliuskan vetolujuuden keskiarvo. Vetolujuushévikki laskettiin inkubointijaksoa
kohden (Tiegs ym., 2013). Kuuden ja 12 viikon inkubointiajoista laskettiin keskiarvot,
joita kéytettiin tilastollisissa analyyseissd. Kullakin paikalla toiseen naruista kiinnitettiin
lampdatilaloggeri (iButton, Thermochron; Maxim Integrated, San Jose, CA, USA) joka
mittasi veden ldmp6tilaa 60 minuutin vélein. Pdivittdisten 1dmpdtilojen keskiarvojen
summat eivét kuitenkaan eronneet merkitsevisti maankdyttoryhmien vililld, joten
hajoamisnopeuksiin ei ndhty tarvetta tehdd lampoétilakorjauksia.

2.4. Molekyylibiologiset menetelmat

Bakteeriyhteis6jen rakenteen ja monimuotoisuuden selvittdimiseksi pohjavesindytteista
eristettiin ribosomaalinen DNA (rDNA), jonka jdlkeen 16S rRNA V4-V5 geenialue
monistettiin polymeraasiketjureaktiolla (PCR). DNA:n eristiminen tehtiin Oulun
yliopiston Ekologian ja Genetiikan Tutkimusyksikdn molekyylibiologian laboratoriossa
Qiagenin DNeasy PowerWater®-eristysmenetelmélld valmistajan ohjeita seuraten.
Eristyksen jilkeen nédytteiden puhtaus, sekd DNA:n konsentraatio testattiin
spektrofotometrisesti NanoDrop- laitteella (Thermo Scientific).

2.4.1. PCR

Eristettyjen ndytteiden DNA monistettiin polymeraasiketjureaktiossa (PCR). Jokaisesta
néytteestd tehtiin PCR-ajoa varten kolme rinnakkaisndytettd. PCR:n Mastermix-
liuoksen osat olivat steriili vesi, GC-puskurilious, R-aluke (9262tr), INTP
(deoksinukleotidit) ja polymeraasientsyymi. PCR-reaktioliuoksen ainesosien mééra per
reaktio on eritelty Taulukossa 1. GC-puskuriliuos parantaa PCR-reaktion olosuhteita
monistumisen onnistumiseksi, sekd vakauttaa polymeraasiaentsyymin toimintaa.
Polymeraasientsyymi rakentaa kopioitavan juosteen deoksinukleotideistd (ANTP). R- ja
F-alukkeiden (Forward primer) tehtévi on rajata DNA-juosteen 5°- ja 3’-pdisti alue,
jonka polymeraasientsyymi monistaa. F-aluke oli jokaiselle néytteelle yksildllinen, jotta
ndytteet pystyttiin tunnistamaan PCR:n jdlkeen (Madigan ym., 2009). Liséksi jokaiseen
ajoon lisdttiin negatiivinen kontrolli, jonka tarkoitus oli ilmaista mahdollinen
kontaminaatio.

Varsinaiset reaktiot tehtiin Veriti ® Thermal Cycler (Life Technologies) PCR-laitteella.
PCR perustuu kolmen eri vaiheen toistamiseen. Ndma vaiheet ovat denaturaatio,
alukkeiden kiinnittymisvaihe ja pidentyminen (Taulukko 2) (Madigan ym., 2009).
Denaturaatiossa DNA:n vastinjuosteet eroavat toisistaan. Tdmén jélkeen seos viilentyy
ja alukkeet ja polymeraasi kiinnittyvét toisistaan eronneisiin juosteisiin. Viimeisessé
vaiheessa, eli pidentymisessi, polymeraasi jatkaa alukkeita rakentamalla
deoksinukleotideistd uudet vastinjuosteet kédyttden kohdejuostetta templaattina
(Madigan ym., 2009). Niiti edelld mainittua kolmea syklid toistetaan useita kertoja,
jolloin haluttu DNA-alue on kopioitunut jopa miljoonakertaiseksi (Madigan ym., 2009).
Kayttdmédssimme ohjelmassa suoritettiin ensin kolmen minuutin alkudenaturaatio,
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jonka jdlkeen kolme vaihetta toistettiin 30 kertaa. Lopuksi laite laskee ldmpotilan
4°C:een. Vihdisen DNA-miéran takia joidenkin néytteiden reaktioliuokseen liséttiin
eristetyn DNA-templaatin méaérdé, jotta monistuminen saatiin optimoitua

nédytekohtaisesti.

Taulukko 1. PCR-reaktioliuoksen osat ja niiden méaarat

H20 (molegrade) 11,4 pl
GC-puskuriliuos 4 ul
R-aluke 1pl
dNTP 0,4 pl
Phusion Il DNA-polymeraasi 0,2 ul
Mastermix =17 pl
Nayte (templaatti-DNA) 2 ul
F-aluke 1pl
Yhteensa =20 pl

Taulukko 2. PCR-ohjelma ja sen eri vaiheet, seka niiden l[ampatilat, ajat ja syklien maarat

PCR-vaihe Lampétila(°C) Aika(min) Syklien mééra
Alkudenaturaatio 98 3:00 1

Denaturaatio 98 0:10

Alukkeiden kiinnittyminen 64 0:30 30
Pidentyminen 72 0:20

Lopullinen pidentyminen 72 5:00 1

PCR:n jidlkeen monistumisen onnistuminen testattiin agaroosigeelielektroforeesilla,
jossa kaytettiin agaroosigeelid. Agaroosigeeli kuvattiin Bio-Rad-Image-
kuvantamislaitteella (Bio-Rad Laboratories Inc.) (Kuva 5). Agaroosigeelilld méaritetdan
DNA-fragmenttien koko. Valmis geeli asetettiin ajolaitteeseen, jossa puskurinesteend
kaytettiin 1 % TAE. Ensimméiseen kuoppaan (Kuva 5, alin rivi) pipetoitiin 5 pl Gene
Ruler DNA Ladder, joka mahdollistaa DNA- tai RNA- molekyylien koon tunnistamisen
merkkaamalla geeliin eri kohdat eri kokoisille molekyyleille. Muihin kuoppiin
pipetoitiin 5 pl ndytettd sekd 1 ul SYBR Green-viriainetta. Ajolaitteen toisessa padssa
on anodi ja toisessa katodi, ja ajo tapahtuu katodiin pdin. Téssd tyOssd kdytettiin 20
minuutin ajoaikaa, 125 V jénnitettd ja 250 mA virtausta. PCR:ssd monistettu geenialue
oli 16S:n V4-V5 geenialue, jonka lopputuote noin 500 emésparia (Kuva 5).
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Kuva 5. Agaroosigeelielektroforeesi. Alimmalla rivilla Gene Ruler DNA Ladder, joka jattaa geeliin portaat,
jotka nayttavat kohdat eri DNA-maérille. Kaikki ensimmaisen sarakkeen kuoppien néytteet (vasen), ovat
onnistuneita. Puhdas lopputuote on 500 emésparia.

2.5. Bioinformatiikka
2.5.1. Sekvensointi

Ennen varsinaista sekvensointia ndytteet monistettiin emulsio-PCR:118, jossa DNA
pilkotaan osiin, joihin liitetddn adapterit (Kanagal-Shamanna, 2016). Adapterien avulla
pilkotut templaatti-DNA-fragmentit kiinnittyvat helmiin. Yhteen helmeen voi kiinnittya
vain yksi templaatti (Kanagal-Shamanna, 2016). Taméin jdlkeen helmet lisétdén yhteen
seokseen, jossa itse monistuminen tapahtuu, eli templaatti-DNA:ta kopioidaan helmen
pinnalle (Kanagal-Shamanna, 2016). Monistetun DNA:n biokemiallinen informaatio
muutettiin digitaaliseen muotoon sekvensoimalla (Life Technologies Corporation,
2013). Tama tapahtui puolijohdesekvensointitekniikkaa hyddyntivélld Ion Torrent-
sekvensointilaitteella (Ion Torrent™ Personal Genome Machine® (PGM) System,
Thermo Fisher Scientific). Menetelmé perustuu DNA:n polymerisaatiossa vapautuvien
vetyionien reaaliaikaiseen havaitsemiseen (Life Technologies Corporation, 2013).
Monistumisen jélkeen helmet siirretddn mikrosirulle, joka asetetaan itse
sekvensointilaitteeseen. DNA-polymeraasi rakentaa puolikkaalle juosteelle
vastinjuostetta, jonka yhteydessd Ion Torrent havaitsee jokaisen uuden nukleotidin.
Tamé& on mahdollista, koska nukleotidit, joista vastinjuoste rakentuu, ovat omilla
vetyioneilla merkattuja. Fluoresenssiin perustuvat anturit havaitsevat eri taajuuksia
vapautuneista vetyioneista, joista voidaan paitelld, mikd nukleotidi on kyseessé
(Kanagal-Shamanna, 2016).

2.5.2. Bioinformatiikka

Sekvenssit analysoitiin QIIME 2 (Quantitative insights Into Microbial Ecology) —
ohjelmistolla (Bolyen ym., 2018). Dada2 (error rate) algoritmia sekd SILVA tietokantaa
hyddynnettiin sekvenssien analysoimisessa sekd ESVs (Exact Sequence variants)
tunnistamisessa. Bioinformatiikkaosuuden teki tutkimusryhmén muu jésen.
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2.6. Tilastolliset menetelmat

Tilastolliset analyysit suoritettiin R-ohjelmistolla (R Core Team, 2018). Analyyseissé
kaytettiin R:n pakettia vegan (Oksanen ym., 2013). Ympdristomuuttujien paikka- ja
ryhmékohtaista vaihtelua tarkasteltiin laatikkodiagrammeilla seké
padkomponenttianalyysilld (Principal Component Analysis, PCA).

Monimuuttujamenetelmissd moniulotteinen aineisto jarjestetddn kaksiulotteiseen
avaruuteen, jolla pyritdin saamaan aineisto helposti hahmotettavampaan muotoon
menettdmattd oleellista tietoa. PCA pyrkii selittimdén moniulotteisen aineiston
varianssi-kovarianssirakennetta yhdistimalla alkuperéisid muuttujia muutamiksi
latenteiksi muuttujiksi, eli paddkomponenteiksi, minkd avulla pyritdén redusoimaan ja
tulkitsemaan aineistoa (Johnson, 2002). Téssi tyossd PCA:1la tarkasteltiin
maankayttdluokkien vilisid eroja ymparistdmuuttujien ja maankiyton suhteen, eli oliko
maankayttdluokkien vililld eroa myds ymparistomuuttujien suhteen. Erojen
merkitsevyyttd testattiin PERMANOV A-testilld euklidisia etdisyyksid kéyttden
(permutational multivariate analysis of variance; 999 permutaatiota; adonis-funktio,
paketti vegan). Ympéristomuuttujien vaihtelua eri maankiyttoluokissa kuvattiin
laatikkodiagrammeilla. Erojen merkitsevyyttd testattiin yksisuuntaisella
varianssianalyysilld (one-way ANOVA), johon siséllytettiin myods Tukeyn HSD-testi
(honest significant difference), jolla testattiin eri ryhmien parittaisia eroja.

Yhteisdjen rakenteen ja sitd sddtelevien ymparistotekijoiden tarkasteluun kaytettiin
etdisyyksiin perustuvaa redundanssianalyysia (distance-based redundancy analysis,
dbRDA, R vegan-paketti). dbRDA on epdsymmetrinen ordinaatiomenetelma, jonka
avulla tarkasteltiin, eroavatko maankdyttoryhmét bakteerien lajikoostumuksen osalta ja
toisaalta, mitkd ympéristomuuttujat selittdvat parhaiten lajikoostumuksen vaihtelua
paikkojen vililld. Menetelma sallii perinteisestd redundanssianalyysista (RDA) poiketen
muiden kuin euklidisten etdisyysmittojen kdyton, kuten Bray Curtis -etdisyysmitta, jota
my0s tdssi tyossd kéytettiin (Oksanen ym., 2013). Ympéristomuuttujille tehtiin
nelidjuurimuunnos eri muuttujien vilisten erojen tasoittamiseksi. Ymparistomuuttujien
vélinen multikollineaarisuus arvioitiin car R-paketin vif-komennolla (variance inflation
factor; VIF) ja voimakkaasti keskendén korreloituneet muuttujat (VIF > 5) poistettiin
alustavasta mallista. Ympéristomuuttujien ja yhteisdordinaation vélisia
riippuvuussuhteita testattiin ja lopulliseen malliin valikoituvat ymparistomuuttujat
valittiin permutaatioihin (n=999) perustuvan askeltavan muuttujavalinnan avulla
(ordistep-funktio, vegan-paketti).

Eroja bakteeriyhteisdjen rakenteessa eri maankéyttoryhmien vililld testattiin
PERMANOVA-testilld (permutational multivariate analysis of variance; 999
permutaatiota; adonis-funktio, paketti vegan). Merkitsevén yleistestin jélkeen ryhmien
vilisid eroja testattiin parittaisilla PERMANOV A-testeilld. Bakteerien ESV-runsauksien
eroja luonnontilaisten léhteiden ja eri maankayttdryhmien viélilla testattiin yleistetylld
lineaarisella mallilla (generalized linear model, GLM) kiyttiden poisson virhejakaumaa.

Yhteisovaihtelun (1. B-diversiteetti) eroja maankayttdryhmien vélillé testattiin
betadisper-funktion avulla (vegan-paketti). Menetelma arvioi jokaiselle ryhmalle
painopisteen pdékoordinaattianalyysid (Principal Coordinates Analysis; PCoA)
kayttden, ja laskee kullekin paikalle etdisyyden téstd painopisteestd. Painopiste kuvastaa
ns. malliyhteisdd. Mitd suurempi etdisyys on painopisteeseen, sitd enemman
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yhteisokoostumuksellista vaihtelua luokan sisdlld on. Yhteisovaihtelujen varianssille
tehtiin myds Tukey HSD-testi (honest significant difference), joka testaa, ovatko
ryhmien vélilld olevat erot tilastollisesti merkitsevid.

Padryhmien osuuksia kuvaavassa pylviskuvaajassa bakteerien paddaryhmat yhdistettiin
QIIME2:n 6-tason (sukutaso) taksoneista, koska tdtd tasoa kaytettiin muissa testeissa.
My0s kaikki samaan maankayttdluokkaan kuuluvat paikat yhdistettiin. Yhteis6jen eroja
tarkasteltiin myds maankdyttoryhmien jakamien ja ryhmédkohtaisten ESV-médarien
suhteen Venn-diagrammilla (paketti gplots, Warnes ym., 2016). Venn-diagrammia
kéaytetddn useiden joukkojen yhtédldisyyksien ja eroavaisuuksien tarkasteluun ja sen
kayttd mikrobiomien tarkastelussa on yleistynyt (Shade & Handelsman, 2012).

Nitraattipitoisuuden ja bakteerien ESV-miéran sekd puuvillakankaiden
vetolujuushdvikin vélistd suhdetta tarkasteltiin lineaarisen regressioanalyysin avulla.
Koska ldhteet olivat epétasaisesti jakaantuneet nitraattigradientille, tehtiin
nitraattiarvoille kymmenkantainen logaritmimuunnos. Vasteen mahdollisen
yksihuippuisuuden testaamiseksi malleihin siséllytettiin my0s toisen asteen termi,
mikali se paransi mallin sovitetta. Vaihtoehtoisten mallien vertaaminen perustui Akaike
Information Criterion -arvoon (AIC) ja toisen asteen malli valittiin, mikéli sen AIC-arvo
oli > 2 yksikkdd pienempi yhden termin malliin verrattuna.
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3. Tulokset

3.1. Maankayton vaikutus pohjaveden kemialliseen laatuun

Veden kemiallinen laatu ilmentdd ympérdivdd maankayttod, joka on ndhtévilla Kuvassa
6, johon on otettu mukaan ldhialueen maankéyttoon liittyvit muuttujat, mitatut
vesikemialliset muuttujat (nitraatti, DOC, lampétila, sdhkonjohtavuus (EC), pH ja
kokonaisfosfori) sekd muutama ndytteenoton yhteydessé arvioitu paikkakohtainen
ympéristomuuttuja (ldhdeympaériston luonnontilaisuus ja varjostus). Maankdyttoryhmét
erosivat merkitsevasti toisistaan ympéristomuuttujien suhteen (PERMANOVA F3 0=
7.2, P=0.001). Pddkomponenttianalyysin ensimmadiset kolme padkomponenttia
selittivét yhteensd 61.35% ympdristdaineiston vaihtelusta. Ensimmaéinen
padkomponentti (PC1) korreloi vahvasti rakennettujen alueiden osuuden, teiden méaéran
ja asukastiheyden seké veden ldmpdtilan ja sdhkonjohtavuuden kanssa. PC2 korreloi
eniten ldhdehabitaatin luonnontilaisuuden, varjostuksen, peltojen osuuden ja
kokonaisfosforipitoisuuden kanssa. Maankayttoryhmét sijoittuivat ordinaatiossa siten,
ettd varjostus, ldhdehabitaatin luonnontilaisuus ja metsien osuus puskurialueella
latautuivat luonnontilaistenldhteiden suuntaan. Peltoldhteitd ilmensi peltojen osuus
puskurialueella. Kaupunki-peltoldhteet asettuivat ordinaation keskelle, ja titen se ryhmé
korreloi kaikkien ympdristomuuttujien suhteen, mutta véhemmaén, kuin muut
maankayttoryhmat. Kaupunkildhteitd ilmensi tieverkostojen mairé, rakennettujen
alueiden osuus ja asukastiheys puskurialueella. Nitraattipitoisuus, pH, kokonaisfosfori,
lampdatila ja sdhkonjohtavuus korreloivat kaikkien maank&yttoryhmien kanssa.
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Kuva 6. Maankayttdryhmien sijoittuminen kaksiulotteisessa PCA-ordinaatiossa. Ellipsit kuvaavat
ryhmékohtaisia 95% luottamuspilvié laskettuna paikkojen keskihajonnan perusteella ja nuolet kuvaavat eri
ymparistdmuuttujien latautumisen suuntaa ja voimakkuutta suhteessa padkomponetteihin. REF=
luonnontilaiset ja K-Pelto = kaupunki-peltolahteet.

Mitattujen nitraattipitoisuuksien vaihteluvili aineistossa oli 0.9-8000 ug L™ ja keskiarvo
(£SD) oli 1460+1799 pg L'!. Ryhmékohtaiset nitraattipitoisuuden keskiarvot (+SD)
olivat: pelto = 1571+1545 pg L', kaupunki-pelto = 19614+2503 ug L! ja kaupunki =
153441380 pg L', Luonnontilaisissa ldhteissd vastaava luku oli 76+87.5 ug L.
Kloridipitoisuuden indikaattorina kdytetyn sahkonjohtavuuden keskiarvo (=SD) koko
aineistossa oli 196.2+186.7 uS cm™!, luonnontilaisissa ldhteissd 44.7+19.3 uS cm’!,
peltolihteissd 179.6+107.6 uS cm™!, kaupunki-pelto-lidhteissd 153.5+93.6 uS cm! ja
kaupunki-lahteissd 332.1+£272.2 uS cm’!. Veden kemiallinen laatu muuttui maankayton
myoOtéd sekd nitraattipitoisuuden (ANOVA; F360= 4.8, P = 0.005) ettd
sdhkonjohtavuuden (F3 0= 16.1, P <0.001) osalta (Kuva 7). Maankayton vaikutuksen
alaiset ldhteet erosivat merkitsevésti luonnontilaisista léhteistd sekd nitraatin (pelto: P <
0.01, kaupunkipelto: P < 0.05, kaupunki: P < 0.01), ettd sdhkonjohtavuuden (pelto: P <
0.001, kaupunkipelto: P < 0.001, kaupunki: P <0.001) osalta (Kuva 7).
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Kuva 7. a) Nitraattipitoisuuden ja b) sédhkodnjohtavuuden vaihteluvali, mediaani, seké yla- ja alaneljannes
eri maankayttéluokissa. Ryhmat jotka jakavat saman kirjaimen, eivat eroa toisistaan merkitsevasti
riskitasolla P < 0.05 (ANOVA, Tukey HSD, P < 0.001).

3.2. Maankayton vaikutus bakteeriyhteisoihin

Kaikkiaan aineistosta 10ydettiin 1890 sukutason bakteeri-ESV:té ja 52 pédjaksoa, joista
48 % oli proteobakteereja, 17 % bakteroideja ja 15 % cyanobakteereja. Muita
merkittdvid padjaksoja olivat acidobakteerit (4,5 %) ja Omnitrophicaoeta (4 %). Ryhmi
“muut” piti siséllddn pienemmat padryhmaét, yhteensé 6,7 % kaikista 16ydetyisti
taksoneista. "Muut”-ryhma oli suurempi luonnontilaisissa ldhteissd (9,9 %) kuin pelto-
(5,7 %), kaupunki-pelto- (5,3 %) tai kaupunkildhteissa (5,8 %). Tama ryhmé koostui
pienemmistd pdaryhmistd, kuten aktinobakteereista, Elusimicrobia ja Rokubacteria.
Samankaltainen tulos oli havaittavissa kaikissa muissa padryhmissé paitsi kahdessa
suurimmassa, eli proteobakteerit (luonnontilainen: 40 %, pelto: 52,3 %, kaupunki-pelto:
51,5 % ja kaupunki: 49,9 %) ja Bakteroidea (luonnontilainen: 40 %, pelto: 52,3 %,
kaupunki-pelto: 51,5 % ja kaupunki: 49,9 %) seké pédjaksossa firmikuutit (Kuva 8).
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Kuva 8. Bakteerien paéjaksojen suhteelliset osuudet eri maankayttdluokissa. "Muut”-ryhma pitaa siséllaan
kaikki pienemmét p&ajaksot.

Nitraattipitoisuuden ja bakteerien ESV-mairén vililld havaittiin yksihuippuinen vaste,
jonka taitekohta oli ~100 pg L' (R2=0.163, P = 0.019; Kuva 9a). Bakteerien
monimuotoisuus 14hti pieneneméin verrattain alhaisissa nitraattipitoisuuksissa, ja jo yli
1000 pg L! pitoisuuksissa ESV-madiri laski alle luonnontilaisten ldhteiden keskiarvon.
Bakteerien ESV-mééri oli suurin luonnontilaisissa ldhteissd. Kaupunki-pelto- (GLM: t
=-2.227, P =0.03) ja kaupunkiléhteet (t = -2.064, P = 0.044) erosivat ESV-méiirien
osalta luonnontilaisista merkitsevasti, mutta peltoldhteiden (t =-1.701, P =0.0941)
suhteen ero ei ollut merkitseva (Kuva 9b).

Bakteeriyhteis6jen rakenne maankdyttoryhmien vililld erosi merkitsevisti
(PERMANOVA, F360 = 1.75, P <0.001) (Kuva 10). Parittaiset PERMANOV A-testit
osoittivat, ettd pelto- (R? = 0.081, P < 0.05), kaupunki-pelto- (R> = 0.079, P < 0.01) ja
kaupunkildhteiden (R>= 0.101, P < 0.01) bakteeriyhteisot erosivat merkitsevésti
luonnontilaisten ldhteiden yhteisoistd. Sen sijaan maankdyton muuttamien ldahteiden
vélilld ei ollut merkitsevié eroja. Parhaiten yhteisdjen vaihtelua selittivdt metsien osuus
(F1,50 = 2.18, P=0.02), liuennut orgaaninen hiili (DOC) (F1,50 = 1.84, P =10.008),
nitraattipitoisuus (F1,50 = 1.62, P = 0.018) ja ldhdehabitaatin varjostus (F1,50 = 1.39, P =
0.047) (Kuva 10).
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Kuva 9. a) Bakteerien ESV-méaéran suhde nitraattipitoisuuteen, b) Bakteerien ESV-maara eri
maankayttoluokissa. Téhdet hajontaviivojen ylapuolella ilmaisevat tilastollisesti merkitsevaa eroa
Luonnontilaiset-ryhmé&an (* P < 0.05).
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Kuva 10. Eri maankayttéryhmien sijoittuminen bakteeriyhteiséjen mukaan dbRDA-ordinaatiossa. Eri
maankayttéluokkiin kuuluville Iahteille on piirretty luottamusellipsit, jotka osoittavat 95% luottamusvalia
painopisteen ymparilla. Nuolet kuvaavat mihin suuntaan mentéessa parhaiten yhteisévaihtelua selittavat
ymparistdbmuuttujat kasvavat.
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Ryhmien sisdinen B-diversiteetti kasvoi maankdyton myoté ja oli merkitsevésti
suurempaa kaupunki-pelto- (P = 0.021) ja kaupunkildhteissa (P = 0.020)
luonnontilaisiin 1dhteisiin verrattuna (Kuva 11). Peltoldhteissd ero ei ollut merkitsevé (P
=0.201).
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Kuva 11. Beta-diversiteetti eri maankayttéluokkien sisélla. Tahdet hajontaviivojen ylapuolella iimaisevat
tilastollisesti merkitsevaa eroa Luonnontilaiset-ryhmaan (* P < 0.05).

Luonnontilaisissa ldhteissd havaittiin 131 yksinomaan tdssi ryhmaissé havaittua ESV:ti,
peltoldhteissd vastaava luku oli 201, kaupunki-peltoldhteissd 119 ja kaupunkildhteissa
179 (Kuva 12). Kaikissa maankayttdluokissa yhteisid ESV:td oli 585. Maankéyton
muuttamat pelto-, kaupunki-pelto ja kaupunki-ldhteet pitivét sisdllddn 118 yhteistd
ESV:ta.

Kaupunki-Pelto

Kaupunki

Kuva 12. Venn-diagrammi, joka kuvaa eri bakteeritaksonien (ESV) jakautumista maankayttéryhmien
valilla. Jokaisen joukon luvut kertovat niiden bakteeritaksonien maaran, jotka l6ytyivat vain kyseista
luokasta, ja luokkien leikkaukset kertovat, kuinka monta taksonia ryhmét jakavat keskenaan. Jokainen
taksoni voi kuulua vain yhteen joukkoon diagrammissa.
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3.3. Mikrobien hajotustoiminta

Mikrobien aiheuttaman orgaanisen aineksen hajotustoiminnan havaittiin vastaavan
ESV-runsauden lailla yksihuippuisesti nitraattipitoisuuden kasvuun (R? =0.195, P =
0.05) (Kuva 13). Mikrobien hajotustoiminta kiihtyi aluksi nitraattipitoisuuden
noustessa, mutta lhti alenemaan nitraattipitoisuuden ollessa noin 400 pug L'! ja kdantyi
jyrkkéan laskuun yli 1000 pg L! pitoisuuksissa (Kuva 13).
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Kuva 13. Puuvillakankaan prosentuaalinen vetolujuushavikki logaritmisella nitraattigradientilla.
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4. Pohdinta

Tutkielmani tulokset vahvistivat aiempien tutkimusten tuloksia (Babiker ym., 2004;
Babiker ym., 2005; Tidenberg ym., 2007; Lehosmaa ym. 2018), joiden mukaan niin
maanviljely kuin kaupunkirakentaminenkin heikentdvét pohjaveden kemiallista laatua ja
nostavat erityisesti pohjaveden nitraatti- ja kloridipitoisuutta. Maankdyton aiheuttamat
muutokset pohjaveden kemiallisessa laadussa heijastuivat bakteeriyhteisoissd ja laskivat
paikallista monimuotoisuutta (a-diversiteetti). Eri maankéyttoluokkien sisdinen
yhteisovaihtelu (B-diversiteetti) oli vastoin hypoteesia pienintd luonnontilaisissa
ldhteissd. Monimuotoisuuden tavoin orgaanisen aineksen hajotustehokkuuden vaste
suhteessa pohjaveden nitraattipitoisuuteen oli yksihuippuinen, jonka taitekohta oli noin
400 pg L.

Maankéytolld havaittiin olevan selva vaikutus pohjaveden kemialliseen laatuun, eli
kohonnut nitraattipitoisuus tai séhkonjohtavuus ilmentdi ldhialueen ihmistoimintaa.
Kaikki mitatut kemialliset arvot viittasivat tdhin (Kuva 7), ja ainoat
ympéristomuuttujat, jotka olivat korreloivat positiivisesti maankdytoltdan
luonnontilaisiin ldhteisiin, olivat metsien méaréd puskurialueella ja ldhdehabitaatin
varjostuksen médrd. Oletin nitraattipitoisuuksien olevan suurimpia peltoldhteissi
lannoitteiden kdyton seurauksena, mutta tulosten mukaan nitraattipitoisuus oli
samankaltainen kaikissa ihmistoiminnan muuttamissa l&hteissd, muutamia poikkeuksia
lukuun ottamatta. Tulokseni my®étéilevit aiempia tutkimuksia sen osalta, ettd
kaupunkikeskittymit ovat myos merkittidvid nitraattildhteitd (Babiker ym., 2004;
Sirisena ym.,2013; Hosen ym., 2017; Lehosmaa ym., 2018). SYKE:n (2017)
tutkimuksissa sen sijaan taimi- ja turkistarhat nousivat suurimmiksi
nitraattikuormittajiksi. Téssé tutkimuksessa ei ollut mukana yhtdan turkistarhauksen
ldhelld sijaitsevaa pohjavesimuodostumaa, mutta taimitarhauksen havaittiin kuitenkin
olevan merkittdvé nitraatin pistekuormittaja. Maankayton ympardimissa 1dhteissa
nitraattipitoisuuden keskiarvo vaihteli 1571-1961 pg L' vilill4, kun taas
luonnontilaisissa ldhteissa vastaava luku oli 76 pg L 1. Tulos osoittaa, ettd
nitraattipitoisuus nousee ldhialueen maankayttdalueen mydotd, mutta yksikdén tdmén
tutkielman tutkimuspisteistd ei padssyt ldhellekkdén pilaantuneeksi luokitellun
pohjaveden raja-arvoa (50 mg L!). Sdhkonjohtavuuden suhteen kaupunkildhteisti
mitattiin suurimmat arvot. Sdhkdnjohtavuus korreloi vahvasti pohjaveden
kloridipitoisuuden kanssa, joka voidaan puolestaan yhdistéd ldhteiden 1dheisyydessi
olevien teiden suolaukseen (Rhoades ym., 1999; Tidenberg ym., 2007). Ben Maamar
ym. (2015) havaitsivat pohjaveden nitraattipitoisuuden olevan selvésti korkeampaa
ldhempdnd maan pintaa olevissa kerroksissa, kuin syvemmalld maaperissé, jossa
pohjaveden viipymadaika voi olla jopa tuhansia vuosia. Laheltd pintaa otetut ndytteet
olivat ldhelld WHO:n ja EU:n asettamaa raja-arvoa (50 mg L!), mutta syvemmalti
otetuissa ndytteissd pitoisuudet olivat [dhempénai tdsséd tutkimuksessa havaittuja arvoja.
Kloridipitoisuuksien havaittiin vastavuoroisesti olevan korkeampia syvélti otetuissa
ndytteissd. My0s rauta- (Fe) ja sulfaattipitoisuudet (SO%), joita ei tissé tutkielmassa
mitattu, nousivat syvemmalld maaperéssd, kun taas happipitoisuus vastavuoroisesti laski
syvemmaille mentdessd. Kohonneen rautapitoisuuden on havaittu kithdyttdvin
nitrifikoivien bakteerien toimintaa (Dollhopf ym., 2005). Maaperin huokoisuuden ja
lapdisevyyden lisdksi pohjaveden viipymaéaika, virtausreitit ja maa- ja kallioperdn
geologiset ominaisuudet vaikuttavat pohjaveden geokemiallisiin ominaisuuksiin (Ben
Maamar ym., 2015). Tdmén myo6té olisi vesikemiallisten ndytteiden ottaminen eri
syvyyksistd mielenkiintoista myds tdssd tutkimuksessa olleista paikoista, joka voisi
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vahvistaa Ben Maamar ym. (2015) saamia tuloksia tai avata uutta tietoa vierasaineiden
kierrosta Eteld-Suomen pohjavesimuodostumien eri kerroksissa.

Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd maankéytto ja kohonnut nitraattipitoisuus
laskevat bakteerien monimuotoisuutta ja muuttavat bakteeriyhteis6ja (Sirisena ym.,
2014; Chen ym., 2017; Hosen ym., 2017; Lehosmaa ym., 2018). Tdssé tyossd saadut
tulokset vahvistavat titd késitystd. Paikkakohtainen tarkastelu osoitti, ettd
nitraattiarvojen kasvaessa bakteerien monimuotoisuus kasvaa ensin, mutta pian yli 100-
300 ug L' pitoisuuksissa monimuotoisuus alkaa vihenemaéin vihitellen muodostaen
yksihuippuisen jakauman. Yksittédisten bakteerien padjaksojen tai vield alemman
taksonomisen tason tarkastelu nitraattigradientilla olisi mahdollisesti antanut joidenkin
taksonien suhteen myds U-muotoisen kaksihuippuisen jakauman, joka on havaittu
tutkimuksissa joidenkin taksonien suhteen aiemmin (Horner-Devine ym., 2003). U-
muotoiselle jakaumalle ei ole 16ytynyt selkedd teoriaa, mutta nykyisten kasitysten
mukaan jakauma voi heijastaa taksonien vélisté kilpailua (Horner-Devine ym., 2003).
Kaikista suurimpien nitraattipitoisuuksien ldhteissd my6s muut kemiallisten
vierasaineiden médrit nousevat todennékdisesti korkeiksi, ja on siten vaikea sanoa
tarkkaan, kuinka paljon nitraatti yksin selittdé tyossd havaittua bakteerien
monimuotoisuuden laskua.

Kaikki maank&yttoryhmét olivat bakteeriyhteisdjen rakenteen suhteen léhella toisiaan.
Luonnontilaiset léhteet olivat selvésti ja merkitsevisti ainoa erillinen ryhménsa.
Alhainen yhteisovaihtelu luonnontilaisissa 14hteissé viittaa siihen, ettd luonnontilaiset
véhidravinteiset ldhteet ovat yhteisorakenteeltaan varsin samankaltaisia, kun taas muissa
ryhmissé vaihteleva vesikemia aiheuttaa luultavasti ryhmien siséistd vaihtelua
yhteisokoostumuksessa. Yhteisdjen ryhmédkohtainen tarkastelu osoitti, ettd pohjaveden
kemiallisen laadun muuttuessa luonnontilaisille pohjavesille ominaiset bakteerit
katoavat ja tulevat muuttunutta vesikemiaa suosivien bakteerien korvaamiksi
(Lehosmaa ym., 2018). Tdmén tutkimuksen tulokset kuitenkin tukevat sitd ajatusta, ettd
luonnontilaisten pohjavesien bakteeriyhteisot eivit ole tdysin endeemisid (Stein ym.,
2010; Sirisena ym., 2013; Lehosmaa ym., 2018). Kaikki tutkitut maank&yttoryhmét
sekd luonnontilaisten ldahteiden ryhma jakoivat keskenédén 585 bakteeri-ESV:ti, eli noin
kolmas osa kaikista havaituista ESV:sté 10ytyi kaikista tutkittavista ryhmisté.
Bakteerien péddjaksojen tarkastelu eri maankayttoryhmissa kuvaa sitd, miten pohjaveden
kemiallisen laadun muutokset heijastuvat bakteeriyhteisdjen rakenteisiin.
Proteobakteerit olivat kaikissa maankdyttoryhmissé, luonnontilaiset mukaan lukien,
runsaslukuisin pddjakso, mutta niiden osuus oli suurempi maankédyton ymparoimissi
lahteissd. Lisdksi maankaytto lisdsi Bakteroidien ja Firmikuuttien suhteellista osuutta.
Samaan aikaan Acidobakteerien, Chloroflexien, Cyanobakteerien, Fibrobakteerien,
Omnitrophicaeota, Planktomycetes ja Verrucombimicrobia suhteellinen osuus pieneni
luonnontilaisiin l4hteisiin verrattuna. My6s “muiden”, eli jéljelle jddvien pienempien
padryhmien osuus pieneni merkittévasti.

Témin ja aiempien tutkimusten perusteella nitraattikuormituksen kasvu néyttdisi
aiheuttavan proteobakteerien suhteellisen méérian kasvun bakteeriyhteisoissd (Ben
Maamar ym., 2015; Chen et al., 2017; Dong et al., 2019;). Aikaisemmissa tutkimuksissa
proteobakteerit on jaettu luokkiin (alpha-, beta-, gamma- ja deltaproteobakteerit) (Ben
Maamar ym., 2015), ja tima tarkastelu on osoittanut, ettd vesikemialla on selked
vaikutus proteobakteeriyhteisdjen vaihteluun. Ben Maamar ym. (2015) havaitsivat, ettad
betaproteobakteerit olivat kauttaaltaan runsaslukuisin luokka proteobakteereista, mutta
heidin tutkimuksessaan suurempi kuin yksikéén toinen padryhma. Erityisesti vanhasta
pohjavedesté otetut ndytteet, joiden nitraatti- ja happipitoisuus olivat alhaisia ja rauta- ja
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sulfaattipitoisuus korkeita, osoittivat, ettd betaproteobakteerit dominoivat syvélld maan
alla ja pitévit sisdlldén noin 60-75% kaikista havaituista bakteereista. Liheltd maan
pintaa otetut ndytteet olivat nitraattipitoisuudeltaan todella korkeita omiin tuloksiini
nihden, mutta suhteellisen ldhelld toisiaan (47-53 mg L!). Kuitenkin nimai olivat
yhteisoiltdén keskendén, mutta myos verrattuna tdssé tutkielmassa saatuihin tuloksiin,
hyvin erilaisia. My®os Firmikuutit paikoin dominoivat pinnan ldheltd otetuissa ndytteissi
(46%), ja niistd suurin osa havaittiin kuuluvan Clostridium-sukuun, joka tyypillisesti
yhdistetdén nisdkkdiden suolistoympéristoon. Tassd tydssd havaittiin myds
Firmikuuttien nousua maank&yton seurauksena, mutta niiden suhteelliset osuudet olivat
kauttaaltaan pienempié (luonnontilainen: 0,7 %, pelto: 1 %, kaupunki-pelto: 1,8 % ja
kaupunki: 2,2 %).

Tulokseni osoittavat, ettd Suomessa on mahdollista vield tarkastella ja tutkia
minimaalisen ihmistoiminnan vaikuttamia pohjavesi- ja lihde-ekosysteeme;ji, joka ei
ole yleistd edes Euroopassa (Mitikka ym., 2020). Lehosmaa ym., 2018 havaitsivat
tutkimuksessaan luonnontilaisille 14hteille tyypillisid bakteeritaksoneita kuten
Beijerinckia sp., Pedomicrobium sp. ja Cystobacterineae-alalahko, jotka kuuluvat kaikki
Proteobakteereihin. Pohjaveden kemialliseen kuormitukseen yhdistettiin taksonit
Paucibacter sp., Acidovorax sp., Delftia sp. And Comamonadaceae-heimo, ja
Bakteroideihin kuuluva Flavobacterium sp. Acidovorax-suku on aiemmin yhdistetty
jateveden puhdistamoihin ja nitraarin hajotustoimintaan (Ehsani ym., 2015) ja
Baucibacter kaupunkiasutuksen ympérdimien latvapurojen kohonneisiin
nitraattipitoisuuksiin (Hosen ym., 2017). Samassa tutkimuksessa havaittiin Gallionella-
suvun viittaavaan ldheisiin ojituksiin. Ben Maamar ym. (2015) huomasivat vuorostaan,
ettd kyseinen bakteeritaksoni dominoi (25-40 %) syvempéd otettuja vanhoja
pohjavesindytteitd. Gallionella-suku ovat rautaa (Fe) pelkistivid bakteereja (Ben
Maamar ym., 2015). Téssa tyossd Gallionella-suvun bakteereja havaittiin 15 ldhteessé
ja jokaisesta maankéyttoryhmasté. Tété tulosta voi selittdd se, ettd Ben Maamar ym.,
(2015) tutkimuksessa kaikkien maan pintaa ldhelté otettujen pohjavesindytteiden
nitraattipitoisuudet olivat suhteessa todella korkeita verrattuna Lehosmaa ym. (2018),
sekd tdmén tutkielman tuloksiin. Tdhén tutkielmaan laji- ja sukutason analyyseja ei
siséllytetty suuren lisdtyomaarén vuoksi.

On tirkeédd hankkia tietoa siitd, miten bakteeriyhteisot vaihtelevat suhteessa pohjaveden
kemiaan, jotta pystymme ymmaértimédn paremmin, mikd osa vaihtelusta on luonnollista
ja mika ihmisen aiheuttamaa. Ben Maamar ym. (2015) osoittivat
pohjavesimuodostuman geokemiallisten ominaisuuksien ja pohjaveden viipyméajan
merkityksen pohjaveden kemialliseen laatuun ja bakteeriyhteisdihin, jota olisi
mielenkiintoista tarkastella myds Suomen pohjavesien osalta. Tadssé tydsséd kdytetyn
16S-geenin avulla bakteerilajiston tunnistamisen liséksi myds uusia mikrobiomien
analysointitekniikoita on noussut pinnalle (Knight et al., 2018). Metagenomiikka ja
metatranskriptomiikka kuuluvat niihin uusiin tekniikoihin, joita kutsutaan omiikoiksi.
Metagenomisessa sekvensoinnissa kaikki niytteessé oleva DNA sekvensoidaan, mika
johtaa tarkempaan, mutta toisaalta kalliimpaan ja ty6lddmpain menetelmdén. 16S
rRNA-geenialuetta kdytettiessi tietokannan valinta ja alukepari vaikuttavat
lopputulokseen. Metatranskriptomiikassa selvitetidn RNA-sekvensoinnin avulla
nédytteen geeniekspressiota ja aktiivisten geenien sen hetkistd tilaa. Kaikki nima
menetelmat tuottavat hieman erilaista informaatiota, joten ideaalitilanteessa jokainen
nédyte kannattaisi sekvensoida jokaisella edelld mainitulla menetelméalléd. Téssd tydssd
kaytetty 16S-menetelmi on kuitenkin yleisesti kdytetty menetelma, kun halutaan tutkia
yhteisokoostumusta ja mikrobien taksonomiaa, ja se on my0s kustannustehokkaampi
kuin metagenomiikka (Knight et al., 2018).
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Tutkielmani on ensimmadinen laajempi katsaus Suomen pohjavesien bakteeriyhteisoihin,
ja sithen miten ympérdivd maank&ytto ja siitd johtuva pohjaveden kemiallisen laadun
vaihtelu vaikuttaa mikro-organismeihin. Tdmén tutkimusten tulosten perusteella
Suomessakin voimassa oleva nitraatin raja-arvo 50 mg L! on todella korkea
bakteeriyhteisdjd ajatellen (SYKE, 2017). Korkeimmat nitraattipitoisuudet, joita
aineistossani havaitsin, olivat vain 8 mg L', ja jo ndissé pitoisuuksissa muutokset
bakteeriyhteisdjen rakenteessa ja monimuotoisuudessa olivat huomattavia verrattuna
ympardiviltd alueeltaan ldhes luonnontilaisiin kohteisiin. Tdmén tutkimustulosten
perusteella nykyiset raja-arvot, jotka koskevat juomaveden kelpoisuutta, ovat
ekosysteemien kannalta epirelevantteja. Téssd tyOssd saatujen tulosten perusteella raja-
arvo, jonka jilkeen pohjaveden bakteeriyhteisot alkavat muuttumaan merkitsevisti, on
noin 400 pg L. Tam4 pitdisi ottaa huomioon vahintddn suojeltavien kohteiden
(pohjavesialueiden E-luokka) ldhialueen maankdyttdd suunniteltaessa. Kuten aiemmin
totesin, nitraatti on yleisin haitta-aine, jota pohjaveteen pdityy (Spalding & Exner,
1993; Vinod ym., 2015). On kuitenkin todenndkdisté, ettd tdssd tyossa havaitut nitraatin
haitalliset vaikutukset ovat varsinaisen nitraattipitoisuuden vaikutuksen sijaan
enemminkin eri ihmistoimintaan liittyvien kemiallisten muuttujien yhteisvaikutusta, jota
nitraattipitoisuus tyon perusteella luotettavasti ilmentdd. Tassé tutkimuksessa
esimerkiksi havaittiin, ettd yleensi, nitraattipitoisuuden osalta kuormitetuilla
pohjavesialueilla my6s kloridipitoisuudet pyrkivit olemaan varsin korkeat. Maankdyton
ja siitd aiheutuvien vesikemiallisten muutosten my6ti pohjavesiin muodostuu
“kemiallisia cocktaileja” (Kaushal ym., 2018), jotka ovat eri muodoissaan
pohjavesieliostolle haitallisia tai jopa letaaleja.

Pohjaveden mikrobiyhteisdjd koskeva tutkimus on lisdéntynyt viime vuosina ympéri
maailman, ja nditd monimutkaisia ekosysteemejé sddtelevid tekijoitd ymmaérretidn koko
ajan paremmin. Liséksi kansalliset velvoitteet ekosysteemien tilan tarkkailuun myos
pohjavesien osalta on otettu kdyttdon jo osassa Eurooppaa, Australiassa, sekd Uudessa-
Seelannissa (Sirisena ym., 2018). Uudessa-Seelannissa on luotu kansallinen poliittinen
konteksti pohjavesien mikrobiyhteisdjen ymmaértdmiselle, hoitamiselle ja suojelemiselle
(New Zealand Ministry for the Enviroment, 2014; Sirisena ym., 2018). My0s Suomessa
bakteeriyhteisdjen seuranta tulisi ottaa osaksi pohjavesien jatkuvaa tilan seurantaa, eika
véhiten pohjavesibakteerien maailmanlaajuisesti tunnistetutun merkityksen vuoksi.
Tassé tutkimuksessa saatuja tuloksia voitaisiin soveltaa Suomessa pidempiaikaisen
seurannan suunnittelussa, jossa saataisiin tietoa pohjavesien ja sen elidston ajallisesta
vaihtelusta. Lisdksi luonnontilaisille pohjavesille ominaiset bakteerit ansaitsevat aivan
yhtd paljon huomiota, jotta tiedimme paremmin, mité lajeja ja niiden ylldpitdmid
toimintoja katoaa maankdyton seurauksena. Bakteeriyhteisot ovat herkkid muutokselle
ja pohjavesien bakteeriyhteisdjen ajallisesti ajallisesta vaihtelusta tiedetddn hyvin vdhén,
jonka vuoksi pitkdaikainen jatkuva seuranta parantaisi ymmarrystd mikrobien ja veden
kemian monimutkaisesta vuorovaikutuksesta. Timén tiedon tarve ja kiireellisyys on
suuri, koska ilmastonmuutoksen seka jatkuvasti kasvavan maankdyton asettamat uhat
koskevat myos maanalaisia pohjavesiekosysteemejd ja niiden maanpéaallisid rajapintoja,
eli lahteitd (Jyvasjarvi ym., 2015). Tutkielmani tulokset osoittavat, ettd jo suhteellisen
pieni muutos pohjaveden kemiallisessa laadussa vaikuttaa bakteeriyhteisoihin sekd
niiden toimintaan. Tutkielman tulokset osoittavat, ettd olemassa olevat
lainsdddénnolliset raja-arvot, eivit sovellu pohjaveteenyhteydessé oleviin
ekosysteemeihin. Tdma aihe ansaitsee Suomessa laajempaa huomiota ja tutkimusta,
jotta taustalla olevat monimutkaiset séételevét tekijit saadaan tarkemmin tietoon.
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