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Ahvenen tarkeimpia lisdantymisalueita ulkosaaristossa ovat fladat, kluuvit ja kluuvijarvet,
niiden suotuisten olosuhteiden vuoksi. Nama luonnonmukaiset alueet ovat kuitenkin
muuttuneet esimerkiksi ruoppauksen ja rehevoitymisen vuoksi, heikentaen lisaantymis-
alueiden poikastuottavuutta. Tallaisille lisdantymisalueille suunnitellaan ja tehdaan kun-
nostuksia ekologisten toimintojen palauttamiseksi. Kunnostusten tuloksia ei ole aikai-
semmin juurikaan seurattu. Perinteisesti kaytdssa olleet seurantamenetelmat matinau-
hojen laskenta sukelluksen ja droonin avulla, otos-pyynti rysalla kutukannan kokoja-
kauman ja suuruuden selvittamiseksi, kameraseuranta nousevien ja ulosvaeltavien ka-
lojen laskennassa, seka vastakuoriutuneiden poikasten tiheyden arviointi ovat osin haas-
teellisia ja niita rajoittavat myos olosuhteet. Ymparistd-DNA eli eDNA (engl. environmen-
tal DNA), luo mahdollisuuden seurata lisdantymisalueiden kunnostusten tuloksellisuutta

yksinkertaisemmin ja edullisemmin.

Taman pro gradu -tydn paaasiallisena tarkoituksena oli selvittaa, soveltuuko eDNA-me-
netelm& ahvenkannan ja poikastuotannon maarien arviointiin. Viidesta eri pienvesisto-
kohteesta keratyista eDNA-naytteista eristettiin DNA, jota analysoitiin tarkkoja PCR-me-
netelmia hyddyntaen. Tyon aikana optimoitiin ensin PCR-menetelma, jota siten sovellet-
tiin uudessa digitaali-PCR:ssa varsinaisilla naytteilla. PCR:lla tuotettuja tuloksia verrattiin

perinteisilla mittausmenetelmilld saatuihin tuloksiin.

Tulokset osoittavat, ettda eDNA-menetelman avulla pystytdan seuraamaan lajin esiinty-
mista pienvesistokohteissa sekd seuraamaan vaihtelevuutta DNA-pitoisuuksissa eri
ajankohtina ja laskemaan niista ahventen biomassaa. Tuloksista pystyi myos toteamaan,
ettd menetelmaan vaaditaan kehitysta ja tarkempia tietoja vertailuaineiston osalta, jotta
tuloksista pystyttaisiin luotettavammin arvioimaan pitoisuuksien korrelointia ahventen

biomassaan aikuisten ahventen, poikasten ja madin osalta.

ASIASANAT: eDNA, dPCR, ahven, polymeraasiketjureaktio
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1. Johdanto

1.1 Ahvenen lisaantymisalueet

Tuottavat ja vakaat kalakannat ovat elinehto kaupalliselle ja vapaa-ajan kalastukselle,
seka ympariston monimuotoisuudelle. Ahven (Perca fluviatilis L.) on yksi Suomen meri-
alueen merkittavista kaupallisen kalastuksen saalislajeista (Kuningas ym. 2019). Ahve-
nen lisdantymisalueilta vaaditaan tietynlaisia olosuhteita, jotta lisdantyminen onnistuu ja
poikaset pysyvat elossa. Vaellusyhteyden lisdantymisalueille tulee olla virtausnopeudel-
taan ja esteiltdan ahvenelle sopiva. Liséksi vetta tulee olla riittdva maara ja matkalla tulee
olla levahdyspaikkoja. Ahven vaatii kutuaikaan veden Iampdtilan ylittdvan +7°C astetta.
Veden lampdtila vaikuttaa madin kehittymiseen seka poikasten kasvuun ja kuolleisuu-
teen. Ahvenen lisdantyminen vaatii vedenlaadulta yli viiden pH-arvoa ja riittdvan alhaista
suolapitoisuutta. Vesi ei mydskaan saa olla liian sameaa, koska nakoaistin avulla tapah-
tuva saalistus vaikeutuu. Ahven vaatii kutualueellaan riittdvasti kutualustoja. Tallaisia
ovat esimerkiksi jarviruoko ja kaatuneet puun rungot. Kasvillisuutta tulee olla riittavasti,
jotta poikaset pystyvat suojautumaan ja hankkimaan ravintoa (Hynninen 2019; Urho ym.
1990).

Fladat, kluuvit ja kluuvijarvet ovat tarkeimpia ulkosaariston lisdantymisalueita ahvenelle
ja monelle muulle kevatkutuiselle kalalajille. Aikaisempien fladoissa tehtyjen poikasten
tiheysmittausten mukaan poikasmaarat saattavat olla huomattavasti runsaampia verrat-

taessa hyvin poikasia tuottaviin jokisuistoihin (Kuningas ym. 2019).

Naiden paikkojen suotuisuus lisdantymiselle johtuu etenkin veden lampdtilasta, joka
nousee kevaisin nopeammin kuin ymparilla olevan merialueen. Fladoissa, kluuveissa ja
kluuvijarvissa veden korkeus on matalampi ja virtaus heikompi kuin merialueella. Lisaksi
alueet sisaltavat runsaasti kasvillisuutta ja eldinplanktonia, joten ymparistdé on poikasille
suotuisa paikka kasvaa suojan ja ravinnon vuoksi (Hynninen ym. 2019; Scheinin ja Mat-
tila 2010; Snickars ym. 2010; Sandstrom ym. 1997).

Naista kolmesta pienvesialueesta fladalla on suorin yhteys mereen. Flada on kuroutunut
merenlahdista maaperan kohoamisen myo6ta. Sen ja merialueen valissd on matalavesi-

nen kynnys tai kaksi, jonka vuoksi vesi vaihtuu heikosti, eika virtaus ole voimakasta.



Fladasta muodostuu ajan kuluessa kluuvi, jolloin vesiyhteyden suuaukossa kasvillisuus
lisdantyy ja lopulta kuroutuu umpeen. Merivesi paasee kluuviin satunnaisesti meriveden
ollessa korkealla. Fladan muuttuminen kluuviksi on seurausta maan jatkuvasta kohoa-
misesta, jolloin keskivedenpinta on meressa alempana kuin valissa oleva térma. Kluu-
vista saattaa kuitenkin johtaa noro mereen. Kluuvijarvi on kluuvia vahvemmin eristayty-
nyt meresta, merivesiyhteys muodostuu vain poikkeuksellisissa olosuhteissa (Hynninen
ym. 2019; Metsahallitus 2020).

1.2 Lisaantymisalueiden heikentyminen

Ahvenen on havaittu vahentyneen Suomenlahden ja Saaristomeren ulkosaaristoalueilla
(Ljunggren ym. 2010). Syyksi epaillaan lisddntymisalueiden heikentymista. Naiden alu-
eiden heikentyminen vaikuttaa johtuvan ihmistoiminnasta. Luonnonmukaiset alueet ovat
muuttuneet ruoppauksen, perkauksen, rehevoitymisen ja happamoitumisen vuoksi (Hyn-

ninen ym. 2019).

Veden happamoituminen on fladojen, kluuvien ja kluuvijarvien kohdalla yleinen uhka ran-
nikkoalueilla. Tama johtuu sulfaattimaiden happamoitumisesta, joissa ojitus aiheuttaa
maaperan rikin hapettumista ja sitoutuneen veden happamoitumista. Naiden valuma kul-
keutuu vesistdihin alentaen pH-arvoa. Mikali pH-arvo laskee alle kuuteen, alkaa alumiini

saostua kalojen kiduksissa (Lappalainen ym 2021; Hynninen ym 2019).

Fladan rehevat olosuhteet muodostuvat osaltaan vahentyneelld veden vaihtuvuudella
merialueen kanssa. Kulkuvaylien ruoppauksen vuoksi veden vaihtuvuus lisdantyy huo-
mattavasti, mika laskee myds veden lampdtilaa. Usein ruoppausten syyna on se, etta
fladaan sailyisi veneyhteys. (Wikstrom 2004; Wistbacka 2014).

Fladojen liiallisen rehevat olosuhteet aiheutuvat maatalouden ja metsatalouden paas-
toista seka muista jatevesista. Naiden paastojen kautta vesistédn valuvat ravintoaineet
aiheuttavat kasvien perustuotannon kasvua. Rehevoitynyt kasvu lisda pohjan lahelld ole-
van veden hapettomuutta, sameaa vettad ja levakukintoja. Rehevoitymisestd karsivat
etenkin Suomenlahti ja Saaristomeri (SYKE 2019).

Kalastus vaikuttaa osaltaan ahvenkantaan ja saatelytarvetta lisaantymisaikaan pidetaan

tarpeellisena. Rannikkoalueiden vahaisten lisdantymisalueiden vuoksi olisi ndma alueet



kutuaikaan hyva saada pidettya kalastuksen ulkopuolella, jotta kalat ehtisivat lisdantya

(Lappalainen ym 2021; Hynninen ym 2019).

1.3 Lisaantymisalueiden kunnostukset

Uusia menetelmid rannikon kalojen lisdantymisalueiden kunnostuksiin suunnitellaan ja
toteutetaan (Veneranta 2021). Vesistdjen entisdinnilla ja kunnostuksilla pystytaan pa-
lauttamaan vesistdja tilaan, jossa ekologiset toiminnot palaavat. Toimenpiteissa tulisi
huomioida vesistdalueen alkuperainen luokitus, jotta toimenpide tuottaa halutun kaltai-
sen lopputuloksen ja palauttaa alueen monimuotoisuuden. (Wikstrém 2004; Wistbacka
2014).

Kunnostuksia tehdaan esimerkiksi entisdinnilla, jossa pyritdan palauttamaan vesisto al-
kuperaiseen tilaan. Toimenpiteen tarkoituksena on saada vesistdissa ekologiset toimin-
not palaamaan. Ruoppauksesta aiheutunut luontaisen fladan tai kluuvin kehittymisen es-
tyminen saadaan entisoitya ruopatun kanavan tayttamisella. Kunnostuksissa tulee ottaa
huomioon vesilaki (luku 2, § 11), jonka tarkoitus on suojata naita alueita (Wistbacka
2014).

Merenkurkulla sijaitseva Backfladan on yksi kunnostuskohde, jossa laskupuro oli rehe-
voitymisen vuoksi kasvamassa umpeen ja esti nain nousevien kalojen kulun (Kuva 1).
Elokuussa 2019 laskupuron uomasta poistettiin ruovikkoa ja lisattiin kivia. Tammisaaren
edustalla Solbackfladan kulkuvayla oli myds kasvanut umpeen ja vaati huomattavan me-
rivedenpinnan nousun, jotta yhteys olisi toimiva. Uomaan tehtiin niittotyd huhtikuussa
2020. Ytterofladan sijaitsee samalla alueella, sen suuaukkoa oli levennetty niin, etta ve-
neen saa uitettua sisalle. Suuaukkoa pienennettiin kivettamalla huhtikuussa 2020 (Ku-

ningas ym 2021).



Kuva 1. Merenkurkulla sijaitseva Backfladan ennen kunnostustéita. Etualan kasvuston
tayttdmastad uomasta poistettiin ruovikkoa ja lisattiin kivia (Kuva Lari Veneranta).

1.4 Kunnostusten seuranta

Fladojen ja kluuvien kunnostusten tuloksista ei ole ollut aikaisemmin juurikaan seuran-
taa. Vuonna 2017 aloitetussa Kalatalouden ymparistdohjelma hankkeessa Sininen
Luomu - Rannikon kutu- ja poikasalueiden kunnostus, seurantaa toteutetaan eri mene-
telmin. Kaytdssa olevia seurantamenetelmia ovat esimerkiksi: 1) matinauhojen laskenta
sukelluksen ja droonin avulla, 2) otos-pyynti rysalla kutukannan kokojakauman ja suu-
ruuden selvittdmiseksi, 3) kameraseuranta nousevien ja ulosvaeltavien kalojen lasken-
nassa seka 4) vastakuoriutuneiden poikasten tiheyden arviointi. Perinteisissd menetel-
missa on haasteita, kuten lukumaarien laskennan tydlays ja droonin kaytossa olosuhde-
rajoitukset. Ymparist6-DNA:n eli eDNA:n (environmental DNA) avulla on mahdollista
edullisemmin ja yksinkertaisemmin seurata kalojen lisdantymisalueiden kunnostusten tu-
loksellisuutta (Veneranta 2021; Kelly ym. 2014).

1.4.1 Pienvesistokohteet

Sininen Luomu hankkeessa ahvenen seurantaa on tehty useammassa pienvesistékoh-
teessa, tarkoituksena selvittda kunnostustdiden tuloksellisuutta ja seurata kalakantoja.
Naista kohteista viidesta on keratty tietoa perinteisin menetelmin seka otettu eDNA-nay-
tesuodatuksia. Kaksi kohteista sijaitsee Merenkurkun alueella Vaasan edustalla ja kolme
Suomenlahdella Tammisaaren edustalla (Kuva 2) (Veneranta ym. 2021).
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Kuva 2. Karttakuva, jossa punaisella merkattu pienvesistdkohteet, joissa seurattu ahve-
nen kalakantaa ja kunnostustdiden tuloksellisuutta perinteisin menetelmin, seka eDNA-
naytesuodatuksilla (Kuva muokattu Maanmittauslaitos 2022).

Merenkurkun alueella Roliggropen on vesistotyypiltdan kluuvi ja Backfladan on flada.
Suomenlahden alueella Ytteroéfladan on flada, ja Sommarotrasket, seka Solbackfladan

kluuveja (Kuva 3). Kaikissa kohteissa on tehty kunnostustéitd alueen ennallistamiseksi.
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Kuva 3. Pienvesistokohteet, joissa tehty ahvenen seurantaa ja eDNA-naytesuodatuksia.
Merenkurkun alueella Roliggroppen (A) ja Backfladan (B). Suomenlahdella Somma-
rotrasket (C), Ytterdfladan (D) ja Solbackfladan (E) (Kuva muokattu Maanmittauslaitos
2022).

1.6 Ymparisto-DNA (eDNA)

Ekologiset tutkimukset hydtyvat uusien geneettisten menetelmien kehityksestd. eDNA
on yksi menetelmistd, jonka avulla voidaan helpottaa tutkimusten tekemista (Barnes &
Turner, 2016). Kaikki olennot sisaltavat DNA:ta ja tuottavat eloperaista materiaalia ym-
paristoonsa, kuten kuolleita soluja ja metabolisen aineenvaihdunnan tuotteita. Nama ma-
teriaalit sailyvat ymparistdssa jonkin aikaa. Taman vuoksi ymparistosta keratyt naytteet
tarjoavat mahdollisuuden tutkia siella esiintyvia lajeja eDNA:n avulla (Kelly ym. 2014;
Pawlowski ym. 2020).

eDNA on geneettista materiaalia, jota voidaan eristaa esimerkiksi vedesta tai maape-
rasta keratyista naytteistd. eDNA-menetelmaa kaytetaan yha enemman mita erilaisim-
piin sovelluksiin. Menetelma on hyddyllinen etenkin tilanteissa, joissa kokonaisen orga-
nismin kerddminen on epakaytanndllista, epaeettista tai mahdotonta. Potentiaalisimpana
eDNA:n kayttd nadhdaan esimerkiksi populaation tunnistamisessa ja sen koon arvioin-
nissa (Barnes ja Turner 2016; Schenekar 2023).

Tietyn lajin tunnistaminen eDNA:n avulla on lisdantynyt viimeisen kymmenen vuoden
aikana. Vesistbissa oletuksena on, etta siella elavan lajin DNA on lasna suhteellisen ta-
saisesti levittaytyneena, vaikkakin pilkkoutuneena. DNA:n ei oleteta sailyvan pitkia ai-

koja, koska ymparistén ominaisuudet, kuten UV-sateily, hajottavat sita (Rees ym., 2014).



Ensimmainen tutkimus makean veden yhden lajin tunnistuksesta eDNA:n avulla tehtiin
onnistuneesti vuonna 2008. Tutkimuksessa oli mukana kontrolloitu ja luonnollinen ym-
paristo, joista I6ydettiin tutkittavan sammakkolajin DNA:ta. Tutkimuksessa kaytettiin la-
jispesifeja alukkeita mitokondriollisesta DNA sekvenssista (Ficetola ym., 2008). Merive-
den ensimmaiset onnistuneet eDNA-tutkimukset tehtiin Tanskassa vuonna 2012. Ensim-
maisessa tutkimuksessa tarkkailtiin pyoridisen esiintymista Tanskan rannikolla (Foote
ym., 2012). Toisessa tutkimuksessa eDNA-menetelmaa hyédynnettiin kalalajien moni-

muotoisuuden arvioinnissa (Thomsen ym., 2012).

Myoéhemmin useat tutkimukset ovat hyédyntaneet eDNA:ta yhden lajin tunnistuksessa,
eri vesistotyypeissa, usealla eri lajilla. eDNA:ta on hyddynnetty onnistuneesti esimerkiksi
invasiivisen lajin havainnoinnissa perinteisten menetelmien rinnalla (Dejean ym., 2012;
Hunter ym., 2015). Lisaksi on osoitettu, ettd eDNA:ta pystytdan hyddyntamaan kalalajien
tutkimuksissa, sekd useamman etta, yhden lajin tunnistuksessa (Dejean ym., 2011;
Jerde ym., 2011, 2013; Mahon ym., 2013; Minamoto ym., 2012; Wilcox ym., 2013).

eDNA-naytteet vaativat tarkan naytteiden keraysprotokollan, DNA-eristyksen ja PCR-
olosuhteet, joilla mahdollistetaan luotettavat tulokset. Useissa tutkimuksissa nayte-
suodatuksia on tehty saman vesiston eri osista, jotta mahdollisuus lajin 16ytymiselle
eDNA:n avulla kasvaisi (Dejean ym., 2012; Goldberg ym., 2013; Strand ym., 2019; Ta-
kahara ym., 2012). Eri osista vesistda kerattyjen naytteiden yhdistaminen kokoomanayt-
teeksi ja siita tehtyjen rinnakkaisten suodatusten on osoitettu lisaavan tulosten luotetta-
vuutta (Piaggio ym., 2014; Pilliod ym., 2013). Vesistoista keratyistda eDNA-naytteista on
havaittu PCR-reaktiota inhiboivia tekijoita, etenkin jos suodatetut naytetilavuudet ovat
olleet suuria. Tallainen voi luonnon vesistoissa olla esimerkiksi maaperasta nouseva hu-
mus, joka aiheuttaa vaaria negatiivisia tuloksia (Gasparini ym., 2020; Lance & Guan,
2020).

Vesistonaytteiden keruu- ja suodatusmenetelmat ovat aikaisemmissa tutkimuksissa
vaihdelleet. Suodatettujen naytteiden tilavuudet vaihtelevat 500ml ja 10l valilla, ja suo-
datusfilttereiden tiheydet vaihtelevat 0,45um ja 5um valilla. Naihin tekijdihin vaikuttaa
vesiston tyyppi. Pienimpia naytesuodatustilavuuksia hyédynnetaan kontrolloiduissa ym-
paristdissa, kuten vesitankeissa, suurimpia tilavuuksia luonnonvesissa, kuten jarvissa ja

puroissa. Vesistonaytteiden keruualueeseen vaikuttaa vesistdn ja havainnoitavan lajin



tyyppi. Esimerkiksi vesiston pohjassa eldvan ravun DNA:ta oletetaan 16ytyvan suurem-

malla todennakdisyydelld pintavettd syvemmalta (Rees ym., 2014).

1.7 eDNA-analyyseissa kaytettavat PCR-menetelmat

Erilaisten PCR-menetelmien kayttd eDNA-naytteiden analysoinnissa on monipuolista.
Menetelmat on valittu tutkimuksen aihepiirin ja tutkittavien naytteiden perusteella (Coble
ym., 2019). Lajiyhteis6jen tunnistuksessa hyodynnetaan useimmiten massaviivakoo-
dausta (engl. metabarcoding), jossa monistetaan yksi tai useampi informatiivinen alue
yleensa mitokondriaalista DNA:ta taksonomisesta kohderyhmasta. Taman jalkeen mo-
nistetut fragmentit sekvensoidaan ja tunnistetaan vertaamalla referenssitietokantaan
(Miya 2022; Valentini ym. 2016). eDNA-naytteiden analysoinnissa on hyddynnetty myos
iiman PCR:aa tehtavaa suoraa massasekvensointia eli metagenomiikkaa (engl. metage-
nomics tai shotgun sequencing). Menetelmia on hyddynnetty muun muassa mikrobiyh-
teisojen tutkimuksessa (Fuks ym., 2018; Miya 2022). Metagenomi-analyysissa sekven-
soidaan sattumanvaraisesti kaikista genomeista DNA-fragmentteja, jolloin tuloksena on
teoriassa parempi vastaavuus sekvenssien maaran ja alkuperaisen naytteen eri lajien
biomassan valilla. Metagenomiikkaa on hyddynnetty muun muassa lajiyhteison tunnis-
tuksessa (Cowart ym. 2018; Miya 2022) ja ulostetutkimuksessa (Veikkolainen ym. 2014).

Menetelman haasteina ovat eDNA:n vahainen maara seka fragmentoituminen.

Yhden lajin tunnistuksessa on kaytetty kvantitatiivista PCR-menetelmaa (engl. quantita-
tive real-time PCR, gPCR), seka digitaalista PCR-menetelmaa (engl. digital PCR, dPCR;
digital droplet PCR, ddPCR). Kaikissa naissa menetelmissa monistetaan tietyn kohdela-
jin DNA:ta ja mitataan sen pitoisuutta. dPCR-menetelman on osoitettu olevan tarkempi
kuin qPCR-menetelman tunnistamaan etenkin pienid pitoisuuksia eDNA:ta. Lisaksi
dPCR ei ole yhta herkkd PCR-reaktiota inhiboiville tekijoille (Doi ym., 2015; Wood ym.,
2019).

Yhden lajin tunnistuksessa taytyy huomioida kohdelajin lajispesifit alukkeet, jotta tulokset
ovat luotettavia. Kirjallisuudesta 10ytyy useista elaimista, kuten monista kalalajeista, jo
kaytdssa olevia tunnettuja lajispesifeja alukkeita. Tallaiset testatut alukkeet monistavat
tietyn lajin perimaa, mutta eivat mitddn muuta lajia. Mitokondriossa sijaitseva COl-geeni
(engl. cytochrome c oxidase subunit I) on yleisesti kdytdssa oleva geeni elaimilla tehta-
vissa tutkimuksissa. (Deagle ym., 2014) Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, etta

menetelman optimoinnilla ja tarkasti tietylle lajille suunnitelluilla alukkeilla eDNA-
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menetelmaa voidaan hyddyntaa luotettavasti (Ficetola ym., 2008; Strand ym., 2019;
Wood ym., 2019)

1.7.1 Qiagenin digitaali-PCR (dPCR) laitteisto QiaCuity

Laitteisto sisaltaa viisi detektiokanavaa ja 24-kaivoisen pipetointilevyn, jossa on 26000
PCR-reaktiokaivoa. Jokainen kaivo pystyy sitomaan itseensa 1-5 kohdemolekyylia. Lait-
teisto laskee positiivisten reaktioiden maaran ja antaa tulokset kopioina mikrolitrassa,

seka sirontakaavioina kaivoista (Kuva 4) (Qiagen 2021; Whale ym. 2016).

D1 L D3

Kuva 4. Esimerkkikuva partitiojakauman sirontakaaviosta dPCR-pipetointilevyltad analyy-
silaitteistolla.

dPCR-mentelman periaate perustuu absoluuttiseen kvantifiointiin, jossa hyédynnetaan
Poissonin jakauman kaavaa. Jokaisessa reaktiokaivossa tapahtuu yksittdainen PCR-re-
aktio ja sen sisaltdessa monistetun kohdesekvenssin, fluoresenssivalo havaitsee reak-
tion. Tulos suhteutetaan negatiivisiin reaktioihin, jolloin naytteestd saadaan laskettua

konsentraatio. (Quan ym. 2018).



Téassa tydssa on tarkoitus tutkia fladoista ja kluuveista kerattya eDNA:ta, josta tunni-
setaan ahvenen DNA:n maarat dPCR-menetelmalla. Ahvenen DNA-maaria verrataan
perinteisin menetelmin tuotettuun runsausdataan. Nain voidaan pohtia, millainen poten-

tiaali uusilla DNA-menetelmilla on tulevaisuuden kalakantojen tarkkailussa.
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2. Aineisto ja menetelmat

2.1 Vesistonaytteet

Tutkimuksessa kaytettiin aineistona fladoista ja kluuveista kerattyja vesistonaytteita. Ve-
sistonaytteet kerattiin osana laajempaa Luonnonvarakeskuksen koordinoimaa tutkimus-
projektia "Rannikon kutu- ja poikasalueiden kunnostus”. Naytteet kerattiin maalis-loka-
kuun valisena aikana, viitena eri ajankohtana, viidelta eri pienvesialueelta vuonna 2021
(Taulukko 1).

Taulukko 1. Pienvesialueiden kohdetiedot, sijaintikoordinaatit ja volyymit.

Sijainti 5 . . 5
Kohde (WSG84) Alue (ha) [Alue (m?)| Keskisyvyys (m) | Tilavuus (m?®)
59.9003°N
Solbackfladan 93 3534°E 14,5 145000 0,96 139200
- 59.9047°N
Sommarotrasket 23 4179°E 8,5 85000 0,68 57800
. 59.9069°N
Ytterofladan 23 6139°E 8,06 80600 1,53 123318
. 62.812°N
Roliggropen 21 158°E 1,7 17000 0,3 2276
63.205°N
Backfladan 21 424°E 5,42 54186 0,59 31970
63.205°N
Backfladan taka-allas 21 424°E 0,85 8473 0,3 2542

Jokaisessa kohteessa pienvesistosta kerattiin kokoomanayte ottamalla viidesta koh-
dasta viisi litraa vettd, jotka sekoitettiin yhteen (5 x 5 = 25 litraa). Tasta kokoomanayt-
teestad tehtiin painovoimainen esisuodatus 300um verkkokankaalla roskien poista-
miseksi. Taman jalkeen suoritettiin varsinaiset ndytesuodatukset, joita tehtiin kolme kus-
takin kokoomanaytteesta. Suodatusvalineistond kaytettiin Smith-Root®:n valmistamaa
eDNA-naytteenottoon tarkoitettua pumpullista reppukeraajaa (Smith-Root 2022) (Kuva
5).
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Kuva 5. eDNA-naytteenotossa kaytetty pumpullinen reppukeraja (Kuva Luonnonvara-
keskus).

Laite mittasi naytetta otettaessa vedenpaineen, veden virtausnopeuden ja naytevolyy-
min. Laitteessa kaytetaan vesistonaytetarkoitukseen kehitettya kertakayttoista eDNA-
keraysfiltteria, jonka partikkelien suodatuskoko oli 5um (Smith-Root 2022). Keraysfiltte-
ristd eristettin DNA laboratoriossa. Lisdksi naytesuodatuksia tehtiin maastossa puh-
taasta vedesta negatiivisten kontrollindytteiden saamiseksi. DNA-eristyksessa naytteita
oli yhteensa 99 (Liite 1).

2.2 DNA-eristys

DNA-eristys aloitettiin irrottamalla laminaarivirtauskaapissa keraysfiltterit yksitellen suo-
datuskapselin sisélta, jonka jalkeen ne siirrettiin taitellen 2ml eppendorf-putkiin (Kuva 6).
Naytteisiin lisattiin natriumasetaatin ja alkoholin sekoitus (45ul NaOac 3M pH 5,2, 1000yl
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Aa) DNA:n saostamiseksi keraysfilttereista, jonka jalkeen naytteet vorteksoitiin ja ho-
mogenisoitiin (4,0m/s 20s * 2 FastPrep®-24 MP Biomedicals). Taman jalkeen naytteet

siirrettiin -20°C saostumaan vahintaan 12 tunniksi.

Kuva 6. DNA-eristyksessa kaytetty keraysfiltteri eristyskaapissa, kun suojakapseli on pu-
rettu ympariltd (Kuva Luonnonvarakeskus).

Seuraavaksi naytteille toistettiin vorteksointi ja homogenisointi kasittely, jonka jalkeen ne
sentrifugoitiin (13000rpm 1min. +4°C). Nayteputkista poistettiin keraysfiltteri, jonka jal-
keen ne sentrifugoitiin uudelleen (13000rpm 30min. +4°C). Naytteiden paalta poistettiin
pipetoiden supernatantti ja naytteiden kasittelya jatkettiin kaupallisella kitilla (QIAGEN
DNeasy® Blood & Tissue Kit), joka sisalsi valmiit reagenssit ja pylvasmatriksit silikakal-

voilla. Naytteista hajotettiin solut ja proteiinit nukleiinihappojen vapauttamiseksi, lyysis-
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puskurin ja proteinaasi K:n avulla (180ul ATL-puskuri, 20ul Proteinaasi K). Naytteet vor-
teksoitiin ja siirrettiin inkuboitumaan kolmeksi tunniksi (+56°C VWR Incubated Mini Sha-
ker). Taman jalkeen naytteitd vorteksoitiin, jonka jalkeen niihin lisattiin puskuriliuos ja
siirrettiin inkuboitumaan kymmeneksi minuutiksi (200ul AL-puskuri, +70°C QBT1 Grant
Instruments). Naytteita saostettiin lisaamalla jaadkylmaa absoluuttista etanolia (200ul Aa)

ja vorteksoimalla.

Seuraavaksi DNA puhdistettiin valmiiden puskuriliuosten ja silikapylvaiden avulla. Nayt-
teet siirrettiin silikakalvollisiin pylvasmatriiseihin ja puskuriliuos sentrifugoitiin keraysput-
keen (8000rpm 1min RT, eli huoneenlampd (room temperature)). Keraysputkeen kerty-
neet jatenesteet tyhjennettiin, DNA:n keraysmatriisin paalle lisattiin pesupuskuriliuos ja
sentrifugoitiin (500ul AW1-puskuri, 8000rpm 1min RT). Keraysputki tyhjennettiin, nayt-
teisiin lisattiin toinen pesupuskuriliuos ja sentrifugoitiin (500ul AW2-puskuri, 13200rpm
3min RT). Pylvasmatriisi siirrettiin uuteen keraysputkeen ja sentrifugoitiin jalleen; etanoli-

ja muiden puskurijagdmien poistamiseksi (13200rpm 1min RT).

Lopuksi silikakalvoille pipetoitiin 50 yl AE-puskuria ja putkia inkuboitiin 1 minuutti huo-
neenldammaossa. Taman jalkeen pylvaat asetettiin puhtaisiin 1,5ml eppendorf-putkiin ja
sentrifugoitiin (8000rpm 1min), jolloin puhdistettu DNA paatyi 1,5ml eppendorf-putkeen.
Naytteille tehtiin vielad lisdeluointi uuteen puhtaaseen eppendorf-putkeen, jotta kaikki
DNA saatiin talteen (30ul AE-puskuri, 1min RT, 8000rpm 1min). Valmiita DNA-naytteita

sailytettiin -20°C lampdtilassa.

2.3 Menetelman optimointi — gradientti-PCR

Kirjallisuuden perusteella alukepariksi valikoitui ahvenspesifi, alkupaan *forward” Per-flu-
S671 GTACCGGGTGAACTGTATATCCG ja vastakkainen ’reverse” Per-flu-A671
CAGGGTCAAAGAAAGTTGTGTTC. Alukkeiden kohdegeeni oli mitokondriossa
sijaitseva niin kutsuttu DNA-viivakoodigeeni (COl), josta monistettiin 300bp pituinen alue
(Thalinger ym. 2015). Gradientti-PCR:n avulla haettiin kaytetyille alukkeille optimaalinen

kiinnittymislampdétila "annealing temperature” (Taulukko 2).
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Taulukko 2. Gradientti-PCR-ohjelma ja alukkeiden kiinnittymislampdtilat (engl. annea-
ling) valilla 58-68°C. Tarkat lampétilat erotettu taulukossa kauttaviivoin.

Vaihe Lampdtila °C Kesto | Toisto

1 alkudenaturaatio 95 2min 1

denaturaatio 95 15s

58-68
2 annealing (58/58,7/60/62/64, 30s 50
4/66,4/67,5/68)
ekstensio 72 30s

3 loppuekstensio 45 10min 1
4 pito 4 ©

Optimointivaiheessa kaytetty naytemateriaali oli ahvenen kudoksesta eristettyd DNA:ta,
jonka DNA-pitoisuus oli 4ng/ul. Vertailuun kaytettavat positiivinen ja negatiivinen kont-
rollindyte muodostuivat useiden kalalajien kokoomanaytteista, joista positiivisessa oli ah-
venen DNA mukana (mix+) ja negatiivisessa ei (mix-) (Liite 2). PCR-reaktion optimoin-
nissa kaytettiin QlAcuity® EG PCR Kittia, joka sisalsi valmista reaktioseosta "3x QN
EvaGreen dPCR MM” ja RNaasi vapaata vetta, seka kirjallisuuden perusteella valikoituja
ahvenspesifeja alukkeita "aluke for. Per-flu-S671” ja aluke rev. Per-flu-A671 (Taulukko
3).

Taulukko 3. Optimoinnissa kaytetty reaktioseos. Valmis reaktioseos (3x QN EvaGreen
dPCR MM), RNaasi vapaa vesi, ahvenspesifit alukkeet: alkupaan aluke (aluke for. Per-
flu-S671) ja kdanteiseen suuntaan (aluke rev. Per-flu-A671) Alukkeiden loppukonsent-
raatio reaktioseoksessa on 0,2uM.

Reagenssi 1x maara (ul)
3x QN EvaGreen dPCR MM 2
Aluke for. Per-flu-S671 4uM 0,3
Aluke rev. Per-flu-A671 4uM 0,3
RNaasi vapaa vesi 2,4
Templaatti 1
Yhteensa 6

Gradientti-PCR:n valmiiden DNA-tuotteiden tunnistamisessa hyddynnettiin agaroosigee-
lielektroforeesia. Etidiumbromidi-merkkiaineella leimattu jahmettynyt 1 %-agaroosigeeli,
asetettiin ajoaltaaseen, joka taytettiin samalla 1XTBE-puskurilla (Tris-boraatti-EDTA), jo-

hon geeli oli valmistettu. Tuotteita pipetoitiin agaroosigeelille 5ul per kaivo. Tuotteiden
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fragmenttikoon maarittdmiseksi ajoon lisattiin 100bp molekyylipainomarkkeri eli "ladder”
(Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder). Tuotteita ajettiin geelilla 30-mi-
nuuttia 90voltin jannitteella. Taman jalkeen geeli poistettiin ajoaltaasta ja kuvattiin UV-

valon avulla.

2.4 Menetelman optimointi - gPCR

Menetelman toimivuus ja lajispesifisyys testattiin viela gPCR-menetelmaa hyddyntaen,
laitteistona toimi Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems). PCR-reaktioseos oli sama
kuin gradientti PCR-menetelmassa (Taulukko 3). Naytteind kaytettiin kolmea rinnak-
kaista ahvenen kudoksesta eristettyd DNA-naytetta (pitoisuus 4ng/pul) ja siita tehtyja lai-
mennoksia 1:25 (laskennallinen pitoisuus 0.16ng/ul) ja 1:100 (laskennallinen pitoisuus
0.04ng/ul). Lisaksi kontrollindytteind olivat samat seokset (mix+, mix-) kuin gradientti
PCR:ssa ja nollanaytteena vesi. gPCR-ohjelman loppuun lisattiin laskeva denaturaatio-
lampdtila HRM-vaihe (high resolution melt), jonka avulla tutkittiin, onko kaytetyt alukkeet

lajispesifiset. (Taulukko 4).

Taulukko 4. Mic gPCR ohjelma, jonka lopussa laskeva denaturaatio-lampétila (HRM).

Vaihe Lampotila °C Kesto Toisto
alkudenaturaatio 95 2min 1
denaturaatio 95 15s
annealing 63,5 30s 55
ekstensio 72 30s
HRM 95 0,3°C/s 1
pito 4 (o0)

2.5 eDNA-naytteiden analyysiajo - dPCR

Eristetyistd eDNA-naytteista tehtiin kolme rinnakkaista analyysiajoa digitaali-PCR-lait-
teistolla (QIAGEN QIAcuity one with Splex). Taman lisaksi kaytettiin positiivista kontrollia,
joka oli eristetty ahvenen kudoksesta ja laimennettu vastaamaan paremmin eDNA-nayte
pitoisuuksia (laskennallinen pitoisuus 0,02ng/ul). Jokaisessa analyysiajossa oli mukana
kaksi negatiivista kontrollia. Ensimmainen koostui PCR-reaktioseoksesta, jossa nayt-
teena oli puhdistettua vetta. Toisessa negatiivisessa kontrollissa oli sekoitettuna vain 3x
QN EvaGreen dPCR MM (16,7ul) ja RNaasi-vapaa vesi (23,3ul). Lisaksi DNA:n eristys-
vaiheessa tehtya laboratoriokontrollia kaytettiin analyysiajossa. dPCR-reaktioseoksessa

noudatettiin laitevalmistajan ohjeistusta (Taulukko 5, Qiagen 2021). PCR-ohjelman
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valmistuttua laitteisto kuvasi valittdmasti ndytekaivoissa mahdollisesti syntyneet reaktiot

(Exposure duration: 200ms ja Gain:3) (Taulukko 6).

Taulukko 5. PCR-reaktioseos. Valmis reaktioseos (3x QN EvaGreen dPCR MM), RNaasi
vapaa vesi, ahvenspesifit alukkeet: alkupaan aluke (aluke for. Per-flu-S671) ja kaantei-
seen suuntaan (aluke rev. Per-flu-A671). Alukkeiden loppukonsentraatio reaktioseok-
sessa on 1,3uM.

Reagenssi 1x maara (ul)
3x QN EvaGreen dPCR MM 13,33
Aluke for. 4uM 2
Aluke rev. 4uM 2
RNaasi-vapaa vesi 14,67
Templaatti 8
Yhteensa 40

Taulukko 6. dPCR-ohjelma.

Vaihe Lampdtila °C| Kesto | Toisto
1 alkudenaturaatio 95 2min 1
denaturaatio 95 15s
2 annealing 63,5 30s 50
ekstensio 72 30s
3 loppuekstensio 45 10min 1
4 kuvaus RT 15min

2.6 Vertailuaineisto
Tutkimustyon vertailuaineistona kaytettiin samoina naytteidenkeraysajankohtina tehtyja
ahventen rysapyydysotantoja seka ahventen poikasten ja ahventen matinauhojen ti-

heysmittaustuloksia.

2.7 Analysointi

eDNA-tuloksia analysoitiin QlAcuity Software Suite -ohjelmistolla. Ohjelmisto laski PCR-
ajon valmistuttua kaivoissa tapahtuneet reaktiot ja kopiolukumaarat mikrolitroissa. Tu-
lokset tarkasteltiin lapi ja tarvittaessa saadettiin ohjelmiston antamaa kynnyslinjaa
"treshold”. Lopulliseen tulosten analysointiin ei otettu mukaan naytteita, joissa PCR-re-
aktion toiminta ei ollut optimaalista. PCR-ajon rinnakkaisnaytteistd ja maastossa
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tehdyista rinnakkaisnaytesuodatuksista laskettiin keskiarvot. Vertailuaineiston tiheydet

madin ja poikasten osalta ovat kuutiotilavuutena.
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3. Tulokset
3.1 Optimointitulokset

Ennen varsinaisia eDNA-analyysiajoja menetelmaa optimoitiin ahvenen kudosnaytteista
eristetyn DNA:n ja siita tehtyjen laimennosten avulla. Gradientti-PCR:n ja agaroosigeelin
avulla kaytetyille alukkeille 16ytyi optimaalinen liittymislampdtila 62°C-asteesta (Kuva 7).
Epaspesifin monistumisen valttdmiseksi korotettiin 1ampdtila vield 63,5°C asteeseen

gPCR ja dPCR-analyysiajoihin dPCR-menetelman herkkyyden vuoksi.

ahven mix+ mix-
8 7 6 54 3 2 1 87 6 54 3 21 87 6 5 4 3 2 1

e e N B N N N e

100bp 68 67,5 66,4 644 62 60 587 58 100bp 68 67,5 66,4 644 62 60 58,7 58 100bp 68 67,5 664 644 62 60 58,7 58

Kuva 7. Agaroosigeelikuva gradientti PCR-tuotteista. Jokaisen sarjan vasemmassa reu-
nassa 100bp-molekyylipainomarkkeri. Kaivojen gradientti PCR:n liittymislampdtilat 68
(8) 67,5 (7) 66,4 (6) 64,4 (5) 62 (4) 60 (3) 58,7 (2) 58 (1). Ahvenen kudosnayte (ahven),
positiivinen kontrollindyte (mix+) ja negatiivinen kontrollinayte (mix-).

Menetelman toimivuus ja lajispesifisyys testattiin vielda gqPCR-menetelmaa hyédyntaen.
gPCR-ohjelman loppuun lisattiin denaturaatio-lampédtila, jonka avulla tutkittiin, onko kay-
tetyt alukkeet lajispesifiset. Denaturaatio-lampdtila varmisti, ettd kaksijuosteisesta

DNA:sta monistui vain yksi erillinen tuote (Kuva 8).

Kuva 8. Menetelman optimoinnissa kaytetty gPCR-analyysiajo (A) ja loppudenaturaatio
(HRM) lampétilan kurva (B). Naytteina kolme rinnakkaista ahvenen kudoksesta eristettya
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DNA:ta (pitoisuus 4ng/ul) ja siitd tehdyt laimennokset 1:25 (laskennallinen pitoisuus
0.16ng/ul) ja 1:100 (laskennallinen pitoisuus 0.04ng/pl), my6s kolmena rinnakkaisena.
Kontrollinaytteina (mix+ 1), ja (mix- 2) ja nollanaytteena vesi (3).

3.3 eDNA tulokset

Ymparisto-DNA naytesuodatuksia tehtiin jokaisella pienvesistékohteella kolme rinnak-
kaista yhdesta kokoomanaytteesta. Naista suodatuksista eristettiin DNA ja ajettiin kolme
rinnakkaista analyysiajoa digitaali-PCR-laitteiston avulla. Poikkeuksena rinnakkaisissa
analyysiajoissa oli Solbackfladanin viikon 24 yksi kolmesta rinnakkaisesta naytesuoda-
tuksesta, jossa DNA:ta ei ollut eluoitunut riittdvaa maaraa pylvasmatriksin lapi DNA-eris-
tyksessa. Tasta naytteesta ajettiin ainoastaan yksi analyysiajo. Rinnakkaisia PCR-ana-
lyysiajoja verrattiin keskendan tulosten luotettavuuden lisddmiseksi. Naista analyy-
siajoista seka rinnakkaisista suodatuksista laskettiin keskiarvot. Rinnakkaisista suoda-
tuksista laskettiin myds keskihajonta, josta nousee esille rinnakkaisten naytesuodatusten
poikkeamat. Jokaisessa PCR-analyysiajossa mukana olleen ahvenen kudoksesta eris-
tetyn, positiivisen kontrollin tuloskeskiarvoksi digitaali-PCR-laitteistolla tuli 26,388 ko-
piota/ul templaatti DNA:ta. Puhtaasta vedestd tehdyt naytesuodatukset negatiivisina
kontrollinaytteina olivat negatiivisia, kuten myoés negatiivinen laboratoriokontrolli ja nega-

tiiviset PCR-reaktioseos kontrollit.

3.3.1 Solbackfladan

Suomenlahdella sijaitsevan Solbackfladanin vesistostd suodatettujen naytteiden vesiti-
lavuus suodatusta kohden oli keskimaarin 2,67 litraa. Ymparisto-DNA tuloksissa havait-
tiin ahvenen DNA:ta huhtikuun 2021 naytteissa, viikolla 16. Muina ajankohtina tehdyista

naytesuodatuksista ei 16ytynyt ahvenen DNA:ta (Kuva 9).
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Solbackfladan
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Kuva 9. Suomenlahden Solbackfladanin ymparistd-DNA naytepitoisuuksien keskiarvot
(templaatti DNA kopiota/pl) ja keskihajonnat rinnakkaisista naytesuodatuksista.

3.3.2 Sommarotrasket

Toisessa Suomenlahden kohteessa, Sommarotrasket kluuvissa, vesistosta suodatettu-
jen naytteiden vesitilavuus suodatusta kohden oli keskimaarin 2,46litraa. Kohteen ympa-
rist6-DNA pitoisuudet nousevat huhtikuun viikolla 16, ja jatkavat nousua toukokuun vii-

kolle 19. Taman jalkeen pitoisuudet lahtevat laskuun (Kuva 10).

Sommarotrasket

3,000
2,405
2,500
2,000
1,500 1,103
1,172
1,000
0,500 0,085
! 0,065
0,000~ 0,000 0,046 0,000 0,000
0,000 =
11 16 19 24 37
viikko/2021 W keskiarvo kopiota/ul W keskihajonta

Kuva 10. Suomenlahden Sommarétrasketin ymparisto-DNA naytepitoisuuksien keskiar-
vot (kopiota/pl) ja keskihajonnat rinnakkaisista naytesuodatuksista.
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3.3.3 Ytterofladan

Ytterofladan pienvesistdsta suodatettujen naytteiden vesitilavuus suodatusta kohden oli
keskimaarin 2,38litraa. Kohteessa ymparisto-DNA:ta havaittiin jo ensimmaisesta nayt-
teenottoviikosta lahtien (maaliskuu viikko 11). Pitoisuudet jatkavat kasvua huhtikuun vii-
kolle 16, kuten muissakin Suomenlahden kohteissa. Taman jalkeen pitoisuudet laskevat.
Ytterofladan on toinen kohteista, joissa ymparist6-DNA pitoisuudet kohoavat jalleen syk-

sylla, lahes kevaan pitoisuuksien tasolle (Kuva 11).

Ytterofladan
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Kuva 11. Suomenlahden Ytteréfladanin ympéarist6-DNA naytepitoisuuksien keskiarvot
templaatti DNA kopiota/pl vasemmalla ja oikealla keskihajonnat rinnakkaisista nayte-
suodatuksista.

3.3.4 Roliggropen

Merenkurkulla sijaitsevan Roliggropenin vesistdsta suodatettujen naytteiden vesitilavuus
suodatusta kohden oli keskimaarin 1,25litraa. Tilavuus on noin 1litran pienempi, kuin
Suomenlahden kohteissa. Roliggropenin ymparist6-DNA analyysiajojen tulokset poikke-
sivat muiden kohteiden tuloksista inhiboituneiden naytteiden maarassa. Huhtikuun viikon
16 rinnakkaisista naytesuodatuksista ei ole tuloksia mukana ollenkaan. Digitaali-PCR-
laitteisto ei onnistunut saamaan naista naytteista luotettavia tuloksia yhdestakaan rin-
nakkaisesta analyysiajosta. Sama ongelma toistui toukokuun viikon 20 naytesuodatuk-
sissa, joista ainoastaan yksi kolmesta rinnakkaisesta suodatuksesta onnistui PCR-ana-
lyysiajossa. Roliggropenin osalta ymparisto-DNA pitoisuudet ovat muihin kohteisiin ver-
rattaen korkealla toukokuun alun viikolla 18 ja laskevat tdman jalkeen kohti syksya (Kuva
12). Viikolla 10 tehty yksittain ndytesuodatus antoi tulokseksi 0,000ng/pl. Tama nayte oli
testisuodatus pumpullisen reppukeraajan toiminnan varmistamiseksi, eika siksi ole mu-
kana varsinaisissa tuloksissa.
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Roliggropen
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Kuva 12. Merenkurkun Roliggropenin ymparist6-DNA naytepitoisuuksien keskiarvot (ko-
piota/ul) ja keskihajonnat rinnakkaisista ndytesuodatuksista.

3.3.5 Backfladan

Merenkurkun toisesta pienvesistdokohteesta Backfladanista suodatettujen naytteiden ve-
sitilavuus suodatusta kohden oli keskimaarin 1,75litraa. Siella ymparist6-DNA pitoisuu-
det nousivat huhtikuun viikolla 16, kuten muissakin kohteissa. Pitoisuudet jatkavat ko-
hoamista toukokuun viikolle 18, jonka jalkeen laskevat. Backfladanin osalta havaitaan
samankaltainen ymparistd-DNA pitoisuuksien nousu syksylla, kuin Suomenlahden Ytte-
rofladanissa. Backfladan flada on jakautunut kahteen altaaseen, joilla on kulkuyhteys
toisiinsa. Tasta syysta toukokuun alun viikolla 18 niin kutsutusta taka-altaasta on otettu
erilliset kolme rinnakkaista naytesuodatusta, jotka osoittavat suurempia ymparisto-DNA

pitoisuuksia, kuin etuallas, josta on yhteys mereen (Kuva 13).
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Kuva 13. Merenkurkun Backfladanin ymparist6-DNA naytepitoisuuksien keskiarvot (ko-
piota/ul) ja keskihajonnat rinnakkaisista naytesuodatuksista. Valkoiset, viikon 18 pylvaat
ovat Backfladanin taka-altaan erillisten naytesuodatusten keskiarvo (vasen) ja keskiha-
jonta (oikea).

3.4 Vertailuaineiston tulokset
Vertailuaineiston tiheysmittaustulokset on saatu valmiina Luonnonvarakeskuksen tutki-
joilta. Tiheysmittaustulokset ahventen méatinauhojen ja poikastiheyksien osalta ovat kuu-

tiotilavuuksina. Taysikasvuisia ahvenia pyydettiin rysapyydyksella otantaa varten.

Kaikissa viidessa pienvesistokohteessa tehtiin ahventen matinauhojen tiheyslaskentaa
kevaan ja kesan 2021 aikana. Tiheydet vaihtelivat 0,0004 ja 0,1160 (tiheys/m?) valilla.
Suurimmat matitiheydet mitattiin Merenkurkun alueella Roliggropenin kluuvissa ja pie-

nimmat Suomenlahden Ytterdfladanin fladassa (Kuva 14).
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Kuva 14. Ahvenen madin tiheysmittaustulokset pienvesistokohteista.

Jokaisessa viidessa pienvesistokohteessa tehtiin liséksi toukokuun puolen valin jalkeen
ahvenen poikasten tiheyslaskentaa. Merenkurkun Backfladanissa mitattiin suurimmat

poikastiheydet ja Suomenlahden Yttertfladanissa pienimmat (Kuva 15).
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Kuva 15. Ahvenen poikasten tiheysmittaustulokset pienvesistokohteissa.

Merenkurkun Backfladan oli ainut kohde, josta kevaan 2021 ajalta on mitattu myds tay-

sikasvuisten ahventen lukumaaria rysapyydyksella. Tulokset ovat suuntaa antavia
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otantoja kyseisina ajankohtina, koska rysapyydykseen jaa kaikki kalalajit, joita fladassa
esiintyy. Huhtikuun puolivalissa viikolla 15 rysapyydykseen jai eniten taysikasvuisia ah-
venia, jonka jalkeen maara alkoi laskea ja nousi jalleen hieman toukokuun alussa viikolla
18 (Kuva 16).
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Kuva 16. Taysikasvuisten ahventen kappalemaarat rysapyydyksella Merenkurkun Back-
fladanissa kevaalla 2021 viikoilta 14-18.

3.5 Tulosten yhteenveto

Kaikissa viidessa pienvesistOkohteessa ldydettin eDNA-menetelman avulla ahvenen
DNA:ta. Huhti-toukokuun vaihteessa, viikoilla 16—19 pitoisuudet olivat suurimmat jokai-
sessa kohteessa ja lahtivat taman jalkeen laskuun. Osassa kohteista pitoisuudet nousi-
vat uudelleen syksylla syys-lokakuun vaihteessa, viikoilla 37—41. Suurimmat eDNA-pi-
toisuudet tulivat Suomenlahden Sommardétrasketista ja Merenkurkun kohteista. Viikolla
16 Suomenlahden kohteissa esiintyi matinauhoja ja samalta viikolta saatiin myds eDNA-
pitoisuuksia. Viikoilla 18-20 Sommarétrasketista, Roliggropenista ja Backfladanista saa-
tiin eDNA pitoisuuksia, samoina ajankohtina kohteista mitattiin sekd ahvenen méatinau-
hoja ettd ahvenen poikasia. Backfladanissa rysapyydyksella tehtyjen aikuisten ahventen
otantojen suurimmat maarat ajoittuvat ajalle ennen eDNA-pitoisuuksien nousua (Tau-
lukko 7).

Taulukko 7. Jokaisessa pienvesistdkohteessa tehdyt eDNA-tulokset (kopiota/ul), méati- ja
poikastiheysmittaustulokset (tiheys/m?), seka aikuisten ahventen rysapyyntitulokset (kpl)
vuoden 2021 viikoilla 11—41. Poikasten tiheysmittauksia tehtiin ainoastaan Roliggrope-
nissa ja Backfladanissa. Aikuisten ahventen rysapyydystulokset ovat vain
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Backfladanista. Backfladanin varikoodatut kauttaviivalla erotetut pitoisuudet eDNA ja
mati tuloksissa ovat erillisten vesistdaltaiden tulokset. Vasemmalla Backfladanin etual-
taan tulokset ja oikealla taka-altaan. Aikuisten ahventen osalta, kauttaviivalla erotetut
harmaalla merkatut kappalemaarat kertovat kahdesta eri rysépyydysotannasta.

Vikko/2021 1 12 14 15 16 17 18 19 20 U 3 4
eDNA | 0,000 0416 0,000 0,000 0,000
Solbackfladan | mii 0,0025
poikanen 184
) eDNA 0,000 11n 2405 0,046 0,000
Sommarg- —
. mati 0,0017 0,0080
trasket :
poikanen 576
eDNA 0,108 0,198 0,017 0,000 0,187
Ytterofladan | mati 0,0005 0,0004
poikanen 17
eDNA | 0,000 12610 0802 0,137 0,074
Roliggropen | mati 00360 | 01160 0,009
poikanen 39 18
eDNA 0,000 1,044 1,327/ 4458 0,232 0,034 0,389
Backfladan ma l
poikanen 90,7 448
ahven 95 | 19/334 | 97/8 | 61/97 166
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4. Pohdinta

4.1 Ymparisto-DNA-pitoisuuksien ajankohdat

Taman tutkimuksen eDNA-pitoisuudet nousevat samoina tai hyvin lahella ajankohtia, jol-
loin pienvesistdkohteissa on saatu suurimmat kalamaarat perinteisilla menetelmilld suo-
ritetuissa matinauhojen ja poikasten tiheysmittaustuloksissa. Aikaisemmin aikuisilla ka-
loilla ja sen poikasilla tehtyjen allaskokeiden perusteella eDNA-pitoisuus korreloi vah-
vasti biomassan kanssa. Pitoisuudet nousevat suuremmiksi sitd nopeammin, mita suu-
rempi maara kaloja on vedessa. Jo 24 tunnin jalkeen havaitaan eDNA-pitoisuuksia, jotka
alkavat hyvin nopeasti myos laskea, kun kalat poistetaan vedesta. Lisaksi aikuisista ka-
loista irtoaa huomattavasti suurempi maard DNA:ta ymparistdéon, verrattuna poikasiin
(Karlsson ym. 2022; Lacoursiére-Roussel ym. 2016; Maruyama ym. 2014; Sansom ja
Sassoubre 2022). Tama viittaisi siihen, ettad tdman tutkimuksen viikolla 16 saadut eDNA-
pitoisuudet saattavat kohota myds aikuisten ahventen vaikutuksesta, jotka nousevat
suurissa maarin fladoihin ja kluuveihin kutemaan. Tahan viittaa myds Backfladanista
saadut rysapyydysotantamaarat aikuisista ahvenista, mitka olivat korkeimmat ennen

eDNA-pitoisuuksien kohoamista.

eDNA-pitoisuudet ovat korkealla myos viikoilla 18—19, joka on I&helld ajankohtaa, jolloin
fladoissa ja kluuveissa on paljon ahvenen poikasia. Poikkeuksena Solbackfladan, jossa
ahvenen poikasia oli runsaasti, mutta samaan aikaan ei saatu eDNA:sta korreloivia tu-
loksia. Ytterofladanissa mitattiin muista kohteista poiketen viikolla 11 eDNA-pitoisuuksia.
Tama todennakdisesti johtuu kuolleista ahvenista. Maaliskuun puolivalissa vesistd oli
jaasohjon peitossa, talven aikana matala vesi jaatyy syvalta seka muuttuu happipitoisuu-

deltaan niin pieneksi etta sinne jdaneet ahvenet kuolevat (Liite 3).

4.2 Vesistojen ominaisuuksien vaikutukset tuloksiin

Tutkimuksessa ilmeni useita 0-tuloksia, vaikka pienvesistokohteissa on kuitenkin kevaan
ja syksyn valisena aikana aina jonkin verran ahvenia. Onkin hyva ottaa huomioon vesis-
tén ominaisuuksien vaikutukset eDNA-tuloksien arvioinnissa. UV-séateily, veden pH-arvo
ja lampdtila vaikuttavat eDNA:n hajoamiseen (Strickler ym. 2015). Pienvesistokohteissa
veden syvyys on matala, joten kevat auringon UV-sateilylla saattaa olla jonkin verran
vaikutusta DNA:n sailymiseen tai hajoamiseen kohteissa. Mita lahempana pH-arvo on
neutraalia ja hapanta, sitd nopeammin DNA hajoaa. Tutkimuksen pienvesistokohteissa

pH-arvo pysyy lievasti emaksisen puolella, joten pH:lla ei ole suurta vaikutusta tuloksiin
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(Liite 3). Kylmassa vedessa DNA sailyy pidempaan, aikaisin kevaalla tdman tutkimuksen

pienvesistdkohteiden veden lampdtila sail6é DNA:ta paremmin kuin kesalla.

4.3 Naytesuodatukset, DNA-eristys ja PCR-analyysiajo

Osa PCR-analyysiajoista epaonnistui, johtuen mahdollisesti DNA-naytteen mukana tul-
leista PCR-reaktiota inhiboineista aineista. Veden sameutta seisovissa vesissa aiheut-
tava humuspitoinen maa-aines aiheuttaa inhibiittoreita ymparisto-DNA-naytteissa
(Lance & Guan, 2020). Pienvesistokohteissa tallaisen maa-aineksen sekoittuminen ve-
teen on hyvin todennakdista. Matalissa seisovissa vesissa, maa-aines lahtee sateen mu-
kana ja runsaan kalamaarankin liikkeistd sekoittumaan veteen. DNA:n eristdmiseen on
kaytdssa useita menetelmia ja tietyn menetelman optimointi eDNA:lle todennakdisesti
parantaisi DNA-saantoa ja minimoisi inhiboivien aineiden maaraa ja vaikutusta PCR-re-

aktioon.

eDNA-kokoomanaytteet on keratty alueiden reunoilta. Osassa kohteista matinauhat oli-
vat paasaantoisesti reuna-alueilla, kun taas toisissa tasaisesti levinneena alueelle. Talla
voi olla vaikutusta eDNA-pitoisuuksiin matitiheyksien osalta, koska matinauhojen DNA
ei valttamatta levia suhteellisen seisovissa vesissa ymparilleen, toisin kuin liikkeessa
olevien kalojen ja poikasten. Vedessa eDNA-pitoisuuksien on todettu heikkenevan, mi-

kali nayte otetaan kaukana liikkumattomana olevasta kohteesta (Gasparini ym., 2020).

Ymparistdo-DNA:n oletetaan olevan melko fragmentoitunutta, ja sen havaitsemiseen so-
pisi parhaiten kaytettavaksi alle 100bp fragmenttikoot PCR-analyysiajossa (Rees ym.
2014). Tama kuitenkin hankaloittaa lajispesifisyydessa pysymista, mutta auttaisi vahen-

tamaan vaaria negatiivisia vastauksia.

eDNA-menetelman kayttéon olisi tarkeda saada yhtendisempia kaytantoja, kayttdkoh-
teitten mukaan. Menetelmassa on suuri potentiaali biodiversiteetin tarkkailuvalineena ja

ympariston valvonnassa (Loeza-Quintana ym., 2020; Pawlowski ym., 2021).

4.3 Jatkotutkimusmahdollisuudet

eDNA-menetelmaa ahventen seurannassa olisi mahdollista jatkotutkimuksen avulla ke-
hittaa. Tutkimuksessa tulisi selvittda rinnakkaisten naytesuodatusten poikkeamien syyt

esimerkiksi eri laatuisten vesistonaytteiden avulla. Lisaksi olisi hyva testata, hyotyisikd
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inhiboituneet naytteet DNA:n lisdpuhdistuksesta DNA-eristys vaiheessa. eDNA-nayte-
suodatusten esisuodatuksen tekemista tiheammalla verkolla voisi harkita, talla voisi olla

vaikutusta myos eDNA-filtterin lapi suodattuvan veden maarassa.

Jotta voitaisiin varmemmin seurata eDNA:n avulla ahventen esiintymista fladoissa ja
kluuveissa, tulisi selvittdd miten matitiheydet ja poikastiheydet korreloivat eDNA-pitoi-
suuksien kanssa. Tama onnistuisi allaskokeilla, jossa mukana olisi eri aikapiste suoda-
tukset ahvenista, madista ja poikasista. Lisdksi vaarien negatiivisten tulosten valita-
miseksi pienemman fragmenttikoon kayttéa PCR-reaktiossa voisi selvittdd menetelman

lisdoptimoinnin avulla.

4.4 Tutkimustulosten merkitys

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittaa, voidaanko eDNA-menetelmaa hyddyntaa ah-
venkannan ja poikatuotannon maarien arvioinnissa. eDNA:n avulla pystytaan seuraa-
maan lajin esiintymista pienvesistokohteissa. eDNA:n avulla pystytaan myos seuraa-
maan vaihtelevuutta DNA-pitoisuuksissa ja osittain korreloimaan sita biomassaan. Ah-
ven on kuitenkin yleinen laji nailla alueilla, joten tarkempia tietoja biomassan suhteen
tarvitaan, jotta tuloksista voitaisiin luotettavammin arvioida eDNA-pitoisuuksien suhdetta
aikuisiin ahveniin, matiin ja poikasiin. Menetelman kehityksella ja lisatutkimuksella
eDNA-menetelmaa saattaisi pystya hyoddyntamaan ahvenkannan ja poikatuotannon

maarien arvioinnissa.
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Liitteet

Liite 1. DNA-eristyksen 99-naytetta. Naytenumero, suodatuspaikka (pienvesisto), suo-
datuksen ajankohta paivamaarana ja suodatetun veden tilavuus litroina.

Naytenro |Paikka Pvm Tilavuus | [Nadytenro |Paikka Pvm Tilavuus |
#13 Roliggropen 18.3.2021 |0,49 Tvl Ytterofladan 16.3.2021(3,04
#15 Backfladan 24.3.2021 |3,11 Tv2 Ytterofladan 16.3.2021|2,95
#16 Backfladan 24.3.2021 |3,08 Tv3 Ytterofladan 16.3.2021(2,94
#17 Backfladan 24.3.2021 |3,05 Tva Sommarotrasket [16.3.2021|2,96
#18 Backfladan 24.3.2021 |3,03 Tv5 Sommarotrasket (16.3.2021(2,93
#21 Backfladan/kont |19.4.2021 (3,15 Tv6 Sommarotrasket (16.3.2021(3,02
#22 Backfladan/kont |19.4.2021 (3,05 Tv7 Solbackfladan 16.3.2021(3,04
#23 Backfladan 19.4.2021 |1,06 Tv8 Solbackfladan 16.3.2021{2,95
#24 Backfladan 19.4.2021 |1,03 Tv9 Solbackfladan 16.3.2021(2,95
#25 Backfladan 19.4.2021 |1,03 Tv10 Ytterofladan/kont [19.4.2021(3,01
#27 Roliggropen/kont|19.4.2021 (3,08 Tvll Ytterofladan 19.4.2021(2,86
#28 Roliggropen 19.4.2021 |0,70 Tv12 Ytterofladan 19.4.2021|2,91
#29 Roliggropen 19.4.2021 |0,73 Tv13 Ytterofladan 19.4.2021|2,92
#30 Roliggropen 19.4.2021 (0,80 Tvl4 Sommarotrasket |19.4.2021(2,98
#33 Roliggropen/kont|3.5.2021 |3,43 Tv15 Sommarotrasket (19.4.2021|2,95
#34 Roliggropen 3.5.2021 |0,75 Tv16 Sommarotrasket |19.4.2021|2,96
#35 Roliggropen 3.5.2021 |0,79 Tv1l7 Solbackfladan 19.4.2021(2,97
#36 Roliggropen 3.5.2021 |0,70 Tvi8 Solbackfladan 19.4.2021(2,96
#37 Roliggropen 3.5.2021 |0,60 Tv19 Solbackfladan 19.4.2021|2,96
#38 Backfladan/kont |4.5.2021 (3,10 Tv20 Ytter6fladan/kont [11.5.2021(3,03
#39 Backfladan a 4,5.2021 (0,95 Tv21 Ytterofladan 11.5.20211,39
#40 Backfladan a 4,5.2021 (0,96 Tv22 Ytterofladan 11.5.2021(1,6
#41 Backfladan a 4,5.2021 (0,92 Tv23 Ytterofladan 11.5.20211,51
#42 Backfladan b 4,5.2021 (1,28 Tv24 Sommarotrasket |11.5.2021(2,98
#43 Backfladan b 4,5.2021 (1,39 Tv25 Sommarotrasket (11.5.2021(2,93
#44 Backfladan b 4,5.2021 (1,33 Tv26 Sommarotrasket (11.5.2021(2,89
H46 Roliggropen/kont|20.5.2021 |3,13 Tv27 Solbackfladan 11.5.2021(1,77
#47 Roliggropen 20.5.2021 |0,64 Tv28 Solbackfladan 11.5.2021(1,82
#HA8 Roliggropen 20.5.2021 (0,60 Tv29 Solbackfladan 11.5.2021(2,08
#49 Roliggropen 20.5.2021 |0,65 Tv30 Ytteréfladan/kont [18.6.20213,03
#51 Backfladan/kont |21.5.2021 (3,07 Tv31 Ytterofladan 18.6.2021(2,33
#52 Backfladan 21.5.2021 (0,82 Tv32 Ytterofladan 18.6.2021|2,47
#53 Backfladan 21.5.2021 |0,92 Tv33 Ytterofladan 18.6.2021|2,46
#54 Backfladan 21.5.2021 |0,90 Tv34 Sommarotrasket (18.6.2021(1,14
#221 Backfladan/kont |16.6.2021 (3,00 Tv35 Sommarotrasket [18.6.2021|1,26
#222 Backfladan 16.6.2021 |0,87 Tv36 Sommarotrasket |(18.6.2021|1,5
#223 Backfladan 16.6.2021 |0,95 Tv37 Solbackfladan 18.6.2021(2,95
#224 Backfladan 16.6.2021 (0,92 Tv38 Solbackfladan 18.6.2021(2,6
#225 Roliggropen/kont|16.6.2021 |3,07 Tv39 Solbackfladan 18.6.2021(1,98
#226 Roliggropen 16.6.2021 |2,20 Tv40 Ytter6fladan/kont [15.9.2021(3,23
#227 Roliggropen 16.6.2021 (2,32 Tv41l Ytterofladan 15.9.2021(1,83
#228 Roliggropen 16.6.2021 (2,10 Tv42 Ytterofladan 15.9.2021(2,09
#355 Roliggropen/kont|12.10.2021 |3,11 Tv43 Ytterofladan 15.9.2021(??
#356 Roliggropen 12.10.2021|3,00 Tv44 Sommarotrasket |15.9.2021(2,16
#357 Roliggropen 12.10.2021 (? Tv45 Sommarotrasket |15.9.2021(2,17
#358 Roliggropen 12.10.2021 (2,90 Tv46 Sommarotrasket |15.9.2021|2,11
#359 Backfladan/kont |13.10.2021 |3,04 Tva7 Solbackfladan 15.9.20213,02
#360 Backfladan 13.10.2021 0,88 Tv48 Solbackfladan 15.9.2021(3
#361 Backfladan 13.10.2021 0,89 Tv49 Solbackfladan 15.9.20213,02
#362 Backfladan 13.10.2021|0,93
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Liite 2. Taulukko kalalajeista, joita kaytetty PCR-analyysiajon positiiviseen ja negatiivi-
seen kontrolliin, mix+ ja mix-.

Nro Nimi suomeksi Tieteellinen nimi

1 Lohi Salmo salar

2 Kuha Sander lucioperca

3 Ha rj us Thymallus thymallus

4 Kiiski Gymnocephalus cernua

5 Toutain Aspius aspius

6 Lahna Abramis brama

7 Kilohaili Sprattus sprattus

8 Silakka Clupea harengus membras
9 Pasuri Blicca bjoerkna

10 Suutari Tinca tinca

11 Imukala Liparis liparis

12 Kolmipiikki Gasterosteus aculeatus

13 Ahven Perca fluviatilis

14 Arapaima Arapaima giga

15 Hauki Esox lucius

16 Taimen Salmo trutta

17 Kirjolohi Oncorhynchus mykiss

18 Muikku Coregonus albula

19 Nelma Stenodus leucichthys

20 Siika Coregonus lavaretus

21 Kuore Osmerus eperlanus

22 Puronieria Salvelinus fontinalis

23 Mustataplatokko |Neogobius melanostomus
24 Sarki Rutilus rutilus

25 Jarvilohi Salmo salar m. sebago

26 Made Lota lota

27 Vimpa Vimba vimba

28 Tu rpa Squalius cephalus/Leuciscus cephalus
29 Sayne Leuciscus idus

30 Salakka Alburnus alburnus

31 Miekkasarki Pelecus cultratus

32 Sorva Scardinius erythrophthalmus
33 Harkasimppu Myoxocephalus quadricornis
34 Kampela Platichthys flesus

35 Rasvakala Cyclopterus lumpus

36 Kymmenpiikki Pungitius pungitius

37 Kinivilkka Zoarces viviparus

38 Isotuulenkala Hyperoplus lanceolatus
39 Harkasimppu Myoxocephalus quadricornis/Triglopsis quadricornis
40 Nahkiainen Lampetra fluviatilis

41 Siloneula Nerophis ophidion

42 Isosimppu Myoxocephalus scorpius
43 Piikkikamplea Scophthalmus maximus
44 Turska Gadus morhua

45 Ankerias Anguilla anguilla
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Liite 3. Taulukko pienvesistdjen vedenlaaduista. Happipitoisuus, pH-arvo, suolapitoisuus
(Sal), [dmpdtila (C) ja sameus (FNU).

Paikka PVM Happi pH Sal C FNU
Roliggropenl 18.3.2021 na na na na na
Backfladan 24.3.2021 1,1 6,9 3,6 1,2 na
Backfladan 19.4.2021 na 6,9 1,8 9,4 na
Roliggropen 19.4.2021 na na na na na
Roliggropen2 21.4.2021 9,2 74 2,6 10,2 8,0
Roliggropen 3.5.2021 8,2 7,3 2,0 12,8 5,6
Backfladan 4.5.2021 91 9,0 1,5 10,2 6,3
Roliggropen 19.5.2021 na 7,4 3,1 14,1 na
Backfladan_taka-allgd4.5.2021 71 7,8 0,4 13,4 4,7
Backfladan3 28.4.2021 na na na na 6,6
Backfladan 16.6.2021 57 75 19 16,2 6,1
Roliggropen 16.6.2021 6,2 7,6 3,1 16,5 3,0
Backfladan 13.10.2021 (na 6,8 3,0 7,9 2,5
Roliggropen 12.10.2021 |na 6,9 2,9 9,2 2,8
Solbackfladan 21.4.2021 3,6 1,5
Sommardétrasket 22.4.2021 1,1 0,15
Ytterofladan 23.4.2021 5,6 1,4
Ytterofladan 4.5.2021 1,5
Sommaroétrasket 4.5.2021 1

1 Vesi jdista sohjoa jaan alla, kiintoainesta, vedenlaatu ei mitattavissa.
2 Vesi sameaa, kiintoainesta.
3 Vedenlaatumittari ei kdytossa.
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