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Johdanto

Biomonitorointi, eli elididen kayttd ympdristomuutosten seurantaan ja mittaamiseen, pyrkii
tunnistamaan, seuraamaan ja arvioimaan ekosysteemien toimintaa uhkaavia ympériston stressitekijoita
(Friberg ym. 2011; Bonada ym. 2006; Gerhardt 2000). Tulevaisuudessa yksi mahdollinen
biomonitoroinnin tyokalu ja ekologisen tilan mittari yhdessd muiden biologisten (esim. piilevét,
pohjaeldimet, vesikasvit ja kalat) ja fysikaalis-kemiallisten mittarien kanssa voivat olla mikrobit
(Friberg ym. 2011). Mikrobien DNA:n ja ribosomaalisen RNA:n sekvensointimenetelméat ja
geenitietokannat ovat voimakkaasti kehittyneet viime vuosina ja sekvensointipohjaisia menetelmié
hyodynnetddn kasvavissa madrin erilaisissa ymparistdseurannoissa. Mikrobiyhteisdjen koostumus
indikoi ympariston tilaa pidemmalla aikavalilla ja on siten vakaampi tilan indikaattori verrattuna
yksittdisiin ympériston fysikaalisen ja kemiallisen tilan mittauksiin. Viimeaikaiset tutkimukset ovat
lisdksi osoittaneet, ettd mikro-organismeihin perustuvat ympériston tilan mittarit ovat herkempia
verrattuina tavanomaisesti seurattaviin elioryhmiin. (ks. esim. Schlétterer ym. 2014).

Tutkimuspaikat

Bakteerindytteet otettiin Lapin kaivoskeskittymén tutkimusalueiden joista ja puroista (kuva 1).
Néytepaikoista puolet sijaitsee Kemin, Kevitsan, Kittilan, Pahtavaaran, Saattoporan ja Soklin
kaivosalueiden alapuolisissa virtavesissa (AP) ja puolet kunkin kaivosalueen l&hettyvilla vertailualueilla
(REF), kaivosvaikutuksen ulottumattomissa. Naytepaikat kuvastavat osin koko ylapuolisten valuma-
alueiden tilannetta, silla valuma-alueilta tulevat vedet virtaavat naytepaikkojen lapi alemmaksi
vesistdssa. Tutkimuksessa oli mukana yhteensd 18 kaivosvaikutteista néytepaikkaa (AP) ja 18
vertailualuetta (REF). Maastotyo6t toteutettiin elo-syyskuussa 2017.
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Kuva 1. Lapin kaivoskeskittyman tutkimusalueet. Naytepaikoista puolet sijaitsee Kemin, Kevitsan, Kittilan,
Pahtavaaran, Saattoporan ja Soklin kaivosalueiden alapuolisissa virtavesissa (AP) ja puolet kunkin kaivosalueen
lahettyvilla vertailualueilla (REF), kaivosvaikutuksen ulottumattomissa. Naytepaikat kuvastavat osin koko
ylapuolisten valuma-alueiden tilannetta, silla valuma-alueilta tulevat vedet virtaavat naytepaikkojen l&api alemmaksi
vesistdssa. Taustalla ndkyy GTK:n maarittama malmipotentiaali koko Lapin alueelle.

Naytteenotto

Bakteerindytteet otettiin jokaiselta tutkimuspaikalta 10 noin nyrkin kokoisen kiven yl&pinnalta. Kivien
kerdyssyvyys oli noin 40 cm, ja ne Kkerdttiin mahdollisimman keskeltd uomaa mahdollisen
varjostusvaikutuksen vélttdmiseksi. Jokaiseen ndytteenottoon otettiin uudet, valmiiksi pakatut steriilit
néytteenottovalineet, jotka sisalsivat pienen minigrip-pussin sisddn pakatut kertakayttokasineet,
keltakorkkisen ndytteenottoastian (valmistaja: Mekalasi) ja steriilin, noin 4 cm x 4 cm x 4 cm kokoisen
keittidsienen palan. Lisaksi kéytettiin puhdasta pakastusrasiaa ndytteenottoa varten.

Keltakorkkista astiaa avuksi kéyttden keréttiin aluksi kertakdyttdhansikkaat kadesséd noin 1,5 x
keltakorkkisen néyteastian tilavuuden verran paikan vettd pakasterasiaan. Seuraavaksi sientd kostutettiin
ensin pakasterasiassa ja kiven pinnalta siirrettiin biofilmimateriaali pakasterasiaan niin, ettd kosteaa
sientd hierottiin noin 6 cm x 6 cm kokoisella kiven ylapinnan alueella ja irronnut biofilmimateriaali
puristettiin pakasterasiassa olevaan néytteenottopaikan veteen (Vilmi ym. 2016). Kiven pinnan sienelld
harjaamista toistettiin niin kauan kunnes silmamadardisesti nahtiin kiven pinnalla olleen materiaalin
siirtyneen nayteastiaan. YIlI4 kuvattu toistettiin kaikkien kymmenen kerdtyn kiven kohdalla ja
puristeltiin kaikki biofilmimateriaali samaan niyteastiaan (puhdas pakastusrasia) kymmenen kiven
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kokoomanaytteeksi. Lopuksi kaadettiin biofilmimateriaalin sisaltdva ndyte keltakorkkiseen néyteastiaan
ja merkittiin siihen vedenkestévalla tussilla naytteenottoaika, paikka ja naytteenottajan nimikirjaimet.
Néytteet pakastettiin valittomasti naytteenoton jélkeen autossa toimivaan kannettavaan Waeco Cool
Freeze CFX35 —pakastimeen (valmistaja: Dometic WAECO).

Laboratoriomenetelmét

Laboratoriossa naytteet siirrettiin valittdmasti ndytteenottajien maastosta palattua kannettavasta pakas-
timesta laboratorion pakastimeen odottamaan jatkokasittelyd. Naytteitd pakastekylmakuivattiin ALPHA
1-4 LD plus-pakastekylmakuivurilla (valmistaja: Martin Christ) vuorokauden ajan ja pakastekylmé-
kuivatusta naytemateriaalista eristettiin QIAGEN DNase -kitilla (valmistaja: QIAGEN) DNA. Eristyk-
sen onnistuminen tarkistettiin maarittdméalla DNA:n saanto SimpliNano-spektrofotometrilla (valmistaja:
Biochrom Ltd.).

Néytteiden  DNA  monistettiin ~ kdyttden  universaaleja  bakteerialukkeita ~ 519F  (5-
CAGCMGCCGCGGTAATWC-3) ja 926R (5-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3) (Lane 1985; Lane
1991). Jokaiselle néytteelle kdytettiin erilaista yksil6llisen “viivakoodin™ siséltavda 519F-aluketta (nk.
a-aluke), jotta sekvensointia varten yhdistetyt ndytteet voitiin aineiston jatkoanalyyseissa erottaa toisis-
taan. 519F alukkeet sisélsivét lon Torrent pyrosekvensointi-adapterisekvenssin A (Lifescience Techno-
logies, USA), yhdeksidn emésparin mittaisen yksil6llisen “viivakoodisekvenssin” ja yhden nukleotidi-
linkkerin. 926R aluke (nk. b-aluke) puolestaan sisalsi lon Torrentin adapterisekvenssin trP1 (Tejesvi
ym. 2016). Testasimme alukkeet etukéteen SILVA-tietokannassa (Quast ym. 2013) ja saimme tuloksek-
si noin 94 % kattavuuden kaikille bakteeritaksoneille. Tarkempi kuvaus on luettavissa julkaisusta Heino
ym. (2015).

Néytteet monistettiin Veriti Thermal Cycler -PCR-laitteella (Life technologies). Kaytetyn PCR-
ohjelman tarkempi kuvaus on luettavissa julkaisusta Laamanen (2019).

Néytteet puhdistettiin, yhdistettiin sekvensointia varten ja sekvensoitiin Oulun yliopiston molekyylibio-
logian (BioSer) -laboratoriossa lon Torrent Semiconductor -sekvensaattoria kéyttden. Aineisto sekven-
soitiin Ion 316™ Chip -sirua kdyttaen. Siru sisaltd4 6 miljoonaa kaivoa ja sen ulosanto on 100 Mb.

lon Torrent sekvensaattorin toiminta perustuu DNA:n polymerisaation yhteydessd vapautuvien vetyio-
nien havaitsemiseen. Sekvensointiprosessi aloitetaan emulsio-PCR:lla, jossa DNA-kirjaston fragmentit
kiinnittyvat pienien mikrohelmien pinnalle. Tdman jalkeen mikrohelmet pipetoidaan sekvensointisirulle,
jossa sijaitsee miljoonia mikrokaivoja. Mikrokaivoihin puolestaan lisatdan sekvensoinnin aikana vuoro-
tellen neljad DNA -nukleotidia. Sopivien komplementaaristen emasten 16ytyminen aiheuttaa vetyionin
vapautuessa pienen pH -muutoksen, jonka sekvensaattori havaitsee. Jos DNA-juosteessa on perékkain
kaksi identtistd emastd, on jannite kaksinkertainen ja sekvensaattori tunnistaa ne kahdeksi perékkaiseksi
samaksi emakseksi. lon Torrentin teknologia siirtdéd kemiallisen informaation (A,C,G,T) suoraan digi-
taaliseen (0,1) muotoon. Y1l& kuvattu reaktio tapahtuu yht& aikaa miljoonissa mikrokokoisissa kaivois-
sa. Tastd johtuen lon Torrent Semiconductor -sekvensointi on huomattavasti perinteisia sekvensointi-
menetelmid nopeampi ja sekvensointi kestda vain muutaman tunnin (Glenn 2011; Rothberg ym. 2011).

Bioinformatiikan menetelmat

Sekvensointiaineistossa raakasekvenssien maaré oli 605 521. Sekvenssiaineisto analysoitiin QIIME2
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) -ohjelman (Bolyen ym. 2018) versiolla 2019.4 kéyttden
SILVA_132_QIIME_release tietokantaa 16S rRNA taksonomian méarittdmiseen. Sekvenssien trimma-
uksen jalkeen ndytekohtaisen sekvenssimééran maksimi oli 49257, mediaani 9407 ja minimi 3372.
Néaytteitd ei trimmattu tiettyyn pituuteen (esim. 200 bp) silld silloin voidaan menettad uuden Qiime 2 -
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ohjelman dada2:n error rate- vaiheessa informaatiota (ohjelma itsessédan trimmaa pois biologisesti ei
merkitsevéat sekvenssit). Raakasekvenssidataa analysoitiin Qiime 2:ssa kéyttdéen DADA2 (Callahan et al.
2016) ja bakteeritaksonit madritettiin asv (amplicon sequence variants) menetelmallé seka datalle opti-
moidulla luokittelulla.

Tulokset

Tuloksista havaitaan lajikoostumuksessa selked ja tilastollisesti merkitsevé ero REF ja AP ryhmien vé-
lilla, PERMANOVA P=0.009 (kuva 2). Kuvan 2 PCoA-kuvaajassa on otettu huomioon lajien suhteelli-
nen runsaus. Lajim&ard (kuva 3) AP vs. REF ei ollut tilastollisesti merkitsevda P=0.383. Beta-
diversiteetissd (kohteiden valinen lajistollisen monimuotoisuuden vaihtelevuus) ei mydskéan ollut tilas-
tollista merkitsevyyttd P=0.39. Aineistolle tehtiin myds mikrobiekologian indikaattorilajianalyysi
ANCOM, joka ottaa huomioon bakteerien suhteellisen runsauden. ANCOM-analyysi ei 10ytanyt merkit-
sevid indikaattoreita AP vs. REF- luokittelulla.
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Kuva 2. PCoA-kuvaaja vertailupaikoista (REF) ja kaivosten alapuolisista (AP) tutkimuspaikoista havaituista biofilmi-
bakteereista. Kuvasta havaitaan, etta jotkin vertailupaikat ovat hyvin samankaltaisia kuin kaivosten alapuoliset
paikat ja painvastoin. Tasta luultavasti johtuu se, ettei beta-diversiteetissa ndy vasteita. Toisaalta tulokset viittaavat
siihen, ettd lajikoostumuksessa tapahtuu vaihduntaa eli kaivosten valumavesien myoéta tulee uusia lajeja, joilla
saattaa olla merkittava vaikutus bakteerien metaboliaan, tama vaatii jatkotutkimuksia.
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Kuva 3. Lajimaara vertailupaikoilla (REF) ja kaivosten alapuolisilla (AP) tutkimuspaikoilla. Lajimdara AP vs. REF ei
ole tilastollisesti merkitseva P=0.383

Johtopé&atokset

Tuloksista havaitaan lajimadran aineistossa jaaneen alhaiseksi ollen keskiarvoltaan 27 lajia/per paikka.
Tama voi osittain johtua esimerkiksi kaytetystd PCR-menetelméstd. PCR-menetelman ndytekohtaista
optimointia on jatkotutkimuksissa syyta edelleen kehittdd. Osittain alhainen lajiméaara voi selittyd myos
aineiston kasittelyssa bioinformatiikan menetelmilld kaytetystd dada2-vaiheesta. Qiime2 -ohjelma on
vasta hiljattain korvannut Qiime 1-ohjelman kayttaman perinteisesmman klusterointimenetelmén. Dada2,
kuten muutkin denoising-menetelmat, poistaa sekvenssiajosta halya. Erityisesti algoritmi on kehitelty
tunnistamaan biologisesti merkittavat sekvenssit ja ndin ollen dada2 on herkempi menetelma verrattuna
perinteisempiin Kklusterointi-menetelmiin. Dada2 poistaa sekvenssidatasta esimerkiksi alukkeet, sekven-
sointiadapterit ja barkoodit.

Lajiméaaran ero vertailupaikkojen ja kaivosten alapuolisten tutkimuspaikkojen vélilla ei ollut tilastolli-
sesti merkitsevd, mutta lajimadrassa havaittiin kuitenkin selke& nouseva trendi kaivosten alapuolisilla
tutkimuspaikoilla. Tulos viittaa siihen etta kaivosvesien laskiessa vesistoon tulee valumavesien mukana
vierasta lajistoa, silla lajikoostumus muuttuu ja lajimaéara nayttad hieman kasvavan kaivoksen jalkeen.
Metalleihin assosioituneet mikrobit ovat spesialisteja, joten tulosta voidaan pitdé4 odotettuna.
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