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Uudessa elinympdristossd menestyvét haitalliset vieraslajit ovat uhka alueen alkuperiiselle
ekosysteemille.  Vieraslajien vaikutuksia uusiin elinympéristdihin  voidaan tutkia
tarkastelemalla alueen ravintoverkkoja analysoimalla yksittdisten elididen ravinnonkayttoa.
DNA-metaviivakoodaus on yksi yleistynyt menetelmé, jolla voidaan tuottaa elididen
ravinnonkdyttdanalyyseja. Menetelmd mahdollistaa useiden lajien samanaikaisen
tunnistamisen yhdestd DNA-ndytteestd perustuen jokaisen elion uniikkiin emésvaihteluun.
DNA-metaviivakoodauksen periaatteena on eldimen ruoansulatuskanavan siséllosté eristetysté
DNA:sta valikoitujen geenialueiden monistaminen. Naiistd yleisimmin kéytettyjd ovat
mitokondriaalinen COI-geenialue sekd nukleaariset /8srRNA- (18S) ja ITS-geenialueet.
Tutkielmassani sovellan ensimmadisti kertaa DNA-metaviivakoodausmenetelmii vuonna 2009
Suomen  Saaristomereen saapuneen liejutaskuravun  (Rhithropanopeus  harrissii)
ravinnonkdyton analysointiin. Tavoitteenani oli kolmen eri puolilta Saaristomerta kerdtyn
rapuyksilon avulla arvioida kolmen edelld mainitun geenialueen tuottaman informaation
madrdd ja laatua ruoansulatuskanavan sisdllostd eristetysti DNA:sta. Jatkotutkimuksia varten
arvioin eri geenialueiden avulla saatujen tulosten mahdollisia pidéllekkaisyyksid ja
eroavaisuuksia sekd mahdollisuutta vihentdd kiytettivien geenialueiden méiirad. Jokaisesta
kolmesta liejutaskurapuyksilostd eristettiin  ruoansulatuskanavan sisdllon DNA, josta
monistettiin polymeraasiketjureaktion avulla COI-, 18S- seké ITS-geenialueet. Tdmaén jilkeen
yhdeksdn DNA-nédytettd sekvensoitiin. Sekvensointitulokset analysoitiin sithen soveltuvan
DADAZ2-prosessin avulla ja lopulliset pédidtelmit tehtiin DNA-ndytteistd tunnistettujen
heimotason sekvenssien perusteella. Sekvensoiduista DNA-ndytteistd yksi /7S-geenialueen
ndyte oli huonolaatuinen, mutta kaikki muut ndytteet olivat onnistuneita. Tunnistettujen
heimojen lukumédrd oli geenialueesta riippuvaista; COLn avulla tunnistettiin yhteensd 20,
188:n avulla 10 ja ITS:n avulla 7 heimoa. Sekd COI ettd /8S tunnistivat paljon akvaattisissa
ympdristdissd  tavattavia heimoja, jotka kuuluvat liejutaskuravun  normaaleihin
ravintokohteisiin. /7S-geenialueen tunnistukset kohdistuvat péddasiassa terrestristen alueiden
heimoihin. Tulosteni perusteella /7S5-geenialue on COI- sekd 18S-geenialueita tehottomampi
liejutaskuravun ravinnonkdyton selvittimisessd DNA-metaviivakoodauksen avulla, ja néin
ollen jatkotutkimuksissa on perusteltua hyodyntdi vain kahta muuta geenialuetta.
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1 Johdanto

Ilmastonmuutoksen aiheuttamaa paikallista biodiversiteetin muuttumista on havaittu joka
puolella maapalloa. Kuten muutkin meret, myos Itdmeri on ilmastonmuutoksen takia jatkuvasti
muuttuva elinympdristd, jossa on havaittavissa ldmpdtilan nousua, happamoitumista,
saastumista sekd happikatoa (Reusch ym. 2018). Ekosysteemeissd tapahtuvia muutoksia
voidaan selvittidd kartoittamalla elididen ravinnonkayttod. Sen avulla voidaan tarkastella lajien
valisid vuorovaikutussuhteita ja tunnistaa ravintoverkkoja, jotka auttavat ymmartimééin

ekosysteemin pysyvyyttd ja lajien keskindisid riippuvuuksia.

Muita Itdmerta muuttavien tekijoiden lisdksi sinne saapuneet vieraslajit uhkaavat ja muuttavat
alkuperdislajien elinympéristod. Vieraslajit ovat ihmisten vaikutuksesta uuteen ymparistoon
saapuneita lajeja, jotka eivit itsendisesti pystyisi levidmaddn kyseisille alueille (Suomen
luonnonsuojeluliitto, 2025). Vieraslajeista suurin osa katoaa nopeasti lajille epdsuotuisten
olosuhteiden vuoksi. Lajit, jotka menestyvdt uudessa elinympéristossddn hyvin
kilpailukykynsd ansiosta ja aiheuttavat merkittidvid haittoja alkuperdislajeille, luokitellaan
haitallisiksi vieraslajeiksi. Vieraslajit muuttavat uuden elinympéristonsd habitaattia muun
muassa muokkaamalla ravintoverkkoja. Vieraslajien sekd haitallisten vieraslajien aiheuttamia

vaikutuksia voidaan arvioida tekemaélld kyseisten lajien ravinnonkéyttoon liittyvid tutkimuksia.

Saaristomeri on Suomen lounaisosassa sijaitseva osa Itdmerta, ja sinne vuonna 2009 saapunut
liejutaskurapu (Rhithropanopeus harrisii, Gould) on todettu haitalliseksi vieraslajiksi.
Liejutaskurapu on kotoisin Pohjois-Amerikan itdrannikolta, jossa sitéd esiintyy eteldiseltd Saint
Lawrencen lahdelta Meksikonlahdelle asti. Laji on levinnyt Suomen lounaisrannikolle laivojen
painolastivesien mukana ensimmadisend Naantaliin, josta sen levinneisyysalue on laajentunut
ympéroiville alueille Saaristomerelld (Fowler ym. 2013). Liejutaskurapujen on havaittu olevan
omnivoreja sekd opportunisteja elinympéristonsd suhteen ja niitd on havaittu monenlaisissa
habitaateissa myds Saaristomerelld (Hegele-Drywa and Normant 2009, Aarnio ym. 2015).
Naistd yksi on rakkohaurun (Fucus vesiculosus) antamassa suojassa (Fowler ym. 2013).
Rakkohauru on yksi Itimeren avainlajeista ja se luo habitaatin monille muille elidille, muun

muassa levikotiloille (Theodoxus fluviatilis) ja levasiiroille (Idothea baltica), joiden miarat



ovat laskeneet huomattavasti liejutaskuravun levittdytyessd ympari Saaristomerta (Jormalainen

ym. 2016).

Elididen ravinnonkdyttéd voidaan tutkia useilla eri menetelmilld. Tutkielmassani keskityn
DNA-metaviivakoodausmenetelméén (engl. DNA metabarcoding), jonka avulla voidaan
selvittdd tutkittavan lajin ravinnonkdytdon kohteet lajitason tarkkuudella. DNA-
metaviivakoodaus mahdollistaa useiden lajien samanaikaisen tunnistamisen yhdesti nédytteesta.
Menetelmidssd hyoddynnetddn eldimen ruoansulatuskanavasta eristettyd DNA:ta ja tietoa

jokaisen elion ainutlaatuisesta emisjirjestyksen vaihtelusta (Pompanon ym. 2012).

DNA-metaviivakoodauksessa eukaryootteja ravintonaan kayttdvien eldinten
ruoansulatuskanavasta eristetystdi DNA:sta monistetaan geenialueita, joiden avulla voidaan
selvittdd elion ravinnonkdyttokohteet. Geenialueiden muuntelu vaihtelee eri elidryhmien
vililld, minkd vuoksi metaviivakoodauksessa kiytettdvit geenialueet valitaan tutkittavien
elioryhmien mukaan. Nditd geenialueita ovat usein eldinkunnan lajiston tunnistamiseen
kiytetty mitokondriaalinen sytokromi C oksidaasi I (COI), eldin- seké kasvikunnille kaytetty
nukleaarinen RNA-alue /8srRNA (18S) sekd kasvi- ja sienikuntien lajiston tunnistamiseen
kéytetty nukleaarinen sisdisesti transkriptoitu vilike (engl. internal transcribed spacer) -geeni
(ITS). Geenien monistamiseen kdytetddn polymeraasiketjureaktiota. Emdésjirjestyksen
selvittdimiseen eli sekvensointiin on olemassa useita erilaisia menetelmid. Tutkielmassani

menetelmiksi on valittu uuden sukupolven sekvensointi (engl. next generation sequencing).

Tutkielmassani selvitin COI-, 18S- sekid ITS—geenialueiden kayttokelpoisuutta liejutaskuravun
ravinnonkdyton tutkimisessa DNA-metaviivakoodausmenetelméaa hyddyntéen.
Kandidaattitutkielmani on pilottitutkimus suuremmalla mittakaavalla toteutettavalle
tutkimukselle, jonka tarkoituksena on hyddyntdd kyseistd menetelmdd tunnistamaan
liejutaskurapujen kéyttdméd ravintoa lajitasolla, ja lajin eri populaatioiden habitaateista
johtuvia mahdollisia eroja ravinnon suhteen. Tutkielmani selvittdd minkilaista informaatiota
eristetystdi DNA:sta saadaan kiyttdmélld kaikkia kolmea edelld mainittua geenid, niiden
antamien tulosten mahdollisia eroavaisuuksia seké sitd, onko jatkotutkimuksessa mahdollista

hyodyntdd vihempédd méiirad metaviivakoodaukseen kaytettdvid geenialueita.



2 Aineisto ja menetelmit

2.1 Liejutaskurapujen kerdaminen ja preparointi

Liejutaskuravut kerédttiin kesdn 2024 aikana kolmesta paikasta Saaristomereltd: kolme
rapuyksilod ulkosaaristosta ja yksi vilisaaristosta. Rapujen pyynti tapahtui syoéttikalojen
pyyntiin tarkoitetuilla katiskoilla, joiden sydttind kaytettiin kalkkunanakkia. Pyydetyt ravut
sdilottiin 75 % etanoliin Falcon -putkiin ja niiden kerdyspaikka merkittiin jatkokdyttod varten.
Rapuyksilot eli tutkimukseni ndytteet sdilottiin -20 °C:en odottamaan jatkokésittelyd. Naytteitd
késitellessdni maaliskuussa 2025 wvalitsin satunnaisesti yhden ravun kustakin ohjaajani
valitsemasta kerdyspaikasta ja méadritin rapujen sukupuolen sekd selkikilven (engl. carapax)
leveyden (taulukko 1). Naéitd tietoja voidaan mahdollisesti hyddyntdd my6hemmaéssa

tutkimuksessa yksiloiden véliseen vertailuun ravinnonkdyton ja elinympériston suhteen.

Taulukko 1. Naytteiden kerdyspaikat, selkikilven leveys sekéd sukupuoli.

Niyte Sijainti Selkiikilven leveys (mm) | Sukupuoli
1 |Stenskir, Berghamn 19,6 Koiras
2 Paraisten Portti 17,0 Koiras
3 Stenskér, Birskér 14,1 Naaras
4 Stenskar, Birsskar 16,7 Koiras

Preparoin liejutaskurapuyksil6iltd 1-3 ruoansulatuselimiston sisdllon mikroskoopin alla
hyodyntéen useita erilaisia pinsettejd. Kerdsin yksiloistd saadut ndytteet Eppendorf -putkiin ja
nimesin ne kerdyspaikkojen sekd preparointijirjestyksen (1-3) mukaan. Preparoidut ndytteet
sdilytettiin -20 °C:ssa niiden parhaimman sdilyvyyden takaamiseksi. Preparoitujen ndytteiden
liséksi sain tutkielmaani mukaan yhden valmiiksi preparoidun ja suolasaostamalla késitellyn

ndytteen (taulukko 1, ndyte 4).

2.2 DNA:n eristiminen

DNA:n eristdmiseen kdytettdvé protokolla on jokaisessa tilanteessa ldhes samanlainen. Halutun
DNA:n siséltdmi ndyte kerdtddn ja ndytteen solurakenne hajotetaan lysaatin muodostamiseksi.
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DNA erotetaan seuraavaksi lysaatin soluista ja muusta materiaalista, jota ei voida hyodyntdi,
jonka jdlkeen DNA kiinnitetdén puhdistusalustalle. DNA pestddn proteiineista ja muista
epidpuhtauksista huuhtelemalla se tarkoituksenmukaisilla liuoksilla. Viimeisend vaiheena

eristetty DNA eluoidaan eli irrotetaan puhdistusalustalta.

Kaytin liejutaskurapundytteiden 1-3 DNA:n eristimiseen siihen tarkoitettua valmista DNeasy
PowerSoil Pro Kit -pakkausta (Qiagen (Saksa), versio: toukokuu 2019). Pakkaus sisdlsi kaikki
DNA:n eristimiseen kaytettdvit liuokset sekd ohjeet pakkauksen kéyttéon, joita seurasin
tarkasti DNA:n eristimisen aikana. Néytteen 4 DNA oli valmiiksi eristetty suolasaostamalla
mukaillen Aljanabi & Martinez alkuperdisti protokollaa (Aljanabi 1997). Suolasaostus DNA:n
eristimisessd perustuu DNA:n negatiivisen varauksen ja ionien véliseen vuorovaikutukseen.
Suolasaostuksessa lisdtty suola neutraloi DNA:n negatiiviset varaukset, jolloin DNA-
molekyylit voivat kerddntyd yhteen ja saostua liuoksesta alkoholin (esimerkiksi etanolin)

avulla.

2.3 Eristetyn DNA:n laadun varmistaminen

Ennen puhdistettujen DNA-néytteiden jatkokésittelyd tarkistin niiden laadun kolmella eri
tavalla: elektroforeesilla sekd NanoDrop 2000- ja Qubit v2-laitteilla. Elektroforeesin
hyodyntdminen DNA:n laaduntarkistukseen liittyy néytteen aminohappoketjujen pituuteen.
Lyhyemmét DNA-fragmentit litkkuvat agaroosigeelilld nopeammin ja néin ollen pidemmaille
elektroforeesiajon aikana kuin pidemmaéat DNA-fragmentit. Jos DNA on epédpuhdasta, geelille
syntyy halutun DNA:n muodostaman alueen liséksi yksi tai useampia muita alueita. NanoDrop
mittaa DNA:n konsentraatiota ultraviolettivalon absorbanssin aallonpituudella 260 nm ja
laskemalla siitd ndytteen DNA-pitoisuuden tunnetun absorbanssikeroimen perusteella. Qubit

mittaa kaksijuosteisen DNA:n konsentraatiota fluoresenssin avulla.

Elektroforeesissa kdyttimini agaroosigeeli oli agaroosipitoisuudeltaan 1,5 %. Puskurina
agaroosigeeliin kdytin 1x TBE:t4, johon sekoitin valmistajan ohjeiden mukaan sopivan méérin
agaroosia. Virjisin tilavuudeltaan 9 pl olevat DNA-néytteet Ipl:lla 10x loading dye -

variainetta. Molekyylipainomarkkerina kiytin Generuler 1 kb DNA-markkeria. Agaroosigeeli



ajettiin BioRad -elektroforeesilaitteella 90 V teholla. NanoDrop- ja Qubit-mittaukset tein

noudattamalla laitteiden valmistajien ohjeita.

2.4 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Ennen varsinaisen polymeraasiketjureaktiomenetelmén aloitusta tein suolasaostetulle
niytteelle laimennossarjan. Laimennossarjan tarkoituksena on vihentdd DNA:ssa mahdollisesti
esiintyvien inhibiittoreiden konsentraatiota. Inhibiittorit estivit PCR:ssd kéytettdvin
polymeraasin toimintaa, joka vdhentdd ja hidastaa DNA:n monistumista. Tein
laimennossarjaan, johon valmistin 5 ndytettd: 1:1, 1:5, 1:10, 1:25 ja 1:100. Laimensin ndytteet
kayttdmalla alkuperdistd suolasaostettua niytettd ja ultrapuhdasta nukleaasivapaata vettd

(Invitrogen 10977-035).

PCR-néytteiden valmistamiseen kéytin jokaista kolmea geenid varten yleispétevid etu- ja taka-
alukkeita (engl. forward primer ja reverse primer), jotka rajaavat halutun geenin osuuden
DNA:sta. Kéyttdmieni etu- ja taka-alukkeiden nimet ovat kuvattuna taulukossa 2. Jokaiselle
niytteelle kiytettiin alun perin samaa polymeraasia (valmistaja: New England Biolabs (NEB),
valmistusnumero: M0494), mutta COI-nédytteille polymeraasi vaihdettiin my6hemmin uudessa
PCR-ajossa toiseen polymeraasiin (valmistaja: Qiagen, valmistusnumero: 206143). Yhden
ndytteen PCR-reaktioon kdytin 12,5 ul 2x puskuriliuosta, 10 ul etualuketta, 10 ul taka-aluketta,
5 ul ultrapuhdasta nukleaasivapaata vettd sekd 5 pl DNA-néytetta.

Taulukko 2. PCR-reaktiossa kéytettyjen etu- ja taka-alukkeiden nimet, alukkeiden avulla saatavan
monistetun DNA-fragmentin pituus eméspareina (bp) sekd Kkaytettyjen polymeraasien nimet

geenikohtaisesti.

Geeni | Etualuke Taka-aluke Lopputuotteen pituus Puskuriliuos
Q5 HotStart

col mICOlintF-XT | jgHCO2198 303 bp HiFidelity (NEB),
QMP 2X (Qiagen)

18S | V4 If TAReukREV3 | 420 bp Q5 HotStart
HiFidelity (NEB)

ITS | ITS5-1737F | ITS2-2043R | 450 bp Q5 HotStart
HiFidelity (NEB)




Ajoin PCR-reaktiot jokaisen geenin kohdalla erikseen, joten ajoja oli yhteensa kolme. Kaikissa
kolmessa reaktiossa mukana oli yhteensd seitsemdn ndytettd sekd negatiivinen kontrolli
ultrapuhdasta nukleaasivapaata vettd. Lisdksi jokaisessa PCR-reaktiossa oli mukana nelja
ylimadrdista ndytettd, joilla ei ollut tutkielmani kannalta merkitystd. Naytteet PCR-reaktioissa

olivat naytteistd 1-3 sekd ndytteestd 4 laimennossarjan neljd laimeinta laimennosta.

Toteutin PCR-reaktiot valmiiden ohjeiden mukaan. Reaktiossa on useita vaiheita ja sykleja,
jotka alkavat alkudenaturoinnista, jonka aikana kaksijuosteisen DNA:n juosteet irtoavat
toisistaan. Alkudenaturointia seuraa monistettavasta geenistd ja tarvittavasta lopputuotteen
madrdsti riippuvainen méira syklejd, joiden aikana denaturoinnissa kaksijuosteisen DNA:n
juosteet irtoavat toisistaan. Syklin liittymisvaiheessa niytteissd olevat alukkeet kiinnittyvét
ndytteen yksijuosteisiin DNA-fragmentteihin, ja syklin lopussa DNA-polymeraasi rakentaa
uusia DNA-juosteita kéyttden alukkeita sekd DNA-mallijuostetta. Syklien jdlkeen PCR-
reaktiossa on viimeinen laajentumisvaihe, jonka aikana varmistetaan kaikkien DNA-ketjujen
rakentuminen loppuun. Varsinaisen PCR-reaktion loputtua PCR-laitteisto jdédhdytetddn 4 °C:en
sithen asti, kunnes néytteet siirretdén jatkokdyttoon tai jadkaappiin. Toteutin COI-geenin
ndytteiden PCR-reaktion taulukon 3 mukaisesti, /8S-geenin reaktion taulukon 4 mukaisesti ja

ITS-geenin PCR-reaktion taulukon 5 mukaisesti.

Taulukko 3. PCR-reaktion ldmposyklien asetukset COI-geenille. Taulukossa on esitetty DNA:n
monistamisen vaihe, vaiheeseen kaytettdva lampdtila ja aika seké syklien maara.

Vaihe Lampdétila (°C) | Aika Syklien maara
Alkudenaturointi 98 10 min |1

Denaturointi 94 1 min

Liittymisvaihe 45 1 min 35
Laajentumisvaihe 72 1 min

Lopullinen laajentuminen | 72 5 min 1




Taulukko 4. PCR-reaktion lampdsyklien asetukset 78S-geenille. Taulukossa on esitetty DNA:n
monistamisen vaihe, vaiheeseen kaytettava lampdtila ja aika seké syklien maara.

Vaihe Lampotila (°C) | Aika Syklien maara
Alku-denaturointi 98 2 min 1

Denaturointi 98 30s

Liittymisvaihe 53 30s 15
Laajentumisvaihe 72 45s

Denaturointi 98 30s

Liittymisvaihe 48 30s 20
Laajentumisvaihe 72 45s

Lopullinen laajentuminen | 72 10 min |1

Taulukko 5. PCR-reaktion ldmpdsyklien asetukset /7S-geenille. Taulukossa on esitetty DNA:n
monistamisen vaihe, vaiheeseen kaytettdva lampdtila ja aika seké syklien maara.

Vaihe Lampotila (°C) | Aika Syklien maara
Alku-denaturointi 98 2 min 1

Denaturointi 94 30s

Liittymisvaihe 55 30s 32
Laajentumisvaihe 72 45s

Lopullinen laajentuminen | 72 10 min |1

Tarkistin PCR-reaktiolla monistettujen ndytteiden laadun samoilla menetelmilld, kuin DNA:n
eristdmisen jilkeen. Geenin COI monistaminen ei laaduntarkastuksen mukaan onnistunut, joten
tein sille kaksi PCR-reaktiota lisdd. Ndmé reaktiot tehtiin QIAGEN Multiplex PCR
(valmispakkaus, versio: maaliskuu 2016) sekd DreamTaq DNA Polymerase (valmis pakkaus,
versio: huhtikuu 2022, Thermo Scientific EP0701) protokollien mukaan. Kéytin molemmissa
reaktioissa samoja etu- ja taka-alukkeita, kuin aiemmassa COIl:n PCR-reaktiossa, mutta
puskuriliuos vaihdettiin QMP 2X -puskuriliuokseksi. Ajossa kdytettyjen reagenssien maérét
vastasivat aiempia. Noudatin reaktioiden tekemisessa tarkasti pakkauksien valmistajien ohjeita,
mutta muutin PCR-reaktion ldmpdétiloja taulukoiden 6 ja 7 mukaisiksi. Varmistin vield
molempien reaktioiden laadun, ja totesin QIAGEN Multiplex PCR-reaktion

kayttokelpoisemmaksi.
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Taulukko 6. QIAGEN Multiplex PCR -reaktion muokatut 1ampdsyklien asetukset. Taulukossa on
esitetty DNA:n monistamisen vaihe, vaiheeseen kéytettdva lampétila ja aika sekd syklien maara.

Vaihe Lampotila (°C) | Aika Syklien maara
Alku-denaturointi 95 15min |1

Denaturointi 95 1 min

Liittymisvaihe 57-50 90 s 35
Laajentumisvaihe 72 90 s

Lopullinen laajentuminen | 72 5 min 1

Taulukko 7. Thermo Scientific DreamTaq DNA Polymerase - reaktion muokatut ldmposyklien
asetukset. Taulukossa on esitetty DNA:n monistamisen vaihe, vaiheeseen kéytettdvé ldmpatila ja aika
sekd syklien méara.

Vaihe Lampéotila (°C) | Aika Syklien maara
Alku-denaturointi 95 10 min | 1

Denaturointi 95 1 min

Liittymisvaihe 57-50 1 min 35
Laajentumisvaihe 72 1 min

Lopullinen laajentuminen | 72 10 min |1

PCR-reaktioiden jilkeen puhdistin DNA-néytteet. /8S-, ITS- ja paremmaksi todetun COI-
geenin PCR-ndytteiden puhdistamisessa noudatin valmista QIAquick PCR Purification -
pakkausta (Qiagen, versio: heindkuu 2018). Témén jalkeen mittasin puhdistettujen ndytteiden

kaksijuosteisen DNA:n konsentraation Qubit -menetelmalla.

2.5 Sekvensointi

Sekvensoitaviksi ndytteiksi lahetettiin kaikki /7S- ja 18S-geenialueiden néytteet, parhaimmiksi
todetut COI-geenin PCR-néytteet sekd suolasaostamalla eristettyjen laimennettujen ndytteiden
1:5ja 1:100 sekoitus vaaditun ndytemadrin saavuttamiseksi. Naytteet 1dhetettiin sekvensointiin
Genewiz -yritykselle Saksaan. Sekvensointitapana kaytettiin uuden sukupolven DNA-
sekvensointimenetelmdd (engl. next-generation sequencing, NGS), joka perustuu DNA:n
emdsjdrjestyksen selvittimiseen fluoresoivien merkkien avulla. Sekvensoinnissa kéytettiin

lukupituutta 250bp paired-end-lukumuodossa (Illumina).
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Sekvensointitulokset saatiin  Genewiz yritykseltd sdhkoisind fastq-tiedostoina, jotka
analysoitiin jatkokayttod ja tuloksia varten. Yritys ilmoitti, ettd ndytteen 2 sekvensointitulokset
eivit olleet standardien mukaisia, eikd niiden tuloksia saatu lainkaan. Tutkielmaa jatkettiin

néytteilld 1, 3 ja 4.

2.6 Datan kisittely

Kasittelin sekvensoinnin raakadatan RStudiolla (versio: r-env/451) Puhti.csc -ympéristossa.
Raakadata muokattiin sen ldpikdyntid varten oikeanlaiseen muotoon; rajasin sekvensoinnista
saadut lukemat (engl. read) laadun perusteella vdhintdén sadan emiksen pituisiksi, jonka avulla
minimoin niiden sisdltdmid mahdollisia informaatiovirheitd. Tdmén jidlkeen késittelin rajatut
sekvensointitulokset R-paketilla DADA2 V1.25 (DADA2, 2025). DADA2 suorittaa datan
laadunhallinnan, mahdollisten virheiden korjauksen sekd sekvenssien tunnistamisen
vertailemalla niitd DADAZ2:lle annettuihin tietokantoihin. NGS sekvensoinnissa kaksijuosteiset
DNA-fragmentit sidotaan sekvensoinnissa kéytettivélle alustalle ja luetaan ensin yhteen
suuntaan, jonka jilkeen ne luetaan toisen kerran vastakkaiseen suuntaan. Niitd syntyneiti
lukemia kutsutaan eteen- ja taaksepdinlukemiksi. DADA2 yhdistdd saman DNA-juosteen
eteen- ja taaksepdinlukemat yhdeksi lukemaksi, jota voidaan verrata menetelméille annettuun

tietokantaan.

Analysoin jokaisen geenialueen (COI, 18S ja ITS) sekvenssidatan erikseen DADA2-
menetelmalld. Vertailin COI-geenialueen sekvensseja BOLD Systems:in Baltic Sea (2024)
tietokantaan, /7S-sekvensseji UNITE community:n luomaan tietokantaan (Abarenkov ym.
2025) ja 18S sekvenssejd valmiiseen SILVA v132 tietokantaan (2025). COILn sekd ITS:n
tietokantojen fastaformaatit muokattiin DADA2:n oletusten mukaiseen muotoon. /8S:n

tietokanta oli valmiiksi oikeassa muodossa.

Tietokantoihin verratuista sekvensointituloksista analysoin geenien vélisid eroavaisuuksia seké

samankaltaisuuksia. Pddtin pitdytyd tutkielmani tuloksissa heimotason taksonomisessa
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tunnistuksessa. Vertailin nditd heimotason tunnistuksia myds kesdn 2024 aikana Turun

Saaristomerelld tehtyihin kasvillisuus- ja eldinkartoituksiin.

3 Tulokset

Naytteiden 1 ja 3 preparoinnissa ei tehty normaalista poikkeavia havaintoja.
Liejutaskurapunéytteen 2 preparoinnin aikana havaittiin kyseisen yksilon olevan normaalista
poikkeavan tumma ulkoisen tukirankansa sisdpuolelta. Lisdksi yksilon suoli oli tyhjd ja sen
vatsassa oli kellertdvid nestemiistd massaa normaalin tummanruskean ja kiinteimmaén sisillon
sijasta. Kyseisestd ndytteestd ei saatu sekvensointituloksia, joten sitd ei késitelty pidemmaille

tutkielmassa.

Sekvenssidatasta DADA2 késittelyn avulla tuotettujen laatukuvaajien avulla tarkasteltiin
jokaisen niytteen sekvensoinnin onnistumista. Laatukuvaajat ndyttdvdt eteen- ja
taaksepdinlukemien laadun jokaisesta ndytteesti. Sekvensoinnin alussa sekvensointilaite
kalibroituu ensimmaéisten 12 nukleotidin aikana, mikd havainnoidaan eteenpdinlukemien
kuvaajissa vihredn ja oranssin viivan epdtasaisuutena (kuvat 1 A—C). Tamén jilkeen
sekvensoinnin laatu paranee. Taaksepdinlukemien sekvensoinnin aikana sekvensointilaite ei

kalibroidu, joten kuvaajat ovat usein hyvélaatuisia onnistuneilla nédytteilla.

Geenien COI ja 18S néytteet 1, 3 ja 4 olivat hyvélaatuisia (kuvat 1 B ja C). I7S-geenin 1. ndyte
oli kuvaajan mukaan huonolaatuinen. Témé ndhddidn kuvasta 1 A ensimmdisen ndytteen
eteenpdin- ja taaksepdinlukemien kuvaajien oranssin viivan laskemisesta sekvensoinnin
keskivaiheilla. Ndytteen 1 eteenpédinlukemat olivat kuvan 1 A mukaan huonolaatuisempia, kuin

taaksepdinlukemat. Néytteet 3 ja 4 olivat puolestaan /7.S-geenilld hyvilaatuisia.
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Kuva 1. DADA 2 késittelylld tehty visualisaatio (A) I7S-, (B) COI- ja (C) 18S-geenien sekvensointien
laaduista. Kuvaajissa kolme ensimmdiistd paneelia vasemmalta ovat niytteiden 1, 3 ja 4
eteenpdinlukemien (Trm1.fastq) laatukuvaajat ja kolme ensimmaistd paneelia oikealta puolelta luettuna
taaksepdilukemien (Trm2.fastq) laatukuvaajat. Kuvaajat néyttidvit x-akselilla nukleotidin sijainnin
sekvenssissd ja vasemmalla y-akselilla nukleotidin laatupisteen, eli todenndkoisyyden sekvensoinnissa
oikein luetusta nukleotidista. Vihred viiva esittdd nukleotidien keskimaérdista laatupistettd ja oranssi
viiva laatupisteiden hajontaa kvartiileina. Punainen viiva kuvaa lukemien osuutta, jotka kattavat
kyseisen emiksen sijainnin (y-akseli oikealla). Mitd alemmas vihred tai oranssi viiva laskee, sitd
epatodenndkoisempédd  yksittdisen nukleotidin  sekvensointi oikein on ollut. Lukemat kertovat
sekvensoitujen lukemien méddrdn. Kuva A kuvaa [7S-geenialueen, B COIn ja C [8Sn
sekvensointilaatua.
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Analysoiduista sekvensointituloksien lukemista (taulukko 8) COI-geenilld oli korkeimmat
eteen- ja taaksepdinlukemien maardt (34689—40520 kpl). Vastaavien /75:n lukemien maarét
olivat kolmesta geenistd vdhdisimmait (22080-28122). /8S:n eteen- ja taaksepdinlukemien
madrat jaivat edellisten véliin (27823-31895). Yhdistettyjen lukemien maard verrattuna niitd
vastaaviin eteen- ja taaksepdinlukemiin oli matalampi (taulukko 8). Tietokantoihin verrattujen
lukemien (taulukko 8, lukemat jdlkeen) maérat olivat seuraavat; /7S-nédytteiden arvot (10210—
24672) olivat suurempia kuin COI-geenin (9228-10915) mutta pienempid kuin /8S-geenin
(18379-20668) vastaavat arvot. Jokaisen tutkitun geenialueen osalta suolasaostuksella

kasiteltyjen ndytteiden (ndytteet 4) tietokantoihin verratut lukemamaérat olivat suurimpia.

Taulukko 8. Késiteltyjen sekvensointitulosten lukemien méérét. Taulukon ensimmaiinen sarake kertoo
analysoidun geenin ja -ndytteen numeron, toinen sarake eteenpdinlukemien méiérén ja kolmas sarake
taaksepdinlukemien méérén. Neljannessa sarakkeessa on laatutarkastettujen- ja sen jalkeen yhdistettyjen
lukemien lukumairit. Viides sarake kertoo onnistuneesti geenien tietokantoihin verrattujen lukemien

maarat.
Niyte | Eteenpiinlukemat Taaksepiinlukemat ‘ill;gii;e;tyt I;;.llll((eel::t
ITS1 22080 22144 10712 10210
ITS3 24183 24451 19530 17975
ITS 4 27673 28122 26850 24672
COI1 39718 40520 35695 9228
COl13 34689 36300 28986 9597
COI4 38745 40206 26371 10915
18S1 31597 31895 30180 20411
18S 3 27823 28409 26153 18379
18S 4 30464 30878 29132 20668

Sekvenssien laatukuvaajien paljastama 1. nédytteen /7S-geenin huonolaatuisuus (kuva 1 A)
johtaa todennékdisimmin sen matalaan lukemaméérddn (taulukko 8, yhdistetyt lukemat ja
lukemat jdlkeen). Néytteen huonolaatuisuus on johtanut siihen, ettd eteen-
ja taaksepdinlukemien yhdistiminen on onnistunut vain alle puolissa yhdistiméttomista

lukemista. Tamdn vuoksi naytettd ITS1 ei ole verrattu yhtd moneen /7S-geenin tietokannan

15



sekvenssiin, kuin ndytteitd ITS3 tai ITS4. Ndytteen ITS1 yhdistettyjen lukemien lukumé&éri oli
my0s matalampi verrattuna eteen- ja taaksepdinlukemien médrién kuin niytteessd ITS4, jossa
sekvenssien  lukumddrdt  pysyivdat  suhteellisen  tasaisina  jokaisessa  lukemien

késittelyvaiheessa.

COl-geenin avulla saatujen lukemien mééri oli keskiméérdisesti korkein eteen- ja taaksepdin-
sekd yhdistettyjen lukemien osalta kaikkia kolmea geenid vertailemalla (taulukko 8).
Tietokantaan verrattujen lukemien méaédrd oli kuitenkin kolmesta kdytetystd geeneistd
keskimédrdisesti alhaisin. 18S-geenialueen niytteet osoittautuivat toimiviksi ja hyvdd dataa
tuottaviksi. Kyseisten niytteiden lukemien midrdn voimakasta vihenemistd niiden
yhdistimisen  tai  tietokantaan  vertailun  aikana ei  havaittu, toisin = kuin
geenien /7S ja COI kohdalla (taulukko 8). Taulukosta 8 voidaan havaita, kuinka jokaisen
kolmen geenin kohdalla nédytteilld 4 oli suurimmat lukemaméiérét tietokantoihin verratuissa
lukemissa (taulukko 8). Néytteet 4 poikkesivat muista ndytteistd DNA:n eristysmenetelman
osalta; kyseisten ndytteiden DNA eristettiin suolasaostamalla, kun muiden niytteiden DNA:n

eristysmenetelminad kéytettiin valmispakkausta.

Tietokantoihin verratuissa sekvensseissd oli jokaisen kolmen geenin vililld mairéllisid eroja
(taulukko 8). 78S-geenilld tunnistettiin suurin maird heimoja (20), COI-geenilld seuraavaksi
eniten (10) ja /TS-geenilld vihiten (7) (taulukko 9). /8S:n tunnistamat heimot ovat pidasiassa
erilaisia leville ja mereneldville kuuluvia heimoja. COI:lla tunnistettiin muun muassa
planktoneille-, simpukoille, kaloille sekd &yridisille kuuluvia heimoja. /7S-geenin avulla
tunnistettiin heimotasolla muun muassa sammalia, alkueldimid sekd ristikukkaiskasveja

(taulukko 9).
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Taulukko 9. DADA2 Kkasittelyn avulla tunnistetut heimotason sekvenssit: lukumaéarat ja tieteelliset
nimet. Ylimmalld rivilld on geenin nimi, toisella rivilld tunnistettujen sekvenssien lukumaiirit ja
kolmannella rivilld tunnistettujen heimojen tieteelliset nimet. /8S-geenialue tunnisti yhteensd 20

heimoa, COI 10 heimoa ja /TS 7 heimoa.

Geeni 188 cor1 ITS
Lukumaéira 20 10 7
Tunnistetut | Brassicales Acartiidae Brassicaceae
heimot Chilopoda Arcticidae Bryoxiphiaceae

Chlorophyceae Centropagidae Grimmiaceae

Chytridiaceae Diastylidae Notocotylidae

Dorylaimia Loliginidae Pottiaceae

Ectocarpales Osmeridae Schizoporaceae

Eugregarinorida Palaemonidae Trypanosomatidae

Eumalacostraca Polymorphidae

Eustigmatales Stylochidae

Gromochytriaceae Tellinidae

Mamiellales

Mamiellophyceae

Neopterygii

Solanales

Sphaeropleales

Spumellaria

Suessiaceae

Tetrapoda

Thoracosphaeraceae

Ulvophyceae

Geenien heimotason tunnistuksia verrattiin Saaristomerelld kesdlld 2024 tehtyihin eldin- ja
kasvillisuuskartoituksiin (Nousiainen 2025; Ukkonen, julkaisematon aineisto). Vertailun
tuloksena tunnistettiin kaksi heimoa, jotka 10ytyivdt sekd metaviivakoodausmenetelmalla
tehdyistd tunnistuksista ettd kartoitusten aineistoista. /8S tunnisti viherlevien péddjaksoon

kuuluvan Ulvophyceae -heimon ja COI Palaemonidae -heimon, johon kuuluvat katkaravut.
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Kahden heimon lisdksi COI-geeni tunnisti kaksi lajia, jotka olivat listattu eldn- ja
kasvillisuuskartoituksiin: kolmipiikki, Gasterosteus aculeatus ja levikatkarapu Palaemon

adspersus.

4 Pohdinta

4.1 Sekvenssien laatu ja miara

Erityisesti ITS1 niytteen huonolaatuisuus on voinut johtaa niytteen eteen- ja
taaksepdinlukemien yhdistdmisen epdonnistumiseen. Lukemien yhdistdmisen onnistumisella
on havaittavissa verrannollisuus tietokantoihin verratuiden lukemien maéaarddn, mutta
vaikutuksen suuruus vaihtelee néytteittdin. Naytteen ITS3 sekvenssien lukumiirén vihaisyys
yhdistettyjen- seké tietokantaan verrattujen lukemien méérissd voi osittain johtua samoista
seikoista, kuin ndytteelld ITS1. Tdmi ei kuitenkaan paljastunut ndytteen laatukuvaajasta,
joten on mahdollista, ettd lukemien vdhenemiseen vaikuttavat muut havaitsemattomat tekijét,

joita ei ole mahdollista madrittad tutkielmani aineistolla.

COl-geenialueen PCR-reaktion haastava toimivuus on luultavasti vaikuttanut kyseisen geenin
ndytteiden lopulliseen alhaiseen lukemien médrdén. COI-néytteille tehtiin kolme eri PCR-
reaktiota ja vastaavasti kahdelle muulle geenille riitti vain yksi. Tdmi ei kuitenkaan selitd sité,
miksi naytteiden COI1, COI3 ja COI4 lukemat olivat ennen tietokantaan vertaamista kaikista

ndytteistd korkeimmat.

Naéytteet 4 tuottivat jokaisen geenialueen kohdalla suurimmat tietokantoithin verratut
lukemamadérit. Kyseiset ndytteet poikkesivat muista ndytteistd ainoastaan siten, ettd niiden
DNA oli eristetty suolasaostamalla — menetelmélld, joka on usein tehokas ja valmiita
eristimispaketteja edullisempi vaihtoehto genomisen DNA:n eristimiseen (Aljanabi 1997).
Tutkielmani ndytekoon ollessa pieni, saamani tulokset eivit kuitenkaan selitd sitd, miksi
suolasaostamalla késitellyt ndytteet tuottivat korkeimmat tietokantoihin verrattujen sekvenssien
lukumiéran. Ndytteiden 4 sekvenssien lukumiérdt eivét kuitenkaan olleet suurimpia kaikkia

ndytteitd verrattaessa, vaan korostuvat vain tietokantoihin verratuiden Ilukemien osalta
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yksittdisten geenialueita tarkasteltaessa. Suolasaostettujen niytteiden hyvé suorituskyky voi

olla tuloksissani sattumaa.

DADA2-menetelmd luokittelee tunnistamansa elioryhmét hierarkkisesti taksonomisiin
ryhmiin, mutta tunnistuksien tuloksia tarkastelemalla voidaan todeta niiden olevan hieman
epétarkkoja. Esimerkiksi /8S:n tunnistama Brassicales on kasvikunnan lahko ja I7S:n
tunnistama Brassicaeae kyseisen lahkon sisdlle taksonomisesti sijoittuva heimo. DADA2:n
epatarkkuuden lisdksi kdytetyn tietokannan tietojen tarkkuudessa voi olla virheitd, jotka voivat
selittdd taksonomisen hierarkian epétarkkuutta. Tutkielmassani kéytin epéselvyyksisti

huolimatta DADA2:n tekemai taksonomista luokittelua.

4.2 COI-, ITS- ja 18S-geenialueiden kaytto DNA-metaviivakoodauksessa

COl-geenin kidytto DNA-metaviivakoodauksessa on hyvin yleistd, sillé sille on saatavilla eniten
vertailusekvenssejd useista eri taksoneista verrattuna muihin metaviivakoodauksessa usein
kaytettyihin merkkigeeneihin. COI:n kdytto DNA-metaviivakoodauksessa on todettu kuitenkin
hieman kiistanalaiseksi, silld kyseinen geenialue ei ole eri elidryhmien vililld erityisen
konservoitunut. DNA:n monistamisen nidkokulmasta tdmi tarkoittaa sitd, ettd COI-geenin
alukkeiden sitoutumiskohdat vaihtelevat eri lajien vililld. Néin ollen joidenkin lajien COI-
geenialueet monistuvat tehokkaammin kuin toisten, jolloin yksittdisten taksonien monistumatta

jadminen voi peittyd onnistuneesti monistuneiden lajien alle (Deagle ym. 2014).

Nukleaarinen sisdisesti transkriptoitu vdlike, ITS, on suunniteltu sekd paljon kéytetty kasvi- ja
sienikuntien lajien tunnistamiseen. Se voidaan jakaa kahteen osaan, ITS-1- ja ITS-2-alueisiin,
joista kéyttdmani etu- ja taka-alukkeet sijaitsevat /7S-7-alueella. ITS-2-aluetta voidaan kayttda
tunnistamaan kasvilajeja sekd tdydentimididn COI-geenialueen tunnistamia eldinlajeja DNA-
metaviivakoodauksessa (Yao ym. 2010). /7S-7/-alueen on kuitenkin sanottu olevan parempi
eukaryoottien tunnistamisessa (Wang ym. 2015). Kyseisessd tutkimuksessa /75-/-geenialueen
avulla oli tunnistettu muun muassa enemmin kalalajeja, kuin /7S-2-alueella. Tutkielmani

tuloksissa ei kuitenkaan havaittu lainkaan eldinkunnan heimoja /7S5-geenin avulla.
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Nukleaarista /8S-geenialuetta kiytetddn tunnistamaan eukaryoottisia alkueldimid, ja sieniin
sekd leviin kuuluvia lajeja. Sitd ollaan kiytetty akvaattisissa ympéristdissd muun muassa
kalojen ravintoverkkotutkimuksiin (Albaina ym. 2016). Lisdksi kyseisen geenialueen on todettu

olevan hyvé planktoneiden tunnistamisessa (Zhao ym. 2021), mité tutkielmani tulokset tukevat.

DNA-metaviivakoodauksen tavoitteena on tunnistaa useita elidlajeja yhdestd DNA-néytteest.
Kuten tutkielmassani, jokaisesta niytteestd tunnistettavaa lajia ei aina tiedetd etukiteen, jolloin
kaytettavien geenialukkeiden tulee olla suunniteltu useita lajeja seké niiden genomeja ajatellen.
Universaalialukkeet ovat suunniteltu tunnistamaan tietty geenialue monista eri lajeista.
Kyseiset alukkeet siséltdvit DNA:ssa olevien emésten vaihtelukohtia, joiden avulla alukkeet
voivat sitoutua lajien vililld hieman konservoituneisiin geeneihin. DNA-metaviivakoodauksen
tehokkuus riippuu voimakkaasti kdytettyjen universaalialukkeiden toimivuudesta (Chen ym.

2025).

4.3 Heimotason sekvenssitunnistukset

Eniten heimotason tunnistuksia tehtiin /8S-geenialueella (20), toiseksi eniten COI-
geenialueella (10) ja vdhiten /7S:114 (7). 18S-geenialueen heimotason tunnistukset painottuivat
eniten selkdrangattomiin- ja selkdrankaisiin eldimiin, leviin, sieniin seké kasveihin. Kyseiselld
geenialueella tehtiin paljon tunnistuksia, joita voidaan olettaa esiintyvdn Saaristomerelld
esimerkiksi planktonissa ja joita /8S-geenialueen tulisi tunnistaa. COI-geenialueen
tunnistuksiin siséltyivét nilvidiset, dyridiset, planktoneliot, yksi kalaheimo sekd matoihin ja
loisiin kuuluvia heimoja. COI tunnisti laajasti erilaisia eliditd, joita voidaan /8S:n tunnistuksiin
verraten 10ytd4 meriympadristoistd. /7S5-geenialueen avulla tunnistettiin heimotasolla muun
muassa sammalia, kukkakasveja, sieni seki yksisoluinen alkueldin. Kyseiset /75:n tunnistukset
eivdt viittaa yhtd vahvasti meriympiristoon kuin kahden muun geenialueen heimotason

tunnistukset.

Jokaisen geenialueen tunnistuksissa oli huomiota herittdvid heimoja, joista ldhes kaikki
voidaan selittdd esimerkiksi kontaminaatiolla tai erilaisten lajien kulkeutumisella
meriympdristoon sattumalta. Muun muassa /7.5'n tunnistamat sammalheimot (Bryoxiphiaceae

ja Pottiaceae) esiintyvit kosteissa ympéristdissd ja tdten osia kyseisistd kasveista on voinut
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kulkeutua liejutaskurapujen elinympéristdon ja tutkielmani DNA-néytteisiin. COI-geenialueen
tunnistamat Tetrapoda (nelijalkaiset) ja Brassicales (vrt. Brassicales, ristikukkiaskasveja)
johtuvat luultavasti samasta syystd kuin /7S:n tunnistamat sammalkasvit. Vaihtoehtoisesti
kyseiset tunnistetut heimot voivat olla perdisin laboratoriossa DNA:n eristyksen, PCR-reaktion
tai sekvensoinnin yhteydessd tapahtuneesta kontaminaatiosta. Elididen ravinnonkdyttod
koskevia analyyseji tehtiessd ei voida luottaa ainoastaan DNA-viivakoodauksesta saatuihin
tuloksiin. Tuloksia tarkasteltaessa on olennaista ottaa huomioon tutkimuskohteen ja sen
lahisukulaisten normaali ravinnonkéytto, jonka perusteella voidaan osittain arvioida nédytteiden

ja tulosten luotettavuutta

Taulukoita 8 ja 9 vertailemalla havaitaan yhteys tietokantoihin verratuiden lukemien sekd
tunnistettujen heimojen lukuméérien vélilld. /8S-geenialueen tietokantaan verratuiden
lukemien miirén sekd heimotason tunnistusten lukumééra oli kaikista kolmesta geenialueesta
korkein. COI'n ja ITS:n tunnistamien heimojen lukumaédrit ja tietokantoihin verratuiden
lukemien mairét olivat runsaasti matalampia, pois lukien ITS4 -ndytteen tietokantaan verratut
lukemat, joita oli enemmain kuin minkd4n muun ndytteen lukemia tietokantoihin vertaamisen

jélkeen.

4.4 Geenialueiden verrannollisuus

Tutkielmassani kdytetyt kolme geenialuetta tunnistivat liejutaskurapujen ruoansulatuskanavan
DNA-néytteistd eri heimoja, eikd geenialueiden tuottamissa sekvensointituloksissa ollut
paéllekkdisyyksid. Tulosten perusteella voidaan olettaa, ettd COI-, ITS- ja 18S-geenialueet
antavat informaatiota eri elioryhmisti ja ndin ollen kaikki kolme geenialuetta ovat hyodyllisid
DNA-viivakoodaukseen perustuvissa ravinnonkdyttdanalyyseissa. Geenialueiden toimivuutta
on kuitenkin suositeltavaa testata tapauskohtaisesti eri tutkimuksissa pilottitutkimuksen
tapaisesti. Jatkotutkimuksissa kéytettdvdt geenialueet voidaan valita niiden antaman
informatiivisuuden perusteella vertailemalla tulosten laatua aiempiin tutkimuksiin, jotka ovat

perustuvat joko tutkimuslajiin tai sen ldhisukulaisiin.
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Kolmesta geenistd COI-geenialue oli informatiivisin heimotason tunnistuksessa sekéd
heimomaiirdn ettd tunnistettujen heimojen perusteella. Kyseinen geeni tunnisti eniten
akvaattisissa ekosysteemeissd tavattavia heimoja. Aiemman tutkimuksen mukaan kyseisten
elididen voidaan olettaa olevan osa liejutaskurapujen kayttimid ravintokohteita (Aarnio ym.
2015). 18S-geenialueen tunnistuksia voidaan verrata heimojen perusteella COIL:n tunnistamiin
heimoihin. Ne ovat niin ikddn akvaattisia eligitd ja niiden voidaan olettaa olevan osa

liejutaskuravun ravintoa.

ITS-geenialueen avulla tunnistetut heimot eivét viittaa yhtd vahvasti meriympéristoissa
esiintyviin elidihin kuin kahdella muulla geenialueella tunnistetut heimot. /7:5:n tunnistamista
heimoista ei vastaavasti ole mainintoja aiemmissa liejutaskuravun ravinnonkayttod koskevissa
tutkimuksissa. Saamieni tulosten perusteella voin todeta /7S5-geenialueen olevan COI:ta sekd
18S:44  tehottomampi  liejutaskuravun  ravinnonkdyton  selvittimisessd =~ DNA-

metaviivakoodauksen avulla.

Aiemmissa  DNA-metaviivakoodauksen  avulla  tehtyjen  akvaattisten  eldinlajien
ravinnonkdyttotutkimuksissa kdytetyt geenialueet ovat ldhes kaikissa tapauksissa olleet COI-
geenialueita. COILn lisdksi useassa tutkimuksessa ollaan kdytetty, tai ollaan jatkoa ajatellen
ehdotettu kaytettividksi, myOs /8S-geenialuetta (Barbato ym. 2019, Batta-Lona ym. 2024).
Tutkielmani tulosten sekd aiempien tutkimusten pohjalta /7.S-geenialueen kiytto ei ole yhtd
perusteltua kuin ndiden kahden muun geenin kéyttd. Ndin ollen jatkossa tehtivissa
liejutaskurapujen  ravinnonkéyttdanalyyseissd  olisi  hyvin  perusteltua  hyodyntda

metaviivakoodauksessa vain COI- ja 18S-geenialueita, kidyttdméttd lainkaan /75-geenialuetta.
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