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ABSTRACT

Mikko Mikinen, Japo Jussila, Rosanna Sjovik, Emmi Venteld, Harri Kokko, Aake
Pesonen & Timo J. Ruokonen

Monitoring of noble crayfish and signal crayfish using eDNA

Jyvéskyla: University of Jyvaskyld, 2021, 27 p. + 1 appendix.
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University of Jyvaskyld 1/2021

ISSN 2669-8986

ISBN 978-951-39-8929-3

Locating and monitoring crayfish populations have traditionally been based on
test trappings and citizen observations. Over the past years, methods based on
the use of environmental DNA (eDNA) have evolved into a credible alternative
alongside traditional methods. Using the molecular biological eDNA method it
is possible to identify the presence of the target organisms in the sampled water
bodies. The purpose of this study was to determine whether the eDNA method
is suitable for identifying crayfish populations in Finnish waters and to compare
the results obtained with traditional methods. In most study sites, test trappings
and eDNA sampling produced the same result. However, from some of the sites
the eDNA method indicated presence of crayfish, while trapping yielded no
catch. In addition, the eDNA method detected also Aphanomyces astaci DNA in
some sites. A. astaci is the causative agent of crayfish plague. Compared with
trapping, eDNA sampling is lighter in a workload and there is a lower risk of
spreading A. astaci. However, it should be noted that the population density
estimate obtained by trapping cannot be reliably produced by eDNA. However,
the use of eDNA combined with local knowledge is an effective method for
observing crayfish populations.

Keywords: eDNA; noble crayfish; signal crayfish; trapping.
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Vaarantuneiden jokirapukantojen uhkana on vesistéihimme hyvin sopeutunut vieras-
laji, tapldrapu, ja sen kantama, erityisesti jokiravuille kohtalokas rapuruton muoto.
Rapupopulaatioiden paikantaminen ja seuranta on perinteisesti perustunut paikallis-
tietoon ja koeravustuksiin. Viime vuosien aikana ymparisto-DNA:m (eDNA) kéyttoon
perustuvat menetelmét ovat kehittyneet varteenotettavaksi vaihtoehdoksi perinteis-
ten menetelmien rinnalle. eDNA-menetelmén avulla voidaan vesindytteestd tunnistaa
kohde-eliét molekyylibiologisin menetelmin. Tamén tutkimuksen tarkoituksena oli
selvittdd, soveltuuko eDNA-menetelméd kaytettdviksi rapupopulaatioiden havain-
noinnissa suomalaisissa vesistoissd ja verrata saatuja tuloksia perinteisiin havainnoin-
timenetelmiin. Valtaosassa kohteista mertapyyntija eDNA tuottivat havaittujen lajien
osalta saman tuloksen. Osassa kohteita kuitenkin havaittiin eDNA-menetelmalla viit-
teitd joki- ja taplaravuista, mutta niitd ei saatu mertapyynnissa saaliiksi. Lisdksi osassa
kohteista havaittiin my6s rapuruttoa aiheuttavan Aphanomyces astaci -sienen DNA:ta.
Mertapyyntiin verrattuna eDNA-menetelmd on tyomaddréaltdan kevyempi ja rapuru-
ton levidmisriski on menetelméd kaytettdessa pienempi. On kuitenkin huomioitava,
ettd mertapyynnilld saatavaa rapukannan tiheysarviota ei eDNA-menetelmén avulla
kyetd luotettavasti tuottamaan. Kuitenkin eDNA-menetelman kayttd yhdistettyna
paikallistietamykseen on tehokas rapupopulaatioiden havainnointiin.

Hakusanat: eDNA, jokirapu, ravustus, tdplarapu, ympéristo-DNA
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1 JOHDANTO

Suomen sisdvesissd tavataan padsddantoisesti kahta rapulajia, jokirapua (Astacus astacus) ja
taplarapua (Pacifastacus leniusculus). Taplarapu on 1960-luvun lopulta alkaneiden istutusten
myotd vesistoihin levitetty vieraslaji, joka tuotiin korvaamaan rapuruton heikentdmii ja
havittamid jokirapukantoja (Erkamo ym. 2010). Taplarapu listattiin 2015 annetussa EU:n
vieraslajiasetuksessa (EU 1143/2014) haitalliseksi vieraslajiksi, ja sen istuttaminen on
kiellettya vuoden 2016 alusta ldhtien. Kansallisessa rapustrategiassa (Erkamo ym. 2019)
vieraslajien osalta pddpainona on tdplarapukantojen hallinta ja rapuruton levidmisen
ehkdiseminen. Tavoitteena on myos suojella ja sdilyttdd olemassa olevat jokirapukannat ja
palauttaa niitd suotuisille alueille istutuksin.

Jokirapu arvioitiin tuoreessa Suomen lajien uhanalaisuusraportissa, punainen kirja
2019, erittdin uhanalaiseksi (Vdinold ym. 2019) pddosin tdpldravun ja sen mukanaan
kantaman jokiravulle kohtalokkaan rapuruton melko hallitsemattoman levidmisen
seurauksena (Ruokonen ym. 2018). Eteld-Suomessa jokirapukantojen tila on heikko, eika
tulevaisuus vaikuta sielld kovin valoisalta tdpldarapujen asuttaessa ldhes kaikkia vesistoja.
Muualla Suomessa on kuitenkin vield alueita, joissa esiintyy elinvoimaisia jokirapukantoja
tai niiden palauttamiseen on vield hyvat mahdollisuudet.

Suurimman uhan jokirapujen hyvinvoinnille aiheuttaa tdpldarapujen kantama
rapurutto, jonka aiheuttaja on munasienien luokkaan kuuluva Aphanomyces astaci.
Suomessa on aiemmin esiintynyt jokirapujen As-tyypin rapuruttoa ja myohemmin
taplarapujen mukanaan tuomaa Psl-tyypin rapuruttoa (Viljamaa-Dirks ym. 2012, Jussila
ym. 2014). Taplaravun kantama PsI-tyypin rapurutto aiheuttaa jokiravuissa voimakkaan ja
nopeasti kuolemaan johtavan infektion (Jussila ym. 2013, Pursiainen & Viljamaa-Dirks
2014).

Rapupopulaatioiden paikantaminen perustuu perinteisesti rapuhavainnoista
saatuihin ilmoituksiin ja koeravustuksiin. Koeravustukset vievit runsaasti resursseja, ja
tiheydeltdan harvan rapupopulaation havaitseminen on hyvin epdvarmaa. Geenitekniikan
kehittymisen myotd on syntynyt uusia menetelmid tdmdn ongelman ratkaisemiseksi.
Ympaéristo-DNA:n (eDNA, environmental DNA) kadytto akvaattisten elididen seurannassa
ja havaitsemisessa on viime vuosina kasvanut. Geneettistdi materiaalia sisdltdavd eDNA
voidaan eristdd ympdristostd otetusta ndytteestd ilman, ettd itse kohde-elio on mukana
ndytteessd (Ficetola ym. 2008, Rees ym. 2014, Thomsen ja Willerslev 2015). Monisoluisilla
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elivillda eDNA on perdisin mm. irronneista soluista, ulosteista, limasta, itidistd tai muista
ruumiin eritteistd (Thomsen ja Willerslev 2015). Naytteestd saatua geneettistd materiaalia
monistetaan kdyttamalld esimerkiksi kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota (QPCR), ja
saatu DNA sekvensoidaan kadyttden apuna lajikohtaisia tai yleisid alukkeita (Ficetola ym.
2008, Thomsen ja Willerslev 2015).

Aiemmissa tutkimuksissa eDNA:n on todettu olevan toimiva menetelma
vaarantuneiden rapupopulaatioiden suojelussa (Cowart ym. 2018) ja vieraslajien
havaitsemisessa jo invaasion alkuvaiheessa, jolloin yksilomadrat ovat alhaisia eikd rapuja
valttamatta havaita perinteisilld pyyntimenetelmilld (Dougherty ym. 2016, Cai ym. 2017,
Rusch ym. 2020). Menetelmén on todettu soveltuvan seka joki- ettd jarvikohteisiin (Larson
ym. 2017, Harper ym. 2018, Ikeda ym. 2019). Rapupopulaatioiden havaitsemisen lisdksi
eDNA:m avulla on kyetty selvittimddn myo6s rapuruttoa aiheuttavan A. astaci -sienen
esiintyminen (Robinson ym. 2018, Strand ym. 2019, Wittwer ym. 2019, Rusch ym. 2020).
Veteen pddtyvan geneettisen aineksen médrd vaihtelee vuodenaikojen vilillda mm.
rapuyksiloiden aktiivisuuden muutoksien, kuorenvaihdon tai naaraan kantaman
hedelmoittyneen méadin vuoksi (Dunn ym. 2017, Rusch ym. 2020). Lisdksi eDNA:n
soveltuvuutta populaation koon maéérittimiseen on tutkittu, mutta saadut tulokset ovat
olleet ristiriitaisia (Dougherty ym. 2016, Cai ym. 2017, Larson ym. 2017, Johnsen ym. 2020).

Jokirapukantojen heikon tilan parantamiseksi vaaditaan konkreettisia toimia olemassa
olevien populaatioiden suojaamiseksi tdplaravulta ja rapurutolta sekd palautusistutuksien
kohdentamista sopiville alueille. Tehtdvdd on paljon, joten toimien suunnittelemiseksi
tarvitaan kustannustehokkaita ja luotettavia menetelmid vesistdjen raputilanteen
selvittdmiseksi. Jokirapujen palautusistuksia suunniteltaessa tarvitaan luotettavaa tietoa
rapuruton, tdplaravun sekd jokiravun esiintymisestd. Lisdksi tdpldaravun levidmisen
estimiseksi ja yksittdisten populaatioiden poistamiseksi tarvitaan ajantasaista tietoa
levinneisyydestd. Tédhdn tehtdvdan eDNA-menetelmd vaikuttaakin potentiaaliselta
tyokalulta, jonka tuottaman tiedon avulla suomalaisten jokirapukantojen suojelutoimien
suunnittelu ja tapldrapukantojen hallinta voitaisiin nostaa paremmalle tasolle.

Tamén tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd eDNA-menetelmdn soveltuvuutta
rapukantojen ja rapuruton tunnistamiseen suomalaisista vesistoistd. Tutkimuksessa eDNA-
menetelmélld saatuja havaintoja verrattiin  perinteisilldi menetelmilld saatuihin
rapuhavaintoihin ja arvioitiin menetelmé&n sopivuutta seurantatyokaluksi niin paikallisen
kuin valtakunnallisen tason toimijoille.



2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Kohdevesistot

Tutkimuksen kohteiksi valittiin 6 virtavettd ja 6 jarved Keski-Suomen alueelta. Jokikohteita

olivat Haapajoki, Konkkojoki, Kohnionpuro, Saajoki,

(Taulukot 1 ja 2).
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KUVA1 Tutkimuskohteiden sijainti Keski-Suomen alueella.

Peltojoki ja Peurunkajoki.
Jarvikohteita olivat Herajdrvi, Jarnatjarvi, Kolmisoppinen, Kohnionjarvi, Siikajarvi ja
Sadksjarvi (Kuva 1). Kohteiden perustiedot noudettiin Suomen ymparistokeskuksen Hertta-
tietokannasta. Jokaiselta kohteelta otettiin lisdksi vesindytteet, joista maddritettiin pH
(PHM220, Meterlab, Tanska), sahkojohtokyky (HI9635, Hanna Instruments, USA) ja véri
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TAULUKKO 1 Tutkimusjdrvien perustiedot (Hertta) ja vesindytteistd mitatut suureet.

Jarvet Jarvinumero Pinta- Ranta- Keski- pH Sahkon- Vari-
ala viiva Syvyys johtavuus luku
(ha)  (km) (m) (uS) mg Pt 1?1
Jarnatjarvi 14.237.1.001 17,3 3,1 - 6,6 10,7 125
Herajarvi 14.614.1.004 46,3 3,7 8,1 7,3 21,4 25
Kolmisoppinen 14.231.1.037 14,5 1,8 4,2 7,2 20,1 20
Koéhnionjarvi 14.232.1.005 28,8 3,3 6,7 6,8 38,5 80
Siikajdrvi 14.313.1.002 83,9 3,7 9,6 6,4 17,1 10
Sééksjarvi 14.231.1.027 61,0 3,6 5,6 7,6 28,4 15

TAULUKKO 2 Tutkimusjokien ja purojen perustiedot (Hertta) ja vesindytteistd mitatut suureet.

Virtavedet Uomatunnus Pituus (m) Kaltevuus pH Sahkon- Viri
(%) joht. (pS)
Haapajoki 1006012601453 1708 0,28 6,3 13,4 125
Kohnionpuro - 3900 1,97 71 58,6 100
Konkkojoki 1006012601144 3104 0,62 6,5 11,7 60
Peltojoki 1006012600583 4873 0,45 7,0 9,4 150
Peurunkajoki 1006012600875 1663 1,03 6,8 16,1 25
Saajoki 1006012601448 7396 0,55 6,3 15,8 80

Kohteet luokiteltiin aikaisempien tietojen pohjalta jokirapu- ja tdplarapukohteiksi.
Jokirapukohteita olivat Haapajoki, Jarnatjarvi, Saajoki, Siikajdrvi, Peltojoki ja
Kolmisoppinen. Tdpldarapukohteita puolestaan Sadksjarvi, Konkkojoki ja Peurunkajoki.
Herajdrvessa tiedetddn esiintyvan molempia lajeja. Ennakkotietojen perusteella
Ko6hnionjarvi ja Kohnionpuro luokiteltiin ravuttomiksi kohteiksi.

2.2 Havainnointimenetelmit

2.2.1 Koeravustus

Evo-merrat (Kuva 2) laskettiin jarvikohteissa 10 pyydyksen jatoina rantaviivan my®otdisesti
rantaveteen (1-3 m). Jokikohteissa merrat laskettiin jatoina tai yksittdin. Mertojen syottina
kaytettiin pakastettua sarkikalaa, lukuun ottamatta Peurunkajokea, jossa syottina kaytettiin
Laukaan kalankasvatuslaitokselta saatua lohta. Merrat olivat pyynnissd 24 tuntia, jonka
jdlkeen niiden saalis tarkastettiin.
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TUTKIMys
RN Wiorkr,

KUVA 2 Syotitetyt Evo-merrat. Osassa jokikohteista merrat laskettiin yksittdising, jolloin ne
merkittiin omilla kohoillaan. Kuva: Timo Ruokonen.

2.2.2 Kolopyydykset

Tutkimuksessa kaytettyjen kolopyydysten malli pohjautui osittain Greenin ym. (2018)
kdayttamdan pyydysmalliin. Kolopyydykset koostuivat erikokoisista viemaériputken
patkistd, jotka oli valettu sementtiin (Kuva 3). Pohjaan asetettuina pyydysten tarkoituksena
on tarjota ravuille suojapaikkoja. Kolopyydykset asetettiin kohteissa muutaman metrin
pddhdn rannasta. Pyydykset olivat vedessd yhtdjaksoisesti viikon, jonka jdlkeen ne
nostettiin ja rapusaalis tarkastettiin.

KUVA?3 Tutkimuksessa kiytetty kolopyydysmalli. Putkien sisdhalkaisijat olivat 56 mm, 36 mm ja
28 mm. Kuva: Timo Ruokonen.
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2.2.3 Visuaalinen havainnointi

Pyydysten laskun ohessa havainnoitiin rantavesivyohykkeen ominaisuuksia. Siind pyrittiin
I6ytamédan merkkejd alueen ravuista, kuten pesdkoloja, kuoren kappaleita tai eldvid
yksiloitd matalasta rantavedestd vesikiikaria apuna kdyttden (Kuva 4). Havainnoinnin
aikana kahlattiin noin 100 m matka rantavedessi. Mikili ranta oli vaikeakulkuista, liikuttiin
vastaava matka kumiveneelld. Kahlaamisen yhteydessd pohjan kivid ja puita kddnneltiin,
jotta voitiin 16ytdd piiloutuneita rapuja.

KUVA 4 Rapujen havainnointia vesikiikarin avulla: pohjandkymaé vesikiikarin ldpi. Kuva: Emmi
Venteld.

2.2.4 eDNA-niytteenotto

Naytteenottoon kaytetty suodatuslaitteisto koostui sahkokayttoisestd peristalttipumpusta
ja sitd ohjaavasta taajuusmuuttajasta (Masterflex, Cole-Parmer, USA), tulo- ja
poistoputkistosta (kirkas muoviletku 5,0/8,2 mm), tuloputken pddhdn kiinnitetysta
painotetusta muovirasiasta (kerdin), suodattimen pidikkeestd (Millipore, Merck KGaA,
Saksa) ja halkaisijaltaan 47 mm lasikuitusuodattimesta, jonka suodatuskoko oli 2 pm
(Millipore, Merck KGaA, Saksa) (Kuvat 5 ja 6). Peristalttipumpun ohella testattiin
pumppausmenetelmdd, jossa akkuporakonekdyttdinen rataspumppu imee veden
suodattimen ldpi. Porakonemenetelmédssd pumpun tulo- ja poistoletkuina kaytettiin
kirkasta puutarhaletkua, joka kiinnitettiin pumppuun ja pidikkeeseen letkunkiristimilla
(Kuva 7). Porakonepumppauksen perustuvassa suodatuksessa pumpun letkut tdytettiin
aluksi vedelld, jotta pumpun toiminta on sujuvaa.
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Naytteenotossa kdytettavit puhtaat vilineet (letkut, kerdin, suodatinpidike ja pinsetit)
pakattiin ndytekohtaisesti laboratoriossa erillisiin desinfioituihin &mpéareihin naytteenottoa
varten. Nédin jokainen rinnakkainen ndyte (n = 5) voitiin ottaa aseptisesti esikasitellyin
vélinein.

KUVA5 Vasemmalla peristalttipumpun kayttoon perustuva nédytteenottolaitteisto, oikealla
vastaava akkuporakonepumpulla varustettu laitteisto. Kuvat: Timo Ruokonen.

KUVA 6 Naytteenotossa kdytetty suodatin. Mekanismi koostuu pidikkeen tulopuolesta (ylhaalld
vasemmalla), suodattimesta (keskelld) ja tihedsilméaisestd poistopuolesta (ylh&élla oikealla).
Puolikkaat kiinnitetddn toisiinsa kuvan ruuveilla ja tiivistetddn viliin asetettavalla O-
renkaalla. Kuva: Mikko Mékinen.
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Ennen varsinaista ndytettd jokaisella ndytteenottopaikalla suodatettiin nollandyte mukana
tuotua porakaivovettd kdyttden, jotta voitiin varmistaa laitteiston puhtaus. Nollandytteen
suodatuksen aluksi kerdin asetettiin desinfioituun 10 1 sankoon, johon kaadettiin puhdasta
vettd. Vettd pumpattiin ensin hetki putkiston ldpi ilman suodatinta, jotta desinfioinnista
mahdollisesti jadneet kemikaalit saatiin huuhdottua pois. Juoksutuksen jdlkeen suodatin
kasattiin asettamalla lasikuitusuodatin ja tiiviste suodatinpidikkeeseen puhtaalla pinsetilld,
jonka jdlkeen pidikkeen puolikkaat kiinnitettiin tiiviisti yhteen ruuveilla. Tuloputki
kiinnitettiin suodatinpidikkeen tulopddhdn ja poistoputki johdettiin poistopddsta
mittakanisteriin. Nollandytettd varten vettd suodatettiin 5 I, jonka jdlkeen suodatinpidike
purettiin ja sen sisdlld oleva suodatin irrotettiin varovasti puhtailla pinseteilld, taiteltiin ja
laitettiin ndyteputkeen (Kuva 7), joka sdilottiin jddhauteeseen kylmalaukkuun.
Suodattimesta pidikkeen reunoille jadneet lasikuitujgaméat huuhdottiin pois ultrapuhtaalla
vedelld.

Varsinainen nédytteenotto aloitettiin asettamalla ndytekerdin sopivaan kohtaan 5-10 m
pddhdn rannasta ja antamalla sen vajota pohjaan (Kuva 8). Naytekerdimen sisélld olevan
tuloputken pddssa oli metalliverkosta tehty karkea suodatin (reikdkoko noin 1 mm), mika
esti isompien partikkelien pddsyn putkistoon suodatuksen aikana. Ennen
ndytepumppauksen alkua seurattiin kiintoaineen laskeutuminen nédytekerdimen
laheisyydestd, ja ennen varsinaisen eDNA-ndytteen kerddmistd vettd pumpattiin
tuloputken ldpi, jolloin varmistettiin silmadmadrdisesti, ettei ndyteveden mukana tule
ylimé&drdistd kiintoainesta. Varsinaisen eDNA-ndytteen otossa toistettiin samat tyovaiheet
kuin nollanédytteen suodatuksessa. Mikali suodatettu vesiméaara ei ylittanyt 2 1, suodatettiin
samalta ndytteenottopaikalta toinen nédyte tukkeutuneen suodattimen vaihdon jdlkeen.

P

o o

KUVA7 Vasemmalla suodatinpidike ja ndyteveden ruskeaksi virjadma suodatin. Oikealla suodatin
taiteltuna steriiliin ndyteputkeen. Kuva: Timo Ruokonen.
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== néytekeréin[
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KUVAS Vasemmalla ndytekerdin asetettuna puroon ja oikealla kerdin heitettyna jarveen. Kuvat:
Timo Ruokonen

Naytteenotossa noudatettiin erityistd varovaisuutta eDNA-kontaminaation vélttamiseksi.
Jokaiselle ndytteelle oli oma desinfioitu vilineistd pakattuna erillisiin Minigrip-pusseihin ja
desinfioituihin sankoihin. Vélineitd kéasiteltdessd kaytettiin nitriilisuojahanskoja, jotka
desinfioitiin jokaisen erillisen tydvaiheen vilissd 95 % etanolilla. Kerdtyt eDNA-ndytteet
siirrettiin kent&ltd paluun jdlkeen -20 °C lampétilaan odottamaan eDNA-madritysta.

2.2.5 Niytteenottovilineiden puhdistus ja rapuruton leviimisen estiminen

Jokaisen nédytteenoton jdlkeen kaikki veden kanssa kosketuksissa ollut valineisto
desinfioitiin kdyttden Virkon S -liuosta rapuruton levidmisen estdmiseksi. Lisdksi eDNA-
ndytteenotossa  kdytetyt vilineet desinfioitiin laboratoriossa  upottamalla ne
natriumkloriittiliuokseen (NordClean Klor, klooripitoisuus 10 % < Cl <20 %) DNA-jaamien
ja patogeenien tuhoamiseksi. Oletetut ravuttomat kohteet ja jokirapukohteet ravustettiin ja
eDNA-ndytteet kerdttiin ennen tédpldarapukohteille siirtymistd, jolla minimoitiin
mahdollinen rapuruton siirtyminen taplarapuvesistd muihin vesiin.

2.2.6 Rapusaaliin kasittely

Pyynnissd saaduista ravuista mddritettiin laji, sukupuoli ja mitattiin selkékilven pituus.
Liséksi kirjattiin ylos muut havainnot ravun yleiskuntoon liittyen, kuten ruhjeet ja
rapuruttoldiskdt. Mertakohtaiset yksilomédrat kirjattiin ja laskettiin niiden perusteella
yksikkosaalis. Késittelyn jdlkeen ravut palautettiin takaisin vesistoon, mikali paikallisella
vesialueen omistajalla ei ollut erillisid toivomuksia saaliin jatkokasittelyyn liittyen.
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2.3 eDNA-analyysi

2.3.1 DNA:n eristiminen suodattimilta

Analyysin aluksi sulatetut ja kosteat suodattimet kuivatettiin tyhjiossd, jolloin
yliméddrdisestd vedestd paddstiin eroon. Kuivatetut suodattimet sdilottiin -20 °C pakastimessa
ennen DNA:m eristamistd. Naytteiden kasittelyn kaikki tyovaiheet jdrjestettiin siten, ettd
ndytesuodattimien kontaminaatio estettiin.

Kuivatut suodattimet hienonnettiin aluksi morttelilla, mutta myShemmin pipetin
kiarked kayttden koeputkessa. Morttelin kdyton todettiin olevan tyolds ja aikaa vieva
menetelmd. Se myos altisti ndytteet kontaminaation mahdollisuudelle. Eristimisen
alkuvaiheessa koeputkiin lisdttiin 4 ml CTAB-puskuria (20 g I'1 CTAB, 1.4 M NaCl, 0.1 M
Tris-HCl, 20 mM Na2EDTA), jolloin suodattimen hienontaminen oli helpompaa.

Hienonnettu suodatin jadhdytettiin kuivajaélld -80 °C lampdtilaan 30 minuutin ajaksi
solujen rikkomiseksi. Kylmékasittelyn jalkeen ndytteet sulatettiin +65 °C vesihauteessa 15
minuutin ajan. Sulatuksen jdlkeen naytteisiin liséttiin 40 pl proteiinikinaasi K -entsyymia
(20 mg ml), ndyte sekoitettiin ja inkuboitiin +65 °C lampétilassa tunnin ajan.

Entsyymikasittelyn jalkeen putkiin lisdttiin 4 ml kloroformia, jolla uutettiin vesifaasi.
Putken sisdltod sekoitettiin, jonka jdlkeen se sentrifugoitiin 15 minuutin ajan nopeudella
3800 rpm +22 °C lampétilassa. Sentrifugoinnissa erottunutta vesifaasia pipetoitiin 1500 pl
kahteen 2 mlin eppendorf-putkeen (A- ja B-putket). Ensimmdisen erottelun jilkeen
kumpaankin ndyteputkeen lisdttiin 500 pl kloroformia, sekoitettiin vorteksilla ja
sentrifugoitiin 5 minuutin ajan nopeudella 12000 rpm +22 °C lampétilassa. Syntyneestd
vesifaasista pipetoitiin 1200 pl uusiin koeputkiin (putket nimettiin alkuperdisen nédytteen
mukaan, esim. ndyte Siikajarvi 1A — 80A ja 80B).

Koeputkiin lisdttiin 800 pl -20 °C isopropanolia ja sekoitettiin edestakaisin kddnnellen.
Putkia sdilytettiin +4 °C lampétilassa 15 minuutin ajan, jonka jdlkeen niitd sentrifugoitiin 15
minuutin ajan nopeudella 12000 rpm. Syntyneen DNA-sakan pddltd poistettiin
ylim&ddrdinen supernatantti varovasti pipetoimalla.

Tiivistynyt DNA-pelletti pestiin 500 pl:lla -20 °C 70 % etanolia, minkd jdlkeen
sentrifugoitiin 5 minuutin ajan nopeudella 12000 rpm. Etanoli pipetoitiin pois
vahingoittamatta syntynyttda DNA-pellettid. DNA-pelletti kuivattiin vakuumisentrifuugilla
ja kuivattu DNA-pelletti liuotettiin 100 pl:aan TE-puskuria, sekoitettiin ja sdilottiin
pakastimessa -20 °C:ssa ennen seuraavia tutkimusvaiheita. Eristetyn DNA:m pitoisuus ja
puhtaus mitattiin NanoDrop-laitteistoa kdyttden.

2.3.2 Alukkeet ja standardit

Alukkeet valmistettiin kaupallisista valmisteista, jotka laimennettiin 100 mM vahvuuteen
steriililla milliQ-vedelld. Positiivistandardit valmistettiin tdpldaravun, jokiravun tai
rapuruton DNA:ta sisdltdneistd aiemmista DNA-eristyksistd. Standardien DNA-pitoisuus
mitattiin ~ Qbit-fluorometrilld. Alkuperdisten DNA-eristeiden pitoisuudet olivat
jokirapustandardille 70,4 ng pl-, taplarapustandardille 146,6 ng pl-! ja rapurutolle 266,3 ng
pl-L. Kustakin tutkittavasta DN A:sta valmistettiin 10 laimennoksen laimennossarja.
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2.3.3 qPCR-analyysi

Aluksi qPCR-analyysi tehtiin Mx3000P qPCR -laitteistolla (Agilent), mutta laitteen antamat
tulokset eivét olleet johdonmukaisia eika silld voitu analysoida tdplaravun VIC-tunnistimia.
Tamdn jdlkeen siirryttiin kdyttdimdan LightCycler 480 (Roche) -analyysilaitteistoa sen
paremman luotettavuuden ja VIC-tunnistimien analysointimahdollisuuden vuoksi.

Havaitsimme, ettd qPCR-analyysiolosuhteet jokiravulla ja tédpldravulla olivat
identtiset alukkeiden kiinnittymislampdétilan (annealing temperature) ollessa +60 °C.
Rapuruttoanalyyseissa alukkeiden kiinnittymislampétila oli puolestaan +62 °C. Kaytettava
reaktioseos koostui kunkin tutkittavan organismin kohdalla kullekin ominaisista alukkeista
ja leimatuista tunnistimista. Reaktioliuoksena kaytettiin Thermo Fisherin Environmental
MasterMix 2.0. Kunkin qPCR-reaktion kokonaistilavuus oli 20 pl, jossa ndyte/standardi-
templaattia oli 5 pl (Taulukko 3).

TAULUKKO 3 qPCR-médérityksessa kaytetty reaktioseos.

Reagenssi Loppukonsentraatio Tilavuus, pl/reaktio
NF vesi 0,6
Aluke 1 (Forward Primer, 5pl) 0,5 pM 2,0
Aluke 2 (Reverse Primer, 5pul) 0,5 pM 2,0
Tunnistin (Probe, 10pl) 0,2 pM 0,4
Reaktioliuos (EMM 2.0) 1x 10,0
Yhteensd 15,0

Lis&dd 5 pl ndytetemplaattia, jolloin kokonaistilavuus 20 pl.




3 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

3.1 Mertapyynti, kolopyydykset ja havainnointi

Mertapyynnilld saatiin rapuja yhdeksastd kohteesta (Taulukko 4), joista Peltojoen,
Konkkojoen, Peurunkajoen ja Herajarven yksikkosaalis kuvastaa runsasta rapukantaa
(Erkamo & Tulonen 2018). Saaliittomia kohteita olivat Haapajoki, Jarnatjarvi ja Saajoki.
Herajarvessd, jossa esiintyi molempia lajeja, noin 87 % saaliista oli jokirapuja ja 13 %
taplarapuja. Saaliiksi saaduilla ravuilla ei havaittu yhdessidkaan kohteessa ulkoisia viitteita
rapurutosta.

TAULUKKO 4 Mertapyyntien yksikkosaalis (yks. mertayo?), kéytettyjen mertojen lukuméérs,
kokonaissaalis (kpl), saaliiksi saatu laji (jokirapu = JR, tdplirapu = TR) ja saaliin
sukupuolijakauma (naaras : koiras). *Peltojoen kohdalla paikallisen kalastajan ilmoittama
arvio saadusta yksikkosaaliista. Herajdarvelld yksikkosaalis laskettu jokiravulle ja
tapldaravulle erikseen.

Kohde Yksikkosaalis Mertojen  Kokonais- Laji Sukupuolijakauma
lkm saalis (naaras : koiras %)
Haapajoki 0,0 40 0 - -
Jarnatjarvi 0,0 40 0 - -
Saajoki 0,0 40 0 - -
Siikajarvi 0,4 38 15 JR 67:33
Kolmisoppinen 0,7 38 27 JR 70:30
Kohnionpuro 0,1 26 1 JR 0:100
Kohnionjarvi 0,2 40 9 JR 44 : 56
Peltojoki 6--7% - - JR -
Konkkojoki 4,9 40 196 TR 49:51
Sadksjarvi 0,2 40 7 TR 57 :43
Peurunkajoki 7,0 20 140 TR 57 :43
Herajarvi 2,9/0,5 38 109/17 JR, TR  33:67/53:47

Kolopyydyksilld saatiin saalista yhdestd jokirapukohteesta (Siikajarvi) ja yhdestd
taplarapukohteesta (Peurunkajoki). Vesikiikareilla ja kahlaamalla rapuhavaintoja saatiin
kahdesta tdpldrapujoesta (Konkkojoki ja Peurunkajoki).
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3.2 eDNA-menetelmi

3.2.1 Nidytteenoton ja analyysien toimivuus

Ennen varsinaista ndytteenottoa suodatetut nollandytteet (vesijohtovesi) olivat kaikissa
qPCR-analyyseissd negatiivisia. Tdma varmisti sen, ettd ndytteenottolaitteisto oli puhdas
aina siirryttdessd uuteen ndytteenottopisteeseen eikd kontaminaatiota tapahtunut.

Molekyylibiologisen tutkimus- ja kehitysosuudessa kaytettiin kirjallisuudessa
raportoituja menetelmid ja niissd kaytettyjd reagensseja. Lahtokohtaisena oletuksena oli,
ettd jo reilun vuosikymmenen ajan kehitettyjen menetelmien soveltaminen onnistuu jo siksi,
ettd kehitystyo oli aloitettu Suomessa yhdessa norjalaisten tutkimuslaitosten kanssa (Strand
ym. 2012, Makkonen ym. 2013).

Tassa hankkeessa ei keskitytty eDNA-menetelmén erityisempédan jatkokehitykseen,
mutta laimentamattomissa nédytteissd havaitun inhibiition takia testattiin ndytteiden
laimennusta. Testien tuloksena paddyttiin ottamaan rutiinikdyttoon 1/10-ndytelaimennos,
silld niissd QPCR-reaktio ja DNA:n monistuminen oli varmempaa kuin laimentamattomissa
ndytteissd. Ilmeisesti pintavesien eloperdinen aines ja muut yhdisteet haittaavat DNA:n
monistumista. Orgaanisen aineksen on todettu haittaavan eDNA-nédytteen tutkimusta myos
aiemmissa julkaisuissa (mm. Strand ym. 2011), jonka vuoksi qPCR-analyysissd on kadytetty
eloperédisen aineksen aiheuttamia haittoja ehkdisevaa reaktioseosta (Environmental Master
Mix 2.0).

Osa ensimmadisen qPCR-analyysin tuloksista jouduttiin hylkdamaan teknisen hairion
vuoksi, silld kdyttamamme PCR laitteisto ei toiminut analyysin vaatimalla tavalla. Syyna
taméan PCR-laitteiston valintaan oli aiemmat hyvéat kokemukset kyseisen laitteiston kdytosta
vastaavissa eDNA-analyyseissd muissa tutkimuslaitoksissa (Strand ym. 2011). Syytd tdhan
laitevikaan ei tarkemmin selvitetty, vaan siirryttiin kdyttimaan uudempaa laitteistoa, joka
todettiin soveltuvaksi mys hankkeessa kdytettyyn qPCR-analyysiin.

Jokiravun ja  rapuruton osalta sekd  kdytdinnon ndytteenotto  ettad
laboratoriotutkimukset, erityisesti PCR-alukkeet ja tunnistimet, toimivat hyvin. Tapldaravun
alukkeet ja kaytetty VIC-tunnistin eivét toimineet niin herkéasti kuin odotettiin ja kuten
kirjallisuudessa on aiemmin raportoitu (vrt. Agersnap ym. 2017). Tamd osa kaipaa
lisdtutkimuksia ja mahdollisesti my0s kehitystyota.

3.2.2 Rapujen esiintyminen

Jokirapukohteissa rapujen esiintyminen (eDNA) tunnistettiin luotettavasti niin tihedn kuin
harvan kannan kohteilla (Taulukko 5). Mertapyynnin perusteella tihedn tai keskimé&araisen
jokirapukannan kohteissa positiivinen tulos saatiin kaikista tai ldhes kaikista analysoiduista
eDNA-ndytteistd. Alhaisen kannan kohteilta saatiin positiivinen tulos pienemmastd
osuudesta ndytteitd (Kohnionjarvi 3/5, Kéhnionpuro 2/5), mikd viitannee alhaisempaan
DNA:n méddrddn vesistossd. Haapajoelta kerdtyistd ndytteistd saatiin kaikissa qPCR-
madrityksissd selkedt merkit jokiravun DNA:sta, vaikka mertapyynneissd niitd ei saatu
saaliiksi (Taulukko 5). Syyna voi olla mertapyynnin kohdistuminen alueelle, jossa oli hyvin
harva jokirapukanta, tai jokiravut olivat niin pienid, etteivdt ne pysyneet merroissa. On
myds mahdollista, ettd itse Haapajoessa ei ole jokirapukantaa ja jokiravun DNA on
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kulkeutunut veden mukana yldpuoliselta vesialueelta. Haapajoen yldpuolisesta
Jarnatjarvestd ei kuitenkaan 16ydetty merkkejd ravuista millaan menetelmalld (Taulukko 5).
qPCR-mddritys antoi kuitenkin selkedn positiivisen tuloksen, joten Haapajoen osalta on
syytd tarkastella jokiraputilannetta jatkossa tarkemmin.

Tihedn tdpldarapukantojen kohteissa (Peurunkajoki ja Konkkdojoki) eDNA-
madrityksissd tunnistettiin tdpldrapu osasta suodattimia (Taulukko 5). Runsaan
rapukannan kohteissa tdplaravun DNA:ta ja pienid kudospaloja on todenndkdisesti
runsaasti vedessd ja niiden ldsndolo havaittiin qPCR-médrityksissda havaituista
herkkyysongelmista huolimatta. Herajdrven ja Sadksjarven eDNA-ndytteistd ei 1oydetty
taplaravun DNA:ta, vaikka koeravustuksissa tdpldrapuja saatiinkin saaliiksi. Tulosten
tulkintaa vaikeuttavat havaitut ongelmat tdpldravuilla kaytettyjen alukkeiden ja
tunnistimien herkkyydessd, mistd johtuen ei voida tarkasti sanoa, mikd osa jokirapuja
heikommasta tunnistustehosta on menetelmaéstd johtuvaa ja mika osa johtuu taplarapujen
vdhdisestd madrastd vesistossa.

Tutkituista eDNA-nédytteistd 16ytyi A. astaci -sienen (rapuruttoloisen) DN A:ta kahdelta
vesialueelta, Kohnionjarveltd ja Kohnionpurolta, joilla saatiin myo6s jokirapuja
mertapyynnissd ja havaittiin jokiravun DNA:ta eDNA-ndytteestd. Vesialueella esiintyy
siten tuloksen perusteella sekd jokirapuja ettd rapuruttoloinen. Jokiravun ja ruton
esiintyminen samassa vesistdssd ei ole mahdoton tilanne, mutta vaatisi lisatutkimuksia silld
yleensd jokiravut kuolevat rapuruttoon. Rapuruttoloisen DNA:ta 16ydettiin kummassakin
tapauksessa vain yhdessd ndytteessd, joten virhehavainnon mahdollisuus tulisi poissulkea
tarkemmalla ndytteenotolla. Varovaisuusperiaatteen mukaisesti nditd vesialueita tulisi
tarkastella ldhemmin (sekéd jokiravut ettd vesialue), jotta voitaisiin varmentaa tai kumota
tama epdtavallinen muttei mahdoton 16ydos.

Kaikista Saajoen eDNA-ndytteistd saatiin rapuruttoloisesta juuri tunnistusrajan
ulkopuolella olevia merkkejd, joita ei kuitenkaan pidetd varmana merkkind lajin
esiintymisestd eDNA-mddrityksissd. Tdtd ei voi suoraan pitdd merkkind rapuruttoloisen
esiintymisestd tdlld vesialueella vaan kdytettyyn eDNA-menetelmddan liittyvana
ominaisuutena. Menetelmd voi tunnistaa myds muita, tdssd tapauksessa mahdollisesti
rapuruttoloisen sukulaisiksi luokiteltavia oomykeettejd. Myos muissa kotimaisissa rapujen
kudoksiin perustuvissa tutkimuksissa on havaittu, ettd ravut voivat kantaa rapuruttoloisen
lahisukulaisia (Makkonen ym. 2019, Viljamaa-Dirks ym. 2019). Lisatutkimukset olisivat
my0s tdméan 16ydoksen osalta mielenkiintoisia ja tarpeen.

Sadksjdarven, Konkkojoen ja Peurunkajoen eDNA-ndytteistd ei saatu jokirapujen osalta
luotettavaa tulosta qPCR-maédrityksissd, joten ndiden osalta eDNA-mééarityksen tulosta ei
ole (Taulukko 5). Suoraa syytd ndiden kolmen vesialueen jokirapundytteiden
epdonnistumiseen emme tunne, emmekd pystyneet tarkistusten jdlkeen nimedmaddn
myoskddan todenndkoisid tekijoitd. Kaikki kolme vesialuetta ovat koeravustusten tuloksen
perusteella tdpldarapuvesid, joissa ei pitdisi olla jokirapuja. Taman liséksi vesialueella on
eDNA-maédrityksen mukaan merkkejd rapurutosta, joka sekin puoltaa jokiravun
puuttumista niiltd vesialueilta.
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TAULUKKO b5 Jokiravun ja tdpldravun sekd rapuruton vesistokohtainen ilmentyvyys eri

tutkimuskohteilla

seki

eDNA-ndytteissd  (qQPCR, positiiviset/ndytemadrd) ettd

mertapyynnissd (Yksikkosaalis, rapua per merta-yo, kpl). Ndytemddrdt vaihtelevat eri
vesialueiden osalta, silld suodatinndytteitd keréttiin kaksi, jos ensimmaiinen suodatettu
ndytemddrd oli alle 2 . (Merkkien selitykset: e/ o0 = ndytteestd ei saatu luotettavaa tulosta).

Vesisto Laji qPCR  Yksikkosaalis

Peltojoki jokirapu 5/6 6!
taplarapu 0/6 0
rapurutto 0/6

Kohnionjarvi jokirapu 3/5 0,2
taplarapu 0/5 0
rapurutto 1/5

Kohnionpuro jokirapu 2/5 01
taplarapu 0/4* 0
rapurutto 1/4

Siikajarvi jokirapu 6/6 04
taplarapu 0/6 0
rapurutto 0/6

Saajoki jokirapu 2/7 0
taplarapu 0/5 0
rapurutto 0/5

Haapajoki jokirapu 7/7 0
taplarapu 0/7 0
rapurutto 0/7

Jarnatjarvi jokirapu 0/10 0
taplarapu e/o 0
rapurutto 0/10 0

Kolmisoppinen  jokirapu 6/6 0,7
taplarapu 0/6 0
rapurutto 0/6

Sadksjarvi jokirapu e/o 0
taplarapu 0/6 0,2
rapurutto 1/6

Peurunkajoki jokirapu e/o 0
taplarapu 2/5 7,0
rapurutto 4/5

Konkkojoki jokirapu e/o 0
taplarapu 3/5 4,9
rapurutto 0/5

Herajarvi jokirapu 4/5 2,9
taplarapu 0/5 0,5
rapurutto 0/5

1 = paikallisen ravustajan antama arvio
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3.3 Menetelmien vertailu

Perinteinen mertapyynti ja eDNA-menetelmd tuottivat pddosin samankaltaiset tulokset
rapulajien esiintymisestd neljad poikkeusta lukuun ottamatta (Taulukko 6). Jokirapuja ei
syystd tai toisesta havaittu mertapyynnilld, visuaalisella havainnoinnilla eikd
putkipyydyksilld kahdella kohteella (Haapajoki ja Saajoki), joissa ennakkotietojen mukaan
jokirapuja esiintyy tai on esiintynyt. Positiivinen eDNA-tulos niiltd kahdelta vesialueelta
voi tarkoittaa, ettd vesistossd ei ole pyyntivahvaa jokirapupopulaatiota tai populaatio on
hiljattain romahtanut (kuollut rapuruttoon ja ndin eDNA on perdisin kuolleista ja pohjaan
hautautuneista ja hajoavista rapuyksildistd).

Tapldrapuja ei havaittu eDNA-mddrityksessda Herajarveltd, missd niitd tosin oli
koeravustussaaliissa suhteessa vdhemmidn kuin jokirapuja. Mertasaaliin perusteella
taplarapujen esiintyminen on Herajdrvessd alueellisesti keskittynyttd (vain yksi eDNA-
ndyte tdltd keskittymaltd), mikd voi osaltaan selittdd, ettei niitd havaittu eDNA-
madrityksissd. Taplarapuja ei havaittu eDNA-madrityksessd myoskddn Sadksjdrveltd, jossa
mertasaaliiden perusteella on harva tiaplarapukanta.

Mertapyynti on menetelménd selvdsti eDNA-menetelmdd tycldadampi maastotdiden
osalta vaatien yleensd vahintdan kaksi pyyntivuorokautta suurella méadrallda mertoja. Talloin
mertapyyntiin kuluu kolme tyopdivad. Lisdtyotd tulee syottien hankkimisesta ja vélineiden
desinfiointi vie myos aikaa. Koeravustukseen siséltyy selvasti eEDNA-menetelmdd suurempi
riski rapuruton levidmisestd, mikdli samoja mertoja kdytetddn useissa vesistoissd.
Mertapyynnissa saadaan kuitenkin tietoa rapukannan tiheydesta ja rakenteesta (sukupuoli-
ja pituusjakaumat), joten se on suositeltava menetelmg, jos hankkeen tavoitteena on pelkan
esiintymistiedon lisdksi saada muuta tietoa rapukannasta. On kuitenkin huomattava, ettd
eDNA-menetelmén etuna on mahdollisuus rapuruton todentamiseen samanaikaisesti, mitd
ei voi tehdd luotettavasti mertasaaliin silmdmaardiselld tarkastelulla. Vesialueen
rapuesiintymien karkeaan havainnointiin eEDNA-menetelmd soveltuu hyvin ja pdivéssa saa
kerittyd jopa kymmenid ndytteitd ja katettua siten laajan vesialueen. Paikallistuntemus on
tarked ja auttaa eDNA-menetelmdn ndytepaikkojen valinnassa ja voi siten antaa hyvan
kuvan vesialueen raputilanteesta.

TAULUKKO 6 Jokirapu- (JR), taplarapu- (TR) ja rapuruttohavainnot (RR) menetelmitt&in.

Kohde Merta Kolopyydys  Havainnointi eDNA
Haapajoki - - - JR
Jarnatjarvi - - - -
Saajoki - - - JR
Siikajdrvi JR JR - JR
Kolmisoppinen JR - - JR
Kohnionpuro JR - - JR, RR
Koéhnionjarvi JR - - JR,RR
Konkkojoki TR - TR TR
Sédksjarvi TR - - RR
Peurunkajoki TR TR TR TR, RR

Herajérvi JR, TR - - JR
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Visuaalinen havainnointi vesikiikarin avulla ei tuottanut luotettavia tuloksia rapujen
esiintymisestd vesistossd verrattuna mertapyyntiin ja eDNA-menetelmdan (Taulukko®, silld
rapuja havaittiin vain kahdelta jokikohteelta. Molemmissa kohteissa on tihed
taplarapukanta, mikd varmastikin edesauttoi havaintojen tekemistd. Havainnointi vaatii
harjaantumista ja rapujen elinympariston tuntemusta. Tutkimuksessamme havainnoinnit
tehneilld henkiloilld ei ollut juuri aiempaa kokemusta ravuista ja niiden elinympaéristoistd,
mikd osaltaan varmasti vaikutti tulokseen. Menetelmd soveltuneekin kokeneelle
rapuasiantuntijalle, mutta yleiseen kéyttoon se on liian epdvarma.

Myoskdan putkipyydykset eivdt tuottaneet vakuuttavia tuloksia verrattuna
perinteiseen koeravustukseen merroilla tai eDNA-menetelmédn (Taulukko 6), silld niilld
saatiin vain yksittdisid havaintoja ravuista. Putket ovat toimineet hyvin yksittdisessd
kokeessa (Green ym. 2018), mutta voi olla, ettd tutkimuskohteillamme oli esimerkiksi
riittdvasti sopivaa elinymparistod tarjolla suhteessa rapukannan kokoon, joten ravuilla ei
ollut tarvetta mennd putkiin. Lisdksi putkien asettaminen pohjalle sopivaan asentoon
osoittautui etenkin jarvien rannoilla hankalaksi. Putkirivisto vaatii jonkin verran asettelua,
ettd putket ovat pohjassa siten, ettd ravut padsevét putkiin.

3.4 Suositukset ja jatkotoimet

Vesistojen rapukannan tai rapuruttotilanteen arvioinnissa eDNA-menetelméd on tietyissd
rajoissa toimiva kartoitusmenetelmd. Kohde-elividen DNA:n Ioytyessd suodatetusta
eDNA-nédytteestd voidaan selkedsti paételld elion olleen nédytteenoton piirissd ndytteenoton
ajankohtana. Jos kohde-elividen DNA:ta ei l6ydy, tilanne mutkistuu silld negatiivinen tulos
voi johtua myos muistakin tekijoistd kuin siitd, ettd niitd ei ole vesistossd. Rapujen osalta
monet biologiset ja ekologiset tekijdt vaikeuttavat negatiivisen nédytetuloksen tulkintaa ja
tekevit siitd epavarman. Naytteenotossa on tdrkedd valita ndytekohteet paikallistietoon ja
yleiseen rapubiologiseen ndkemykseen pohjautuen rapujen todennékdiseltd elinalueelta.
Tulostemme perusteella jokiravun esiintymista selvittdessa ndytekoko tulisi arviomme
mukaan olla pienehkoiltd virtavesiltd ja jarviltd véahintddn 5 suodatettua vesindytettd
otettuna vesialueen ravuille soveliailta ranta-alueilta tai matalikoilta. Tapldravun osalta
analyyseissd havaittujen herkkyysongelmien vuoksi tarvitaan lisdselvityksid ja menetelman
kehittdmistd, ettd voidaan ottaa kantaa riittdivddn ndytemddarddn. Rapuruton
havaitsemiseksi viisi ndytettd vaikutti riittdvaltd, mutta tuloksissa esiintynyt vaihtelu
taplarapupaikkojen vililld ja yksitdiset ruttohavainnot jokirapukohteilta osoittavat, ettd
menetelmédn luotettavuuden tulkinta ja riittivdn nédytemddrdan arviointi vaatii vield
lisaselvityksid. Esimerkiksi tdpldarapupaikoista Konkkojoen ja Herajiarven negatiiviset
rapuruttotulokset voivat johtua siité, ettd tdplarapukanta on molemmissa kohteissa rutoton.
Vesindytteen koko on perinteisessi eDNA-menetelmédssd erittdin rajallinen,
tavallisesti alle 51 (vrt. Strand ym. 2012, Rusch ym. 2020). On siten tunnettava vesialue, jolta
ndyte otetaan rapukannan tilan tai rapuruttoloisen esiintymisen selvittdmiseksi, silld vain
hyvin kohdennettu ndytteenotto antaa luotettavan tuloksen. Ainoastaan virtavesissd,
erityisesti kapeilla jokialueilla, voi olettaa eDNA-menetelmdn ndytteen olevan
pddsddntoisesti edustava. Yhtend merkittdvand kehityskohtana on yhda eDNA-menetelmén
ndytettd varten suodatettavan vesitilavuuden kasvattaminen muutamasta litrasta useaan
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kymmeneen litraan, jolloin rajallisilta vesialueilta otettavan nédytteen luotettavuus
todennakoisesti kasvaisi merkittavasti.

Arviomme mukaan eDNA-menetelmdn ndytteiden molekyylibiologisen tutkimisen
vaatima tyomadérd ja kustannus on kohtuullinen laboratoriotdiden osalta. Esimerkiksi 10
eDNA-menetelméan néytteen laboratorioty6t vievit kolme pédivdd (kustannus noin 600 €,
laborantin toitd), joista kaksi kuluu eDNA-menetelmén nédytteiden esikésittelyssd (DNA:n
eristiminen, tutkimuksen vaatimat naytteen puhdistukset ja laimennukset, nollandytteet,
standardien valmistaminen, yms.) ja yksi pdivd kuluu itse qPCR-ajoissa (laborantin toitd).
Reagenssi- ja materiaalikulut ovat 10 eDNA-menetelméan nédytteen osalta noin 15 € / nédyte
(rinnakkaiset, nollandytteet ja standardit), yhteensd siten noin 150 €. Raportointiin kuluu
puoli pdivdd (noin 100 €, laborantin toitd). Tdten eDNA-menetelmdn néytteiden
laboratoriotdille tulisi hintaa noin 850 €. Tdhdn tulee mukaan perusraportti eDNA-
menetelmdn ndytteiden tutkimustuloksista (positiivinen vs. negatiivinen ja positiivisten
osuus).

Télld hetkelld on Suomessa eDNA-analytiikkaa tekevid laboratorioita yliopistoilla ja
tutkimuslaitoksilla (mm. LUKE, SYKE), jotka kehittdvidt menetelmaa ja tekevit analyysejd
pddasiassa tutkimuskdyttoon erilaisissa tutkimushankkeissa. Luonnonvarakeskus on
kdynnistanyt eDNA-analyyseihin erikoistuneen laboratorion kehittimisen, missd tehd&dan
mm. kaloihin ja rapuihin liittyvdad eDNA-analytiikkaa erittdin herkallda dPCR-menetelmalla
(digitaalinen PCR). Tietojemme mukaan kaupallisia toimijoita ei télld hetkelld ole Suomessa,
mutta kiinnostus eDNA-menetelmdd kohtaan on kovaa myds ympéristoalan
konsulttiyrityksissd. Tilanne muuttuu todenndkéisesti lahivuosina, sillda Euroopassa toimii
useita yrityksid, jotka tekevdt eDNA-analyysejd tilauksesta asiakkaille.
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Liite 1. eDNA-ndytteenottopaikat. Tutkimuksen muu rapuhavainnointi (mertapyynti,
kolopyydykset, vesikiikarointi) tehtiin samoilla alueilla.
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