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TIIVISTELMA

Tama opinnayte oli osa YMLI-hanketta, jonka tavestia on mm. DNA-
siruteknologian kehittaminen ympariston mikrobianrtistamiseksi. Opinnayte-
tyon tarkoituksena oli suunnitella lajitasoa edust&oettimia sedimentin mikro-
bien seurantaan Ligation Detection Reaction (LD#RuHa. Opinnaytteessa kay-
tetty sedimentti oli peréisin projektista, josskittiin rehevaityneiden jarvien
kunnostamista sedimenttiin levitettavalla happgzavétavalla kemikaalilla. Koe-
tinsuunnittelun tavoitteena oli ensisijaisesti suitella kasittelya indikoivia koet-
timia ja toiseksi koettimia monimuotoisuuden setaan.

Koettimien suunnittelemiseksi sedimentista eristeRNA, josta monistettiin
polymeraasiketjureaktiolla (PCR) osaa 16S rDNA:Btanistettujen 16S rDNA
kappaleiden emasjarjestys selvitettiin pyrosekvemsia. Sekvensointiaineisto
maaritettiin OTU:iksi 97 %:n samankaltaisuusastegtika edustaa lajitasoa. Se-
dimentin mikrobiyhteison selvittdmiseksi sekvensiaineistoa tarkasteltiin Ri-
bosomal Data Base Projectin (RDP) Classifier- ja@MR-ohjelmalla. Nailla
muodostettujen taksonomisesti hierarkkisten pualerla koetinsuunnitteluun
valittiin 138 DNA-sekvenssia, jotka edustivat OTaJ;

Koettimia suunniteltiin yhteensa 87, joista 73kakteereille ja 14 arkeille. Koet-
timista mahdollisesti 18 indikoi happikasittelynkatusta ja lopuilla seurattiin
pelkastdan monimuotoisuutta. Mikrobit olivat ylesgettaen tunnistettavissa hei-
kosti, mihin vaikutti pyrosekvensoinnista saatupA-sekvenssien lyhyys ja
tutkittava ymparisto, silla sedimentin mikrobistiaviela tunneta kokonaisuudes-
saan kovinkaan hyvin. Taman vuoksi pyrosekvenstatuotettua DNA-
sekvenssiaineistoa ei pystytty hyddyntamaan kolsongiessaan koetinsuunnitte-
lussa.

Avainsanat: LDR-siru, koetinsuunnittelu, sedimeritikteeri, arkki
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ABSTRACT

This thesis was part of YMLI project, which for exple, aimed at developing
DNA microarray technology for surveying microbesatenvironment. The aim

of the thesis was to design species level prolresuiveying microbes in sedi-
ment with a Ligation Detection Reaction (LDR) chijne sediment used in the
study was from a project, which studied the renowadf a eutrophic lake by dis-
tributing an oxygen releasing chemical in the sesiinThe probes were, first of
all, designed to indicate the effect of the oxygaeasing chemical, and, secondly
to observe diversity.

To design the probes, DNA was extracted from tlggnsent, and a part of the
16S rDNA was amplified by a Polymerase Chain ReadtiPCR). The base order
of the 16S rDNA sequences were defined by pyrosezsing. The reads derived
from the pyrosequencing were assigned as OTUs % Rlentity that represent
the species level. Taxonomical assignments werduiad with two programs,
the Classifier of the RDP and MEGAN. With thesegreans, 138 reads, which
represented the OTUs, were chosen to probe degignin

Altogether 87 probes were designed, of which 73aver bacteria, and 14 for
archaea. Possibly 18 probes indicated the effettteobxygen releasing chemical,
and the rest indicated only diversity. The microimethe sediment were poorly
recognizable. This was because the reads obtaiosddyrosequencing were
quite short, and the microbes of sediment havédeen studied very much.
Therefore, the data produced were not completdiyalile because of its poor
recognizability.

Key words: LDR chip, probe designing, sedimenttéagm, archaea
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16S rRNA :\orrﬁerzt of the prokaryotic ribo Osa prokaryoottien ribosomia
ATP Adenosine-triphosphate adenosiinitrifosfaatti
BLAST Basic local alignment search
tool
Bp Base pair Emas pari
DNA Deoxyribonucleic acid Deoksiribonukleiininappo
DDBJ DNA Data Bank of Japan -
EMBL The European Molecular Bi-
ology Laboratory
Em-PCR Emulsion PCR Emulsio-PCR
GG GreenGenes -
LCA Lowest Common Ancestor XQnmelnen yhteinen sukulal-
LDR Ligation Detection Reaction Ligaation havaitsemisreaktio

MEGAN MEtaGenome ANalyzer -

National Center for Biotech- i

NCBI nology Information

OTU Operational Taxonomic Unit Opera{uvmen taksonominen
yksikko

PCR Polymerase Chain Reaction Polymeraasiketjureaktio

RDP Ribosomal Data Base Projec -

RNA Ribonucleic acid Ribonukleiinihappo
Uudet ymparistomittausmene-
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1 JOHDANTO

DNA-sirujen rakenne ja toiminta ovat yksinkertaisige koostuvat alustasta
(esim. lasia), johon on kiinnitetty koettimia. Ktetet ovat synteettisesta
DNA:sta koostuvia lyhyitd sekvensseja, jotka ovahblementaarisia (taydenta-
vid) kohde-DNA:n tai RNA:n kanssa. Tutkittava naytedaan varjata esim. fluo-
resoivalla varilld, jonka perusteella saadaan kelynihin koettimiin naytetta on

kiinnittynyt (hybridisoitunut) (kuvio 1). Sirultaastu informaatio kasitellaan tilas-

tollisin menetelmin.

KUVIO 1. DNA-siru, jolle on hybridisoitu nayte. Virset pisteet ilmaisevat ko-
ettimia, joihin on hybridisoitunut naytetta, muskahdat ovat koettimia, joihin ei
ole hybridisoitunut naytetta (Wikipedia 2010)

DNA-sirujen sovellusala on laaja. Niité voidaan &ag mm. molekyylibiologian
tutkimuksessa (Hoheisel 2006, 200), ymparistondaddtetutkimisessa (Shiu &
Borevitz 2006, 141) ja la&ketieteellisten ongelmiathaisemisessa (Loy & Bod-
rossy 2005, 106). Ensimmaiset nykyisen kaltaiseABMut kehitettiin 90-luvun
puolivalissa, jonka jalkeen kehitys on ollut huin{&hiu & Borevitz 2006, 141).
Nykyaan DNA-sirulla voidaan tarkastella tuhansjsiza yli miljoonaan genomin

ominaisuutta samanaikaisesti (Shiu & Borevitz 2008H.).

DNA-siruja on kaytetty jo jonkin aikaa ymparistoi@yden tutkimiseen ja tule-
vaisuudessa sirujen kaytto lisaantyy, kun sekverisaneisto tietokannoissa kas-
vaa (Shiu & Borevitz 2006, 141). DNA-siruilla ortkittu mm. geenien maarallis-

ta ilmentymista ymparistonaytteistd (Cho & Tied{#2), kompostissa esiintyvia



mikrobeja (Hultman, Ritari, Romantschuk, Paulin &#nen 2008), syanobaktee-
rien diversiteettid jarvivedestéa (Castiglioni yn02) ja jatevedessa esiintyvia
patogeeneja (Lee, Lauder, Cruwys, Falletta & Beta®907).

Tama opinnayte oli osa Euroopan aluekehitysrahastonittamaa YMLI-
hanketta (Uudet ymparistomittausmenetelmat lilkatotamahdollisuutena).
Hankkeen tavoitteina on kehittaa ja kaupallistapeita, edullisia ja tarkkoja mit-
tausmenetelmia mm. DNA-tasolle. Hankkeen yhtenditi@ena on DNA-
sirutekniikan kehittdminen ympariston mikrobierktailuun. Hankkeen paato-
teuttaja on Helsingin yliopiston Ymparistotieteidarios ja muita osanottajia ovat
mm. Lahden ammattikorkeakoulu ja Biotekniikan inattti. (Lahden ammatti-
korkeakoulu 2010.)

Tassa opinnaytteessa oli tavoitteena suunnitell®@ lajitasoa edustavaa koetinta
jarvisedimentin mikrobien seurantaan LDR-sirulladBnenttindytteet DNA-
koettimien suunnitteluun saatiin Maj ja Tor Nesglisaation rahoittamasta pro-
jektista, jossa tutkitaan rehevoityneiden jarviemkostamista sedimenttiin levi-
tettavan happea vapauttavan kemikaalin avulla.dgasiena tavoitteena oli suun-
nitella koettimia, jotka indikoivat happikasittelymikutusta, ja toiseksi koettimia
monimuotoisuuden seurantaan. Koettimien suunnittisieksi sedimenttinaytteis-
ta eristettiin DNA, josta monistettiin polymeraasikreaktiolla (PCR) osaa 16S
rRNA -geenistd. Monistetun DNA:n emasjarjestys isettrin pyrosekvensoinnil-
la, josta saatua DNA-tietoa kasiteltiin bioinforiiie@n ohjelmilla. Lahtokohtai-
sesti koettimet suunniteltiin tunnistamaan baktegeearkkeja laji- tai sukutasol-

le.



2 DNA TIEDON TUOTTAMINEN LDR-SIRUA VARTEN

2.1 Ligation Detection Reaction (LDR) -siru

LDR-sirua kaytetaan yhden nukleotidin mutaatioitl@mistamisessa (Gerry, Wi-
towski, Day, Hammer, Barany & Barany 1999) tai iilksissa, joissa hyodyn-
netaan genomin konservoituneita alueita, kutenrD&¥A:ta (Busti, Bordoni,
Castiglioni, Monciardini & Sosio 2002). LDR-sirubixkeavat hiukan suunnitte-
lultaan ja toimintaperiaatteeltaan useimmiten kigygea DNA-siruista. LDR-
sirulla on koettimien sijasta zip-koodeja, joihiogttimet hybridisoidaan (kuvio

3). Koetin koostuu erottelevasta koettimesta, dikgeliscriminating), ja yleises-
ta koettimesta, c-koetin (commmon). D-koettimemp&assa on fluoresoiva leima
ja 3’ paassa erotteleva nukleotidi (kuvio 2). C#kiogen 3’ padssa on Zip-koodia
vastaava sekvenssi cZip (complementary). Kohde DisADpidaan kayttaa suo-
raan naytteesta eristettyd DNA:ta tai PCR:lla miettisa sekvenssia. Jos koetti-
met vastaavat taysin kohdesekvenssia, niin neikiyniét perakkain kohteeseen ja
litetaan ligaatio-reaktion avulla toisiinsa (ku\29. Jos kohdesekvenssissa on
poikkeavuus d-koettimen 3’ p&&n nukleotidin kohalatiiin koettimet eivat yhdis-
ty. Koettimissa, jotka ovat yhdistyneet, on 5’ gsiiluoresoiva leima ja 3’ paassa
cZip-koodi (kuvio 2). (Gerry ym. 1999, 252.) Yhdigtiden koettimien maaraa
voidaan kasvattaa lineaarisesti termisella kieksglla tai eksponentiaalisesti
PCR:lla (Hultman ym. 2008, 2).
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KUVIO 2. Ligoitumis reaktio sekéa d- ja c-koettimieakenne (Busti ym. 2002)

Ligaation jalkeen koettimet hybridisoidaan sirudli&p-koodeja vastaaviin kohtiin
(kuvio 3). Sirulle hybridisoiduista koettimista wane, jotka ovat ligoituneet emi-
toivat sateilya ja voidaan tunnistaa. Zip-koodiaatlia ja sirulle hybridisoitunei-
den koettimen maaraéa voidaan arvioida Zip-kooddikétyn kontrollikoettimen
avulla. Kontrollikoettimessa on fluoresoiva lein@ka emitoi eri aallonpituutta
kuin d-koetin ja voidaan nain erottaa toisistaaigoltuneiden- ja kontrollikoetti-
mien emitoimaa sateilya mitataan skannerilla jaisahaarien perusteella tulok-

set normalisoidaan ja analysoidaan. (Hultman yr9826.)
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KUVIO 3. Koettimen hybridisoiminen sirulle (Bustiny. 2002)

2.2 Polymeraasiketjureaktio

PCR (Polymerase Chain Reaction), eli polymeragsitesgtktio, on tekniikka,
jolla voidaan monistaa palasta DNA:ta satoja miljackopioita. Reaktioon tarvi-
taan malli-DNA:ta, alukkeita, DNA-polymeraasientayig, yksittaisia nukleotide-
ja, puskuriliuosta ja kationeita. Malli-DNA on kobdgdjota kopioidaan. Alukkeet
ovat yksijuosteisia 5 - 50 emasta pitkia synteestisvalmistettuja DNA-
sekvenssejd. DNA kostuu kahdesta juosteesta, jasti@ya vastakkaisesta, joiden
kopioimiseen tarvitaan omat alukkeensa. Alukkegtueat juosteiden 3’ paihin
emasjarjestystaan vastaaviin kohtiin rajaten sankalpioitavan alueen. Polyme-
raasientsyymi kayttaa aluketta aloituskohtanakamtaa nukleotideista uuden
juosteen, joka on yhteensopiva malli-DNA:n kan&sseimmiten kaytetaan Taqg-
polymeraasientsyymia, mutta muitakin vaihtoehtajgloahr & Katz 2009, 857).

Nukleotidit ovat DNA:n perusrakenneosia, ne kooatdusfaattiosasta, sokerimo-



lekyylista ja emaksesta, joka on adeniini (A), tym{T), guaniini (G) tai sytosiini
(C). Puskuriliuoksen tehtavana on vakauttaa entgyyommintaa ja tehda olosuh-
teet optimaalisiksi. Kationit (Mg tai Mr®") parantavat entsyymin tarkkuutta.
(Cha & Thilly 1993.)

PCR perustuu lampdolosuhteiden tasmalliseen t@siuwmuutokseen eli termi-
seen kierratykseen. PCR:n vaiheet ovat denaturgtio 98 °C), alukkeiden kiin-
nittymien (45 - 65 °C) ja pidennys (72 °C). PCRitelman yleensa normaalia pi-
demmalld, n. 2 minuutin, denaturaatiolla, jollamétetaan, etté juosteet ovat
varmasti irronneet toisistaan. (1) Normaali der@itarsaika termisen kierratyksen
aikana on 20 - 30 sekuntia ja lampdtila 94 - 98(2y Denaturoinnin jalkeen lam-
potila lasketaan alukkeille sopivaan kiinnittymisiadtilaan, joka vaihtelee 45 ja
65 °C:n valilla. Kiinnittymislampotila riippuu alldeiden pituudesta ja eméaskoos-
tumuksesta. Alukkeet kiinnittyvat yksijuosteiseeNAhan emasjarjestyksen
mukaiseen paikkaan ja maaraavat kopioitavan aly8gR.idennysvaiheessa lam-
potila nostetaan DNA-polymeraasientsyymille sopsiakEntsyymille optimilam-
poétila on 75 - 80 °C, mutta useimmiten kaytetaaiG@2Vviimeisen syklin jalkeen
tehdaan vield yksi pidennys 70 - 74 °C:ssa 5 - fthuatin ajan. Viimeisen piden-
nyksen tarkoituksena on varmistaa, etta kaikkiteeison rakennettu loppuun asti.
Taman jalkeen lampdétila lasketaan 4 - 15 °C:semsg PCR-tuotetta voidaan
sailyttaa valiaikaisesti lyhyt aika. Vaiheita 1 tdstetaan yleensa 25 - 45 kierros-
ta, ja joka kierroksella kopioitavan DNA:n maar&siakertaistuu. Jos kierroksia
on 30, niin yhdestd DNA-molekyylista saadadheti n. 270 miljoonaa kopiota.
(Cha & Thilly 1993.)

2.3 Pyrosekvensointi

Pyrosekvensointi on tekniikka, jonka avulla voidd@wpua aikaa vievista kloo-
naamisesta ja pesakkeiden valinnasta. Pyrosekvenkmisaadaan sekvensoitua
yhdella ajolla tavallisesti n. 100 miljoonaa hy\ailasta emésta. Pyrosekvensoin-
nissa on nelja vaihetta: DNA-kirjaston valmistedm-PCR (emulsio-PCR), sek-
vensointi (kuvio 4) ja sekvensointi-informaatioraéysointi. (Roche Diagnostics
Oy 2010.)



DNA-kirjasto voidaan luoda kahdella tavalla: pilkkalla ymparistonaytteen ge-
nominen DNA sopivan pituisiksi kappaleiksi tai P@Rwulla monistamalla kiin-
nostuksen kohteena olevaa genomin aluetta. DNAsgtiop luonnin yhteydessa
lyhyisiin kappaleisiin lisdtdan A- ja B-adaptemks: avainsekvenssit naytteen
tunnistamista varten. B-adaptereissa on magnedtisEnimolekyylit, joiden
avulla erotetaan ne kappaleet, joissa on sekéa B-gdapterit ja ndin saadaan

yksijuosteinen DNA-kirjasto. (Roche Diagnostics £810.)
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KUVIO 4. Pyrosekvensoinnin vaiheet 1 — 3 ja sekeantssaiheen valoa tuottava

reaktio (Ansorge 2009)

Em-PCR:ssé DNA-kirjasto monistetaan sekvensoinrkégtettavan helmen pin-
taan. Em-PCR:aan tarvitaan PCR-tuotetta, jossalapterit ja avainsekvenssi,
pieni helmi, nukleotideja, entsyymeja, ja muitaigésti PCR:ssa tarvittavia rea-
gensseja. PCR-reagenssit sekoitetaan vesi-0ljysenkfota ravistellaan, niin etta
muodostuu pienia kuplia, mikroreaktoreita. PCRen ja helmien maara saade-
taan niin, etta yhteen kuplaan paatyy korkeintdesi lyelmi ja yksi juoste kirjas-
tosta seka sopiva maara muita reagensseja. Helimeallp on A-adapteria vas-
taavia koettimia, joihin PCR-tuote tarttuu ja kapia helmeen kiinni. Kun hel-
men pintaan on monistettu riittdvan monta kopiotekyroreaktorit rikotaan, mo-
nistettuja vastaavat juosteet huuhdellaan poigljaét ja niissa kiinni oleva tuote

on valmis sekvensointia varten. (Roche Diagno€ig<2010.)



Pyrosekvensointi perustuu valoreaktioon, joka sysgn seurauksena, etta sek-
vensoitavaan juosteeseen liittyy nulkeotidi. Pykes@soinnista saadaan jopa 400
tuhatta n. 250 bp:n sekvenssia yhdella ajolla. 8egeintiin tarvitaan em-PCR:sta
helmia, joista jokaisen pintaan on kopioitu yhtagietta. Helmet laitetaan piko-
tiitterilevylle, jossa on pienia kaivoja ja joihjokaiseen mahtuu vain yksi helmi.
Liséksi kaikkiin kaivoihin tulee pakkaushelmia jatgyymihelmia, jotka sisaltavat
sulfurylaasia ja lusiferaasia. Helmissa kiinni agilesekvensseihin hybridisoidaan
B-adapteria vastaavat alukkeet, jotka toimivat sekwoinnin aloituskohtana. Sek-
vensoinnissa pikotiitterilevylle lisdtaan vuoroggllyhtd emasta (A, T, C, tai G),
joka pestaan pois ennen seuraavan lisaysta. Jeslkaiméittyy sekvensoitavaan
juosteeseen, syntyy valoreaktio, joka tallenneta@-kameralla. Nukleotidin
kiinnittyessa juosteeseen vapautuu pyrofosfaatta reagoi sulfyrilaasin kanssa
tuottaen ATP-molekyylin. Reaktiosarja jatkuu ATRardusiferaasin reaktiolla,
jonka seurauksena syntyy valoa ja lusiferaasi hapdékuvio 4). Mita useampi
nukleotidi liittyy kerralla sekvensoitavaan juosteen, sitéd voimakkaampi valore-
aktio syntyy. Tallentuneiden valoreaktioiden peseiti saadaan selville DNA-

fragmenttien emasjarjestys. (Roche Diagnostics @02

2.4 Bioinformatiikka

Bioinformatiikan kasite syntyi, kun biologiset s&kssiaineistot (DNA- ja ami-
nohapposekvenssit) kasvoivat sellaisiin mittoileitté niiden tehokkaaseen kasit-
telyyn tarvittiin tietoteknisia ratkaisuja. Tietesdana bioinformatiikka on varsin
uusi, eika sita ole viela tasmallisesti maariteffyjuimala 2005, 12.) Yksinkertai-
sesti bioinformatiikan voidaan sanoa olevan ty6kadlogian ymmartamiseen
analysoimalla biologisia sekvenssiaineistoja tedtatikan avulla (Gibas & Jam-
beck 2001, 11). Bioinformatiikka voidaan maaritediékemmin kolmen eri nako-
kulman kautta. Ensimmaiseksi bioinformatiikan tankksena on biologisen tie-
don sailyttdminen ja yllapitaminen tietokannoisQ&ellista on, etta tieto on hel-
posti tutkijoiden saatavilla ja etta tutkijat voivallentaa tietokantoihin omia ai-
neistoja tiedon kartuttamiseksi. Toiseksi bioinfatitkkaan kuuluu olennaisena
osana tietoteknisten ratkaisujen, kuten ohjelmaealgoritmien, kehittaminen.

Naiden avulla aineistoja voidaan tutkia ja kasiteKolmannesta nakokulmasta



bioinformatiikka on aineistojen ja tietoteknistetkaisujen hyddyntamista, niin
etta saadaan jarkevasti tulkittavaa biologistaéie(Tuimala 2005, 12.)

Tietokannat ovat keskeinen osa bioinformatiikkaatdkantoja, joihin on tallen-
nettu ajan myoéta valtavat maarat mm. DNA- ja amapgosekvensseja seka
muuta biologista tietoa, kutsutaan tarkemmin biokannoiksi. Tietokannat ovat
avoimia kaikille, jolloin tutkijat padsevat hyodymaan niita taysipainoisesti ja
tallentamaan moniin niistd uutta tietoa omistaitatiksistaan. Tietokannat ovat
kasvaneet eksponentiaalisesti viime vuosina jatédyetta kasvu tulee myaos jat-
kumaan lahitulevaisuudessa (kuvio 5). Tietokantojanonia erilaisia, kuten nuk-
leotidisekvenssi-, aminohappo-, yhdistelma- jagiglatietokantoja. Esimerkiksi
nukleotidisekvenssitietokantoja ovat EMBL (Eurogas GenBank (Pohjois-
Amerikassa) ja DDBJ (Japanissa). (Tuimala 2005, 2% 31 - 33, 37.) Jokaiseen
niista oli tallennettuna yli 117 miljardia eméastakeiuhun 2010 mennessa (NCBI
2010; Tuimala 2005, 26).

Bases in GenBank

Milkiard
5
N

0 T T T T T T T T
jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan- jan-
B3 85 87 89 91 93 95 97 99 01 03 05 07

KUVIO 5. GenBank:iin tallennettujen emésten maaradesta 1983 vuoteen
2007 (CLC Bio 2008; NCBI 2010)
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Biologisen aineiston kasittelyyn on monia eri meiata ja tyokaluja, joista tar-
keimp&na voidaan pitdd kahden sekvenssin rinnastameli vertaamista toisiinsa
(Gibas & Jambeck 2001, 12). Rinnastuksen tarko@gnéon saada selville, kuin-
ka hyvin kaksi sekvenssia vastaa toisiaan. Rinrmastn voidaan tehda kahdella
tavalla: 1) koko matkalta, jolloin puhutaan kok@rainastuksesta, tai 2) etsimalla
sekvensseista parhaiten toisiaan vastaavia alyal@n kyseessa on paikallisrin-
nastus. Rinnastettavat sekvenssit ovat harvoirttide; mink& vuoksi rinnastuk-
sessa voi olla yhteen sopimattomia merkkeja tattlga aukkoja, jos se on tar-
peellista sekvenssien yhteen sovittamiseksi (k@yigTuimala 2005, 17, 20, 48.)
Rinnastamista kaytetddn mm. tietokantahauissayetropuiden muodostamises-

sa ja genomien vertailussa(Gibas & Jambeck 20®), 14

Query 1 T AT TTTGRACR A TGEEEECARCCCTGAT CCAGCCATGCCGEGTGAGTGAAGRAGE &0
Frrreerrrerrerrrr e et et e et et e e e e e
Sbjct 2398 TIGGEGAATTTTGGACAACGEEGECARACCCTGATCCAGCCATGOCGOGTGAGIGARGRARGE 357
Query 6l CCTTCGE-TTGTARAGCICTITIGTCCGRGAAGRARRRGEC-TCACTCTAATACGETGE-G 117
CEErerr rrerererrrrrrrere e rrre e e et
Sbjct 358 CCTTCGGGITGIARAGCTICITITGICCGGGAAGRRARAGECATCOGC-CTAATA-GGAGATG 415

KUVIO 6. Esimerkki BLAST-haun rinnastuksesta: Queryhakusekvenssi, Sbjct
(subject) on tietokannasta ldydetty sekvenssi,ywist (|) tarkoittaa, ettd merkit
vastaavat toisiaan, tyhja kohta () tarkoittaa eterkit eivat vastaa toisiaan ja

vaakaviiva (-) on lisatty, ettd sekvenssit vastaisparemmin toisiaan

Taman opinnaytetyon kannalta mainitsemisen arvomenetelma on myds sek-
venssihaut, joka on luultavasti eniten kaytettykpla bioinformatiikassa. Sek-
venssihauilla etsitd&n tietokannoista hakusekviassistaavuuksia. Jos tulokse-
na saadut sekvenssit vastaavat tarpeeksi hyvirsb&kanssia, voidaan tutkimus
tarkoituksesta ja sekvenssista riippuen paateita. esista geenista on kyse tai
mika on proteiinin funktio. Nykyisin eniten kaytgtekvenssihakuohjelma (algo-
ritmi) on BLAST (Basic local alignment search todljuimala 2005, 58 - 60.)
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 DNA:n eristyksesta DNA-kirjastoon

Sedimenttinaytteet DNA-kirjastoa varten otettiinlldlassa sijaitsevasta Tyotjar-
vestéa kahdelta eri alueelta, joista ensimmainehappea hitaasti vapauttavalla

kemikaalilla kasitelty syvanne ja toinen kontrdllie. Kummaltakin alueelta otet-
tiin nayte kolme kertaa (taulukko 1). Naytteita\gaitiin -80 C:ssa naytteenoton

jalkeen.

TAULUKKO 1. Naytekoodit ja naytteenottopaivéat

BAKTEERIEN NAYTTEET ARKKIEN NAYTTEET

Niytteenottopaiva | Kasitelty alue |Kontrollialue| Kaisitelty alue |Kontrollialue
8.10.2009 B1 B4 Al Ad
2.12.2009 B2 Bs A2 AS
12.1.2010 B3 - A3 -
13.1.2010 - B6 - A6

DNA eristettiin MO Bio Power Soil -kitilla (MO BlQ.aboratories, Inc.) valmis-
tajan ohjeen mukaan pienin muutoksin. Pakastetn#ytteista louhittiin jaatynyt-
ta sedimenttia 60 ml:n falconputkiin, joissa seditireannettiin sulaa. Sulanutta
sedimenttia sentrifugoitiin Hareaus Multifuge 1 B:Ha (Kendro Laboratory Pro-
ducts, Inc) 3 minuuttia 4000 rpm:ssa, minka jalkesottunut vesi kaadettiin pois
ja sedimenttia punnittiin n. 0,5 g eppendorfputkkaksi kertaa enemman kuin
ohjeessa). Tasta eteenpéin noudatettiin kitin tzhj&ristyksen onnistuminen tar-
kistettiin elektroforeesilla agaroosigeelilla. Vagt DNA:n eristimisesta DNA-

kirjaston luomiseen on esitetty lyhyesti kuviossa 7
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T T T T T T s T e e E e m e m A

! DNA-N ERISTAMINEN i

| *  Gnivtetti E l

i o 3 kisitellylta alueelta . 2 -

'« 3konmollialueelta : i PCRLYHYILLA ALUKKEILLA |

\ fotsikke 3.1) i ! » Bakteereille ja arkeille eri aluk- !

S i ! keet !
| e O niytteesti 8 rmnakkaistare- |
| aktiota bakteereille ja arkeille
E erikseen E
' * TYhieensi 2 x 6 x 8 reaktioaon !
| 96 reaktiota |
i s 20 kierrosta i
! fotsikko 3.1.1) !

i PCR-TUOTTEEN PUHDISTUS

| » Jokaisen nivtteen rmnakkais- ! l

i ten reaktioitten vhdistiminen | pToTTomm e TTTTTTommmmmmmmmees y

i e Puhdistus AGENTCOURTE | ' PCRPITKILLA ALUKKEILLA :

i AMPure® XP kinlla E ! s PCR lyhyilld alukkeilla monis- !

' roisitdo 3.1.2) i | tetusta tuotteesta !

: ' i : +  Pitkissi alukkeissa adapterit, :

____________________________ i avaimetja lvhyet alukkeet i
| * 12 erilaista nivtett, jokaisesta !
| 3 rinnalkkaista reaktion !
i *  Yhteensd 12 x 3 reaktiota on 36
! reaktiota E
| + 10 kierrosta !
i {orsikko 3.1.3) E

| PCR-TUOTTEEN PUHDISTUS | TTTTTTTTTmTTmmmmmemmmmsommeeoes '

: » Jokaisen navtteen rinnakkais- !

| ten reaktioitten vhdistiminen |

i s Puhdisis AGENTCOURT® | i

! AMPure® XP kitilla 5

| (otsikiko 3.1.4) ! i PCR-TUOTTEEN KOON JA :

D : ' KONSENTRAATION MAARIT-
i TAMINEN :
! + Hoon miirittiminen Agilent i
: DNA 1000 kitilla '
i +« Konsentraation miirittiminen |
E Qubit-fluorometrilld i
: (otsikko 3.1.5) .

i PYROSEEVENSOINTI E

i » em-PCR |

i (otsikko 2.3) i

KUVIO 7. Tyodn vaiheet DNA:n eristamisesta sekvensoi
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3.1.1 PCR lyhyilla alukkeilla

Eristetystd DNA:sta monistettiin 16S rRNA -geeninedta V3 (kuvio 8). Usein
yksittaisissa PCR-reaktioissa monistuu vain osdteéysa esiintyvista lajeista,
mika voi johtaa tutkimuksen vaaristymiseen. Tamaoksi naytteiden koko mo-
nimuotoisuuden monistamiseksi on suositeltavaageimhakkaisia reaktioita,
jotka yhdistetaan PCR:n lopuksi. (Lahr & Katz 20897.) Lyhyilla alukkeilla
tehdyssa PCR:ssa jokaisesta naytteesta (taululdettlin 8 rinnakkaista reaktio-
ta, jotka yhdistettiin ennen puhdistusta (kuvioP(LR tehtiin DNA Engine Dy-
ad™ Peltier Thermal Cycler -laitteella (MJ Researchné&ix). Lyhyilla alukkeilla
tehdyn PCR:n ohjelmaa toistettiin 20 kierrostal(ikko 2).

KUVIO 8. 16S rRNA -geenin konservoituneet ja valatat alueet E.Colin mu-
kaan (C (conseved) = konservoitunut ja V (variabl@pihteleva) (Petrosino,
Highlander, Luna, Gibbs & Versalovic 2009)

Lyhyilla alukkeilla tehdyssa PCR:ssa kaytettiin tegkeille ja arkeille universaa-
leja alukkeita, jotka sitoutuivat 16S rDNA -alueelBakteerialukkeet olivat seu-
raavanlaiset: 341f 5CCTACGGGAGGCAGCAGSI’ (Muyzee Waal & Uitier-
linden 1993, 696) ja D' 5’5GTATTACCGCGGCTGCTG3' (Edwmds, Rogall,
Blocker, Emde & Bottger 1989, 7844). Arkeille k&yiie seuraavanlaisia alukkei-
ta: 344f 5’ ACGGGGCGCAGCAGGCGCGAST’ (Bano, Ruffin,i&am & Holli-
baugh 2004, 782), CREN512 5'CGGCGGCTGACACCAG3 ddus ym. 2000)
ja 519 5’ATTACCGCGGCGGCTG3Z, jota on muunnettu praisesta (Muyzer
ym. 1993, 696).

PCR-reaktiot toteutettiin 50 pl:n tilavuudessa. ®akien PCR-reaktioihin tuli 10
ul 5x HF-puskuria (Finnzymes), 1 ul 10 mM dNTP ¢igmes), 0,5 pl Phusion-
entsyymia (Finnzymes), 1 ul alukkeita (Oligomer Qyul malli-DNA:ta ja loput
vettd. Arkkien PCR-reaktiohin tuli 5 pl 5x-pusku(Biotools), 2 pl MgCl (Bio-
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tools), 1 ul 10 mM dNTP (Finnzymes), 0,25 ul DNARlpueraasientsyymia (Bio-
tools), pipetin karjella vahan PFU-entsyymia (Femtas), 1 ul alukkeita (Oligo-
mer Oy), 1 ul malli DNA:ta ja loput vettd. PFU-eyymi lisattiin, niin etta pipetin
karkea kastettiin entsyymissa, minka jalkeen pipkdirkeen tarttunut entsyymi

sekoitettiin reaktioseokseen

TAULUKKO 2. PCR-ohjelmat arkeille ja bakteereille

ARKIT BAKTEERIT
Kohta Lampétila  Inkubointi Kohta Lampdtila Inkubointi
1 94 °C 5 min 1 98 °C 30 sec
2 94°C 30 sec 2 98°C 10 sec
3 60 °C 30 sec 3 65°C 30 sec
4 72°C 2 min 4 72°C 10 sec
5 paluu kohtaan 2, x kertaa 5 paluu kohtaan 2, x kertaa
6 72°C 5 min 6 72°C 5 min
7 4°C 5 min 7 4°C 5 min
8 4°C ikuisesti 8 4°C ikuisesti

3.1.2 PCR-tuotteen puhdistus

PCR-tuote puhdistettin AGENCOURT® AMPure® XP -Kii Puhdistustulok-
sen optimoimiseksi Agencourt AMPure XP Magnetictiebr -liuoksen toimi-
vuutta testattiin eri suhteilla Ladder-laimennolsse@aulukko 3). Ladder-
laimennokseen tuli 240 ul ladderia ja 360 pubOHa. Tuloksien pohjalta baktee-
reille kaytettiin 0,9:1 suhdetta ja arkeille 1:hdetta. Lyhyilla alukkeilla tehdyn
PCR:n tuote puhdistettiin kuoppalevyilla ohjeen @k, Eluointiin kaytettiin 40
pl 1x TE-puskuria (10 mM Trisbase, 1mM EDTA).
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TAULUKKO 3. Taulukko eri seossuhteista Agencourt Rivte XP —liuoksen
puhdistustuloksen optimoimiseksi

AMPure AMPure |Ladderi-
Xplivos:Ladderi |XP-liuos |laimennos
1. 0,5:1 25 30
2. 0,6:1 30 50
3. 0,7:1 35 50
4. 0,8:1 40 50
5. 0,9:1 45 50
6. 1:1 50 50
7. 111 55 50
8. 1,2:1 60 50
9. 1,3:1 65 50
10. 1.4:1 70 50
11. 1,5:1 75 50

3.1.3 PCR pitkilla alukkeilla

Lyhyilla alukkeilla tehdysta PCR:sta oli tulokseytsteensa 12 erilaista reaktiota:
kuusi bakteereille ja kuusi arkeille. Jokaisestaeidktiosta tehtiin 3 rinnakkaista
reaktiota pitkilla alukkeilla (kuvio 7). PCR-ohje#m toistettiin 10 kierroksen ver-
ran (taulukko 2).

Pitkilla alukkeilla tehdyssa PCR:ssa kaytettiingelle naytteelle hiukan erilaista
aluketta. Ne koostuivat adapterista, avaimestghjgdsta alukkeesta (taulukko 4).
Adaptereita oli kaksi erilaista A: 5’GCCTCCCTCGCGRTCAG3' ja B:
5GCCTTGCCAGCCCGCTCAG3'. A tuli johtavaa juostetteonistaviin aluk-
keisiin ja B vastakkaista juostetta monistaviink&kisiin. A adapterin tehtavana
oli toimia kohtana, joka kiinnittyy emPCR:ssa kdtdegien helmien pinnassa ole-
vaan koettimeen kiinni. B adapteri puolestaan doridysoitumiskohta alukkeelle,
josta alkaa sekvensointi. Avaimen tehtavana oiiaisekvenssing, jonka avulla
tunnistettiin naytteet toisistaan ja muiden nagtéepyrosekvensoinnin jalkeen.
Avaimia oli yhteensé 12 erilaista, joista 6 oli tedeeille ja 6 arkeille (taulukko
4).

PCR-reaktiot toteutettiin 50 pl:n tilavuudessa. ®akien PCR-reaktioihin tuli 10
ul 5x HF-puskuria (Finnzymes), 1 ul 10 mM dNTP ¢kigmes), 0,5 pl Phusion-
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entsyymia (Finnzymes), 2 ul jokaista naytetta \easta aluketta (Oligomer Oy)
(taulukko 4), 2 pl malli-DNA:ta ja loput vetta. Aklen PCR-raktiohin tuli 5 pl
5x-puskuria (Biotools), 2 pl MgglBiotools), 1 ul 10 mM dNTP (Finnzymes),
0,25 ul DNA-polymeraasientsyymia (Biotools), 0,1RHU-entsyymia (Fermen-
tas), 2 ul jokaista naytettd vastaavaa aluketty¢@ler Oy) (taulukko 4), 4 ul
malli-DNA:ta ja loput vetta. Malli-DNA:na PCR:ss@yettiin puhdistettua PCR-

tuotetta, joka oli monistettu lyhyilla alukkeilla.

TAULUKKO 4. Pitkien alukkeiden rakenne: nayte, j@nkonistamiseen aluketta
on kaytetty; adapteri; avain naytteen tunnistanssdkybridisoitumiskohtaa vas-

taavan alukkeen nimi

BAKTEERIT ARKIT
KASITELTY ALUE KASITELTY ALUE

Niyte Adapteri Avain Aluke Niyte Adapteri Avain Aluke

B1 A ACTCAG |341f Al A ACTATA |344f

B1 B ACTCAG |D' Al B ACTATA |CRENS512
Al B ACTATA |519

B2 A ATAGTA |341f A2 A ACTCTC |344f

B2 B ATAGTA |D' A2 B ACTCTC |CRENS512
A2 B ACTCTC |519

B3 A ACACTG |341f A3 A ATGAGC |344f

B3 B ACACTG |D' A3 B ATGAGC |CREN512
A3 B ATGAGC |519

KONTROLLIALUE KONTROLLIALUE

B4 A CGCTAC |341f Ad A CATAGC |344f

B4 B CGCTAC |D' Ad B CATAGC |CRENS512
Ad B CATAGC |519

B5 A CTGCTA |341f A5 A TACATA |344f

B5 B CTGCTA |D' AS B TACATA |CREN512
AS B TACATA |519

B6 A TAGTAT |341f A6 A TACGCG |344f

B6 B TAGTAT |D' A6 B TACGCG |CREN512
A6 B TACGCG |519
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3.1.4 PCR-tuotteen puhdistus

PCR-tuote puhdistettin AGENCOURT® AMPure® XP -Kiisamoin kuin ai-
emmin, mutta puhdistus tehtiin PCR-putkissa, jallmkubointiajat venyivat pi-
demmiksi kuin ohjeessa. Eluointiin kaytettiin toideCR:n jalkeen 30 pl 1x TE-
puskuria (10 mM Trisbase, 1mM EDTA) 40 pl:n sijaan.

3.1.5 PCR-tuotteen koon ja konsentraation maaritys

PCR-tuotteen koko tarkistettiin Agilent DNA 100d0tHk4. Kitissa oli mukana
DNA-siru, johon pipetoitiin reagenssit ja PCR-tuatealyysia varten. Sirua ravis-
teltiin Vortex Mixerissa (IKA -model MS2-S8/ MS2-$2400 rpm:ssa 60 sekun-
tia, minka jalkeen siru asetettiin Bioanalyzer agamja naytteet analysoitiin

2100 Expert ohjelmistolla.

PCR-tuotteen konsentraatio méaaritettiin Qubit®ceftumetrilla. Tydliuos valmis-
tettiin sekoittamalla Quant -iT™ -reagenssia QUaAt -puskuriin suhteessa

1:200. Kalibrointiliuoksiin tuli standardeja 10 jaltyOliuosta 190 pl. Naytteiden
analysointiin tuli 1 pl naytetta ja 199 ul tyolidasNaytteet ja standardit vortek-

soitiin, minka jalkeen niita inkuboitiin 2 minuwtiennen analysointia.
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3.2 Sekvensointidatasta koettimiin

Laboratoriotdiden jalkeen PCR-tuotteen emasjargesgvitettiin pyrosekven-
soinnilla. Siité4 saatua aineistoa muokattiin n@tta sita voitiin tarkastella bioin-
formatiikan ohjelmilla ja hyddyntaa koetinsuunriiftesa. Tyon vaiheet sekven-
soinnin raakadatan muokkaamisesta koetinsuunnuttedm kuviossa 9.

_________________________________________________________

2. OTU:jen MAARITTAMINEN 97 %:n i
SAMAKALTAISUUSASTEELLA :

3. SEKVENSOINNIN JA SEKVENSOINTIAINEISTON:!
TARKASTELU i

________________________________________________________

________________________________________________________

KUVIO 9. Tyon vaiheet sekvensointidatasta valmiidgioettimiin
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3.2.1 Laadukkaiden fasta-tiedostojen luonti pyrosekvansiatasta

Pyrosekvensointi tehtiin Biotekniikan instituutigdalsingissa, josta data luovu-
tettiin sff-muodossa. Raakadata muunnettiin altésta-muotoon, jonka jalkeen
Ribosomal Data Base Projectin (RDP) Pyrosequerteipgline Initial Process -
ohjelmalla (Cole ym. 2008; Cole ym. 2007) poistettiuonolaatuiset DNA-
sekvenssit, avainsekvenssit, adapterit ja sekvejakia olivat alle 100 bp:n pi-

tuisia.

Seuraavaksi naytteet linjattiin ja linjauksia tastatiin Bioedit-ohjelmalla. Ou-
dosti linjautuneet sekvenssit tarkistettiin NCBligtokannasta, ja jos sekvenssi oli
tuntematon, vaaraan ylakuntaan kuuluva (baktesktt, eukaryootit) tai muuten
kehno, niin se poistettiin. TAman jalkeen poigtetiukkeet Bioedit -ohjelmassa
ja linjaus tekstinkasittelyohjelmalla, jolloin tisena oli laadukkaat naytekohtai-

set fasta-tiedostot.

3.2.2 Naytteiden sekvensien luokittelu OUT:ihin 97 %:n
samankaltaisuusasteella

Sekvensointiaineiston DNA-sekvenssit voidaan ja@aankaltaisuusasteen pe-
rusteella ryhmiin, joita kutsutaan myds OTU:ikgpéoational taxonomic unit).
Samankaltaisuusasteen perusteella voidaan maanti#itaksonomisella tasolla
OTU:ja tarkastellaan. Jos esim. halutaan tarkasselkvensointiaineistoa lajita-
solla, ryhmitella&dn DNA-sekvenssit OTU:ihin 97 %amankaltaisuusasteella,
joka tarkoittaa, ettd yhteen OTU:uun kuuluvat DN&egenssit poikkeavat toisis-
taan korkeintaan 3 %. Yleisesti 97 %:n samankaiteastetta pidetaan lajirajana
(Schloss & Handelsman 2005, 1501).

Sekvensointiaineisto maariteltiin OTU:iksi, jottaytteiden lajikirjoa olisi hel-
pompi tarkastella. Aluksi bakteeri- ja arkkinaytken sekvensseista muodostettiin
molemmille tiedosto, joissa oli kaikkien baktedas arkkinaytteiden sekvenssit

koottuna yhteen. Seuraavaksi tiedostot linjattibFRn Aligner-ohjelmalla (Cole
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ym. 2008; Cole ym. 2007) ja linjatuista sekvendaeisuodostettiin etaisyysmat-
riisi RDP:n Column Distance Matrix -ohjelmalla (@éofm. 2008; Cole ym. 2007).
Etaisyyden laskemiseen kaytettiin Jukes-Cantorlimdistance Cutoff -arvoa
0,2 ja Minimum Sequence Overlap -arvoa 25. Etaisggtriisien avulla ryhmitel-
tiin sekvenssit OTU:iksi 97 % samankaltaisuudellatiMir -ohjelmassa (Schloss
ym. 2009) ja naista ryhmista valittiin yksi sekveinsdustamaan omaa OTU:aan.
OTU-tiedostoille ja naytetiedostoille tehtiin BLAS¥aut EMBL:n prokaryootti-
nukleotidisekvenssitietokantaa vastaan, josta 8gok oli 25 parasta osumaa ja
linjausta jokaista sekvenssia kohti. BLAST-haumkgia kaytettiin tarkasteltaessa
naytteiden taksonomista siséltéa MEGANIlla (Husduach, Qi, & Schuster
2007).

3.2.3 Sekvensoinnin ja sekvensointiaineiston tarkastelu

Mothurilla arvioitiin OTU:jen todellista maaraa ritsissa ja bakteerien seka ark-
kien yhdistetyissa tiedostoissa. OTU-runsaudeioiutin kaytettiin vaaristyman
huomioivaa (1) Chaol -bc (bias corrected) -mendiél(Chao 1984), joka hyo-
dyntaa arvioinnissa OTU:ja, joihin kuuluu 1 tai RIR-sekvenssia.

(1) . Tr.-.’mrrl = Sm’;s

Shao1 = arvioitu OTU:jen runsaus
Sovs = havaittujen OTU:jen maara
n; = OTU:t, joihin kuuluu vain 1 DNA-sekvenssi

n, = OTU:t, joihin kuuluu vain 2 DNA-sekvenssia

Liséksi Mothurilla méaaritettiin kuvaajat, joistarieni OTU:jen kertyminen verrat-
tuna sekvensoituihin DNA-sekvensseihin (rarefackomaajat). Kuvaajista voi-
daan paatella, kuinka suuri osuus OTU:ista on sselluensoitua kaytetylla sek-
vensointimaaralla ja kuinka suuri tyo on viela tefét, ettd havaittaisiin uusi OTU.
Kun kuvaajat alkavat tasaantua ja lahestya niiottaa asymptoottia, l&ahes kaik-
ki OTU:t on sekvensoitu. (Lai, Cao, Tan, Fang, kya& Zhou 2007, 758.)
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RDP:n Classifieria (Wang, Garrity, Tiedje & Cole(20) kaytettiin erityisesti
muodostamaan yleiskuva mikrobistosta, mutta myidefkin koetinsuunnitte-
luun valittujen sekvenssien nimeamiseen, jos Ciassi maaritelma oli tarkempi
kuin MEGANIn. Classifier maarittaa jokaiselle sekssille, mihin taksoneihin se
kuuluu kaaresta sukuun ja laskee jokaiselle takednptettavuusarvon, joka voi
vaihdella 0 % ja 100 %:n valilla. Mita korkeampotettavuusarvo on, sita toden-
nakoéisemmin taksoni on maaritetty oikein. ClassifiRiodostaa tuloksista hie-
rarkkisen puun, jossa esitetdan kaikki taksontkgqlittavat tarkasteluun valitun
luotettavuusrajan. Esimerkiksi, jos tarkasteluulitaan rajaksi 80 %, niin kaikki
taksonit, joiden luotettavuusarvo on alle 80, tgpa&n pois puusta. Tassa tyossa
kaytettiin luotettavuusrajana 50 %:a, joka on laytgs luotettava kuin 80 % luo-
tettavuusraja alle 250 bp:n sekvensseille, ja §spkstyy maarittAmaan taksonin
huomattavasti suuremmalle osuudelle DNA-sekveng§agesson ym. 2009, 4).

MEGANIa kaytettiin lajitason tarkasteluun seka sakssien valintaan koetin-
suunnittelua varten. MEGAN esittaa aineiston gesafa puuna, johon sekvenssit
on sijoitettu LCA-algoritmin (Lowes Common Ancestperusteella. LCA-
algorimi sijoittaa sekvenssit viimeiseen yhteistksoniin, eli jos sekvenssi tun-
nistetaan kahdeksi lajiksi yhdesta suvusta, niisijpitetaan sukuun. LCA-
algoritmissa on nelja erilaista arvoa, Min Suppbtin Score, Top Percent ja Win
Score, joita muuttamalla voidaan vaikuttaa MEGANinodostamaan puuhun ja
sen tasmallisyyteen (taulukko 5). Tiedostojen taiddaissa kaytetyt LCA:n arvot
ovat taulukossa 6. Arvot valttiin niin, etta suuoisa huonosti linjatuista sekvens-

seista jai tarkastelun ulkopuolelle.
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TAULUKKO 5. LCA-algoritmin arvojen vaikutus taksomaseen puuhun

LCA-algorimin arvojen selitteet

Min Support

Tama kohta maarittelee kuinka monta DNA-sekvenssia
vahintaan oltava maaritettyna lajille tai puun \eiselle leh-
delle, ettd se esitetddn puussa. Jos esim. mimguppPvoKksi
on asetettu 5, niin sellaisia taksoneita ei esijetéin DNA-
sekvensseja on maaratty 1, 2, 3, tai 4, naittesotaditten
DNA-sekvenssit sijoitetaan ei maaritettyjen DNA-gefssien
joukkoon (not assigned). Pienentamalla tata apoassa esi-
tetdan myos sellaiset lajit, joita naytteissa datalahan. Toi-
saalta yksittdiset DNA-sekvenssit voivat olla sels@nnista
tai PCR:sté johtuvia virheita.

Min Score

Maarittad kuinka paljon huomioitavista linjaukaisin vahin-
taan saatava pisteita. Niita linjauksia, joiderigms jaavat raja;
arvon alle, ei huomioida. Jos kaikki linjaukset bake raja-
arvon, DNA-sekvenssi sijoitetaan ei-méaaritettyjadA
sekvenssien joukkoon (Not Assigned). Oletusarvand®
jota nostamalla saadaan lyhyet ja huonot linjautgatettua
pois puusta.

Top Percent:

Maarittad mitkd DNA-sekvenssin linjauksista otetazukaan,
kun maaritetaan DNA-sekvenssin taksonia. Huomi@tav
linjausten pisteiden on oltava tietyn prosenttiakrusisalla
parhaan linjauksen pisteista. Jos Top Percen @mid % ja
paras linjaus on saanut 250 pistettd, niin niigaliksia ei
huomioida, jotka saavat alle 225 pistetta. Pienaati tata
arvoa DNA-sekvenssit maaritetaan lahemmas lajitavodta
samalla maarityksen virheellisyys on todennakdisgmp

Win Score

Ne DNA-sekvenssien linjaukset, joiden pisteetdlifit win
score -arvon, maaraavat taksonin. Jos Win Scove @ar 150,
niin vain ne linjaukset huomioidaan, joiden arvol&® tai yli.

TAULUKKO 6. MEGAN:Issa kaytettyjen LCA:n arvot baldeeille ja arkeille

LCA:n ARVOT
BAKTEERIT ARKIT
Tiedosto Bl -B6 oTU Tiedosto Al -A6 oTU
Min Support 2 1 Min Support 2 1
Min Score 180 180 Min Score 80 80
Top Percent 7 7 Top Percent 7 7
Win Score 0 0 Win Score 0 0
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3.2.4 OTU:jen valinta koetinsuunnitteluun

DNA-sekvenssit valittiin koetinsuunnitteluun MEGANiulosten perusteella.
Ensisijaisesti pyrittiin valitsemaan OTU:ja sellaia lajeista ja suvuista, jotka
indikoivat sedimentin kéasittelyd happea vapauttavegmikaalilla. Kasittelyn
vaikutusta taksoneihin tarkasteltiin taksoneidemeellisen koon muutoksena
kasitellylla ja kontrollialueella ajan funktionadKittelya indikoivina taksoneina
pidettiin sellaisia taksoneita, joiden suhteellikeon muutos oli erilainen kasitel-
lylla ja kontrollialueella ajan kuluessa. Esimeskiios lajin suhteellinen koko
kasvoi kasitellylla alueella ja pieneni kontrolliakella ajan kuluessa, niin kyseessa
oli kasittelya indikoiva laji. Kasittelyn vaikutuks seurantaan kaytettiin kasitel-
lyn alueen naytteita B1 ja Al (otettu 8.10.2009eanhappea vapauttavan kemi-
kaalin levitystda), B3 ja A3 (12.1.2010) seké kohiatueen naytteita B4 ja A4
(8.10.2009) seka B6 ja A6 (13.1.2010). Jos naissaau riittavasti koettimia,
niin seuraavaksi pyrittiin valitsemaan monimuotaisa ilmentévida OTU:ja, jotka

olivat tunnistettavissa laji- ja sukutasolle.

3.2.5 Koetinsuunnittelu

Koettimia oli tarkoitus suunnitella n. 50 - 100 kjdlista n. 80 % bakteereille ja n.
20 % arkeille. Koettimet suunniteltiin niin, ettdsen etsittiin sekvenssista paikka,
jossa on poikkeava emas eli erotteleva kohta. Tgalkeen suunniteltiin alustava
versio d-koettimesta, jota varten valittiin pitkéi@ sekvenssia niin, etta viimeise-
na oli 3’ paassa poikkeava emas. Alustava c-ka@dkioi valittomasti erottelevan
kohdan oikealta puolelta, josta valittiin koetingten pitka alue sekvenssia.
Alustavia koettimia varten otettiin pidemmat alusekvenssia kuin lopullisessa
koettimessa tulisi olemaan koetinosaa sen vuok&ingydhemmin pystyttiin

suunnittelemaan sulamislampd oikeanlaiseksi.

Ennen koetinsuunnittelun aloittamista haettiin gaigisat (n. 1500 bp) 16S rRNA
-geenit NCBI:n tietokannasta niille koetinsuunnitten valituille sekvensseille,

jotka oli tunnistettu lajiksi ja vastasivat sitahudtaan 94 prosenttisesti. 16S rRNA
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-geeneja kaytettiin koetinsuunnittelussa, koskalvat sekvensoinnista saatuja
DNA-sekvensseja pidempin ja helpottivat néin sitteina. Muuten koetinsuun-
nittelussa hyédynnettiin pyrosekvensoinnista sadDljJA-sekvensseja. Liséksi
koetinsuunnitteluun valitut lyhyet DNA-sekvenssiattin GreenGenesin NAST
Alignment -ohjelmalla (DeSantis ym. 2006a) ja OBHu:edustajat (bakteerit ja
arkit, yhteensa 3403 DNA-sekvenssia) linjattiin ®kniikan Instituutin linjaus-
ohjelmalla. Linjatuista tiedostoista ja GreenGendBieSantis ym. 2006b) sivus-
tolta peraisin olevasta tietokannasta, jossa ¢lintddn 1250 bp:n pituisia proka-
ryoottien 16S rRNA -geenejd, muodostettiin kakgaeta referenssitiedostoa.
Ensimmaisessa referenssitiedostossa oli GreenGetietekanta ja kokopitkét
linjatut 16S-geenit, toisessa referenssitiedostobdmjatut OTU:ja edustavat
sekvenssit. Koetinsuunnittelussa kaytettiin R-ohjstoa ja NCBI:n sivustolla

olevia PrimerBlast- sekéd BLAST-ohjelmia.

Koetinsuunnittelu aloitettiin R-ohjelmistolla, jalpyrittiin I0ytamaan kaikille
suunnitteluun valituille sekvensseille koetin. Kinstiunnitteluun valittuja sek-
vensseja verrattiin R-ohjelmistolla referenssit&ddin. Suunnittelun kohteena
olleesta sekvenssista etsittiin yhden emaksen paikka verrattuna referenssitie-
dostossa olleisiin sekvensseihin. Kun ensimmairgkkpavakohta 10ytyi, siihen
suunniteltiin koetin. Jos yhden emaksen erojaygyliyt, niin koetin suunniteltiin
sellaiseen kohtaan, jossa sama emaés oli mahdatiamharvalla sekvenssilla.
Joillekin koetinsuunnitteluun valituille sekvendkeei |0ytynyt talla tavalla koe-
tinta tai koetin oli yhteinen liian monen sekvendsanssa, jolloin koetinta oli

etsittava muilla keinoin.

NCBI:n PrimerBlast-ohjelmaa kaytettiin koetinsuutelussa, jos R:lla ei [0ytynyt
sopivaa koetinta. PrimerBlast-ohjelmaan sytteiéhvenssi, jolle suunniteltiin
koetinta; sulamislampdétilaksi asetettiin min 50 xn68 ja max difference 10;
PCR-tuotteen kooksi asetettiin vaihtelevia arvd@)a 8000; alukkeen tasmalli-
syyden arvot asetettiin niin, etta neljasta viiresta emaksesta kahden tuli olla
huteja. Ohjelaman antamia alukkeita tarkasteltitABT-ohjelmalla, ja jos
BLAST-tulos antoi vahan tadsmallisid osumia varsinkimeisen nukleotidin

osalta, aluke hyvéaksyttiin koettimeksi.
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Viimeinen vaihtoehto koetinsuunnittelussa oli kagtNCBI:n BLAST-ohjelmaa.
Suunnitteluun valitulle sekvenssille tehtiin BLASIEKuU ja tuloksen linjauksista
etsittiin kohtia, joissa oli poikkeava nukleotidi aukko. Naista kohdista otettiin
lyhyt alue linjausta, joka tarkistettiin BLAST-olhjealla. Jos tuloksena oli linja-
uksia, joissa suurimmassa osassa viimeinen nuélestipoikkeava, niin sek-

venssi hyvéaksyttiin koettimeksi.

R-ohjelmistolla, PrimerBLAST:illa ja BLAST-ohjelmial I6ydettyjen d-
koettimien tasmallisyys tarkastettiin R:n avullaiseentin mikrobistoa kuvaavaa
referenssitietokantaa vastaan. Tiedostossa aidmpttomina GreenGenisin pro-
karyoottitietokanta, kaikki koetinsuunnitteluun iatl kokopitkat 16S-geenit ja
arkkien seka bakteerien OTU:jen edustajat, yhte8838 sekvenssia. Tarkastuk-
sen tuloksista otettiin mukaan ne koettimet, jdilie 1 - 4 v&arda osumaa, riippu-
en siitda mitd osumat olivat. Liséksi I6ydettyjerekomen toimivuutta arvioitiin
BLAST-haulla vertaamalla koettimien 20 viimeisendksen pituista aluetta
NCBI:n nr/ nt-tietokantaa vastaan. Jos vertailloksena koetin sai erittain pal-
jon osumia sedimentissa esiintyviin mikrobeihinkaettimen sukulaislajeihin,
koetin hylattiin.

Viimeiseksi Biotekniikan Instituutissa valittuja &ttimia muokattiin niin, ettéa
niiden sulamislampaotilaksi tuli d-koettimille 60 & c-koettimille 64 °C. Seuraa-
vaksi suunniteltiin kaksiosainen koetin, jonka B&sostui c-koettimesta, zip-
koodista ja vastaavan alukkeen puolikkaasta (V&4)sa koostui toisesta vastaa-
van alukkeen puolikkaasta (VA2), universaalist&kliabesta (UA) ja erottelevasta
koettimesta. Naista saadaan yhtenainen sirkulaakiaetin, kun osat yhdistetaan
ligaatiolla vastaavaa aluketta vastaavan sekveassiitea.
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4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Laboratoriotyot ennen sekvensointia

Ennen sekvensointia sedimenttindytteista erigtdftNA, jota monistettiin
PCR:lla kahdessa vaiheessa. PCR-tuote puhdistigtijmnsta sivutuotteista kum-
mankin PCR:n jalkeen. DNA:n eristyksen, PCR-morkisien ja puhdistuksien
onnistumien tarkistettiin elektroforeesigeelilléakeerien DNA:n monistus pitkil-
|& alukkeilla ja puhdistus onnistuivat hyvin eleitreesikuvan perusteella (kuvio
10). Elektroforeesikuvasta nahdéaan, ettd PCR-teimittuu selvasti, eiké kuvassa
ole havaittavissa jalkia alukkeista tai PCR-tuotté®ntimisesta”. Arkkien

DNA:n monistus pitkilla alukkeilla ja puhdistus@mnistunut aivan yhta hyvin
kuin bakteereilla (kuvio 10). ElektroforeesikuvagsaR-tuote erottu melko hyvin
ja puhdistus on onnistunut alukkeiden osalta, meatainkin naytteissa A4 ja A5

on havaittavissa "hantimista”, mika olisi voinutiti@ pyrosekvensointia.

BAKTEERIT ARKIT
[L Bl B2 B3 L B4 B5S B6 L [L Al A2 A3 A4 A5 A6 L |

4

(1 (.

{ 17 (@
| 1§ f@E

(W]
-
-~ -
d B L LR -

e B8 s G ws W

KUVIO 10. Elektroforeesikuvat bakteerein ja arkkit€@R:ista pitkilla alukkeilla
ja puhdistuksen tulokset

PCR-tuotteen koko ja sen maara tarkistettiin vigdentin Bioanalyzer -

laitteella. Bakteerien PCR onnistui hyvin, sill802&p:n pituisen tuotteen kohdalla
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oli suuri piikki eika sivutuotteita ollut havaittessa (kuvio 11). Arkkien PCR-

tuote oli havaittavissa hiukan yli 200 bp:n kohdathutta sen liséksi joihinkin

naytteisiin oli muodostunut myds pitkaa sivutuatdituvio 12). Eniten pitkia si-

vutuotteita oli naytteissa A4 ja A5, mutta nayttieelpasivat kuitenkin sekven-

sointiin (kuvio 12). PCR-tuotteen maaran riittavygiekistettiin mittaamalla

DNA:n konsentraatiot Qubit-fluorometrilla. Kaikkieraytteiden DNA-

konsentraatiot ylittivat tavoitearvon 10 pg/ miuliakko 7). DNA:n konsentraatiot

oli oleellista tietaa, jotta naytteet voitiin laimaa oikein pyrosekvensointia var-

Sample 1 Sample 2 Sample 3
[FU] [FU] [FU]
500
300
500 200
il 100 I
0 A L R J a i S [ "SR i T S N . f
UL T T 1 T T LB LE ) T T T LTI UL T T 1 TIT T
15 100 200 300 500 850 [bp) 15 100 200 300 500 850  [bp] 15 100 200 300 500 700 [bp]
Sample 4 Sample 5 Sample 6
[Ful [FU] [FU]
500
300
200
100
a > N - i e L gt O N SR——
UL T T 1 TIT T UL T T 1 TIT T UL T T 1 TIT T
15 100 200 300 500 700 [bp] 15 100 200 300 500 700 [bp] 15 100 200 300 500 700 [bp]

KUVIO 11. Agilentin kuvat bakteerien PCR-tuotteesta

[FU]

200

100

[FU]
150
100

50

E

Sample 7 Sample 8 Sample 9
[FU] [FU]
300 100
200
50
100
/ el I R | 0 A hm N __'. 04— i
T T T 1 T LI T T T T T 1 T T 1 TIT T LLLELL T T 1 TIT T
15 100 200 300 500 700 [bpl 15 100 200 300 500 700 [bp] 15 100 200 300 500 700 [bp]
Sample 10 Sample 11 Sample 12
[Fu] [FU]
{
150
200
100
100 50
- 3 - o - e L U [} -
UL T LI T T UL T 1 1 T T UL T 1 1 T T
15 100 200 300 500 700 [bp] 15 100 200 300 500 700 [bp] 15 100 200 300 500 700 [bp]

KUVIO 12. Agilentin kuvat arkkien PCR-tuotteesta
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TAULUKKO 7. Bakteeri- ja arkkinaytteiden DNA-pitaisidet

NAYTTEIDEN DNA-PITOISUUDET
BAKTEERIT ARKIT
Niayte DNA-pitoisuus (pug/ ml) |[Néayte DNA -pitoisuus (pg/ ml)
B1 292 Al 10,8
B2 17.3 A2 10,7
B3 21.8 A3 15.2
B4 29.6 A4 20
B5 12.9 AS 134
B6 14,2 A6 15.3

4.2 Sekvensoinnin tulokset

Huonolaatuisten ja lyhyiden DNA-sekvenssien poissem jalkeen pyrosekven-
soinnista oli tuloksena yhteensa 14 292 keskimddbp:n pituista (alukkeet
poistettu) DNA-sekvenssia kaikista bakteerinaytéeja vastaavasti 39 999 kes-
kimaarin 109 bp:n pituista (alukkeet poistettu) DNékvenssia kaikista arkki-
naytteista (taulukko 8). Bakteerinaytteiden DNAagakssien maarat vaihtelivat
905:n (nayte B4) ja 4 103:n (nayte B6) valilla, illa vastaavat luvut olivat

5 796 (nayte A4) ja 8 378 (nayte Al) (taulukko 8).

TAULUKKO 8. Pyrosekvensoinnista saatuja tuloksigtteittain: sekvensoinnis-
ta saatujen DNA-sekvenssien maara, OTU:jen madcégml, joka arvio
OTU:jen todellista maaraa sedimentissa (OTU:t ghga tarkoittaa erilaisten
OTU:jen maaraa)

Niyte DNA-sekvenssit OTUt Chaol
B1 1871 687 1310
B2 2333 738 1281
B3 3035 857 1526
B4 905 403 700
BS5 2045 580 1055
B6 4103 028 1544
Bakteerit yhteensd 14 292 2075 3279
Al 8 378 692 1 005
A2 5950 520 739
A3 6 237 562 907
A4 5796 626 932
AS 7 055 648 947
A6 6 583 336 478
Arkit yhteensa 39 999 1328 1 836
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DNA-sekvenssit maaritettiin OTU:iksi 97 %:n samaikauusasteella, jota ylei-
sesti pidetdéan lajirajana 16S rRNA -geenien yhtegdeOTU:t maaritettiin jokai-
selle bakteeri- ja arkkinaytteelle erikseen. Lis&lskkien bakteerin- ja arkki-
naytteiden DNA-sekvenssit koottiin omiin tiedosiaihjoiden perusteella maari-
tettiin, kuinka monta erilaista OTU:a naytteissébrteensa. OTU:jen todellista
runsautta naytteissa arvioitin Chaol-menetelmab&lukossa 8 on OTU:jen
maarat naytteittain ja liséksi yhdistettyjen baktga arkkindytteiden OTU:jen
maarat. Yhteensa havaittuja bakteerien OTU:ja®@Ili®2ja arvioitu OTU-runsaus
Chaol:n mukaan oli 3279, vastaavat arvot arkell@bl1328 havaittua OTU:a ja
1836 OTU:a Chaol:n mukaan.
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KUVIO 13. Kuvaajat, joiden perusteella voidaan p#atkuinka suuri osuus bak-
teerindytteiden OTU:ista on |6ydetty, ja kuinka suyd pitaa viela tehda, jos

halutaan |0ytaa lisdd OTU:ja

Pyrosekvensoinnista onnistumista voidaan vertailtmella tavalla. Esim. sek-
vensoinnista saatujen bakteeri- ja arkkinaytteiddiA-sekvenssien vélinen ero
oli melko suuri. Jos verrataan kaikkien DNA-sekw@es maaraa, niin voidaan

sanoa arkkien sekvensoinnin onnistuneen lahes kioémiaa paremmin kuin bak-
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teerien. Kuvioissa 13 ja 14 olevien kuvaajien avulbidaan arvioida, kuinka suu-
ri osuus OTU:ista on onnistuttu sekvensoimaarsgkBi sekvensoinnin onnistu-
mista. Kuvaajissa on y-akselilla sekvensoinnistdigan eri OTU:jen maara ja x-
akselilla sekvensoitujen DNA-sekvenssien maara.adjan muodon perusteella
voidaan paatelld, kuinka suuri osuus naytteen GSl&Jon onnistuttu sekvensoi-
maan. Jos kuvaaja nousee viela jyrkasti, niin sosuius OTU:ista on viela loyta-
matta. Jos kuvaaja puolestaan on alkanut tasaantuguurin osa OTU:ista on
l6ydetty. Kun kuvaaja saavuttaa vaakatason ja tiipesin sanottua asymptoot-
tia, niin naytteesta on loydetty kaikki OTU:t. Kwajan perusteella voidaan arvi-
oida, kuinka suuri tyd OTU:jen sekvensoimiseksi@mty, ja myds kuinka suuri
ty0 pitéaa tehda, jos halutaan loytaa lisda OTUKjaviossa 13 on bakteerinayttei-
den kuvaajat, joista mik&aan ei ole vield alkansatatua, mutta kaikki ovat kui-
tenkin ohittaneet jyrkimm&n nousun. Kuvaajien perella voidaan paatella, etta
suurin osa kaikkien paitsi B4 naytteen OTU:istabanistuttu sekvensoimaan.
Kuviossa 14 on arkkinaytteiden kuvaajat, joist&kkaovat ohittaneet jyrkimman
nousun ja A6 nayte on alkanut selkeasti tasaamuri&asteltaessa kaikkia nayttei-

td havaitaan, ettd suurin osa OTU:ista on sekv&nsoi
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KUVIO 14. Kuvaajat, joiden perusteella voidaan p#éatkuinka suuri osuus ark-
kinaytteiden OTU:ista on loydetty, ja kuinka suty pitaa viela tehda, jos halu-

taan loytaa lisdd OTU:ja

4.3 Sekvensointiaineiston sisaltd

Sedimentin mikrobiston tunnistamiseen kaytettiiasSifier- ja MEGAN-
ohjelmia. Classifierilla voidaan tunnistaa mikrositkutasolle ja MEGANIlla laji-
tasolle asti. Classifierissa kaytettiin luotettastajana 50 %:a, joka antaa lahes
yht& luotettavan tuloksen kuin 80 %:n luotettavajssia lisdksi pystyy maaritta-
maéan taksonin huomattavasti suuremmalle osuud®llé-Bekvensseja. MEGA-
Nin algoritmin arvot (taulukko 6) maaritettiin, nietta koetinsuunnittelun kannal-
ta vain merkittavat lajit otettiin huomioon, minkéoksi suuri osa huonosti linja-
tuista tuloksista jai tarkastelun ulkopuolelle. €J#dierilla oli tarkoituksena muo-
dostaa yleiskuva naytteiden mikrobistosta ja MEGAKayttaa lajitason tarkaste-
luun seka taksoneitten valintaan koetinsuunnittelaréen. Erilaisten raja-arvojen
valinnan vuoksi Classifierin ja MEGAN:In tuloksiaeida verrata suoraan toi-

siinsa.
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Sekvensoinnista saatujen DNA-sekvenssien tunrastais vaihteli paljon baktee-
rien ja arkkien seka eri taksonomisten tasojerl&allassifierilla bakteerinayt-
teiden DNA-sekvensseista oli tunnistettavissa beakiksi 99,4 % ja arkkinayttei-
den DNA-sekvensseista arkeiksi 41,3 % (kuvio 15E@ANilla vastaavat arvot
olivat bakteereille 32,6 % ja arkeille 28,6 %. Kiankasteltin DNA-sekvenssien
tunnistettavuutta eri taksonomisilla tasoilla, eictunnistettavuus laski samankal-
taisesti seka Classifierilla ettda MEGANilla siingésséa kohti pienempia tasoja.
DNA-sekvenssien tunnistettavuus heikkeni siirnggiekohti sukutasoa niin, etta
bakteerien DNA-sekvensseista oli tunnistettavissassolle enéaéa 28,7 % ja ark-
kien DNA-sekvensseista vain 5,5 % (kuvio 15). MEGHKd\bakteerien DNA-
sekvensseista oli tunnistettavissa lajitasolle fa®rkkien DNA-sekvenssista 17
%. Arkkien parempi tunnistettavuus lajitasolla ggji silla, etta arkeilla oli bak-
teereihin verrattuna muutamia huomattavan suurid §T{(sisalsi paljon DNA-

sekvenssejd), joista osan MEGAN kykeni tunnistamaan

Tulosten perusteella oli havaittavissa, etta baktekvat selvasti paremmin tun-
nistettavissa kuin arkit, mika ei ole yllattavaankotetaan huomioon, etta baktee-
reja on tutkittu huomattavasti enemman kuin arkk&jakimuksen keskittyminen
bakteereihin voidaan havaita mm. vertaamalla lussa@siintyvien mikrobien
suhteellisia osuuksia tietokantojen sisaltoon. @odu, etta n. 25 % kaikista
mikrobeista on arkkeja (Ettema 2005, 2), mutta eRDP:n tietokannassa olevis-
ta 16S rRNA -sekvensseista 95 % (643 916) on baktesekvensseja ja vain 5
% (33 082) arkkien sekvensseja (Cole ym. 2008, .TAdlpksista havaitaan lisék-
si, ettd DNA-sekvenssien tunnistettavuus sukuajjeakolla oli melko huono.
Tunnistettavuuteen vaikuttaa jo pelkastaan tarkasteohteena oleva ymparisto.
Liu ym. (2008) ovat tutkineet kolmesta erilaisegtaparistosta peraisin olevien
16S rRNA -geenien V1 - V9 alueiden 100 - 400 bptaigten DNA-sekvenssien
tunnistettavuutta sukutasolla mm. RDP:n Classifee(b0 %:n luotettavuusrajal-
la) (Liu, DeSantis, Andersen, & Knight 2008). V3taén 250 bp:n pituisten
DNA-sekvenssien tunnistettavuuden tulokset vaviglidhes 90 %:n tunnistetta-
vuudesta reiluun 30 %:iin, niin etta parhaitentolinistettavissa ihmisen ruuansu-
latusjarjestelman bakteerit, toiseksi parhaiterelngpolaisen mikrobimaton bak-
teerit ja heikoiten hiiren ruuansulatusjarjestelrbakteerit (Liu ym. 2008, 120).
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DNA-sekvenssien tunnistettavuus (Classifier)
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KUVIO 15. Bakteerien ja arkkien DNA-sekvenssienristettavuus Classifierilla

eri taksonomisilla tasoilla

Bakteerien ja arkkien erilaisten tunnistettavidistaneiden maaréat sekvensoin-
tiaineostossa maaritettiin erikseen jokaiselledaksniselle tasolle paajaksosta
lajiin. Taksoneiden méaéarat tasoilla padjaksostasnknaaritettiin Classifierilla ja
lajien maarat MEGANIlla. Bakteerien taksoneiden riiiasvoivat eksponenti-
aalisesti siirryttaesséa paajaksosta sukuun, rignegtlaisia sukuja oli tunnistetta-
vissa 164 (kuvio 16). Siirryttdessa lajitasollertigtettavuus romahti ja eri lajeja
oli havaittavissa bakteereille vain 53 kpl (kuvi®) 1Arkkien taksoneita oli tunnis-
tettavissa kaiken kaikkiaan erittain vahan, paatdsolle kaksi, sukuja 13 ja sa-
man verran lajeja (kuvio 16). Kun verrataan kuadi6 ja 15, niin voidaan paatel-
|4, ettéd suurinta osaa taksoneista ei ole kyettgititamaan. Vaikka taksoneiden
maara kasvaa siirryttdessa kohti pienempia tasbpasamaan aikaan DNA-
sekvenssien tunnistettavuus heikkenee. Sama ilmtiagaittavissa, kun verra-
taan OTU:jen méaarda havaittuihin lajeihin ja myasgden tasojen taksoneiden
maariin. OTU:ja oli bakteereille 2075 ja arkeilld2B. Kun néita lukuja verrataan
tunnistettujen lajien maaraan, niin lajeja pystyttunnistamaan vain murto-osa

siitéa, mitd OTU:jen maaran perusteella sekvensairgistossa oli.
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Tarkasteltaessa taksoneiden maaria havaitaarhatéerien ja arkkien valilla on
huomattava ero, joka selittyy osittain bakteeriarepnmalla tunnistettavuudella,
muttei kokonaan. Todellista eroa voidaan arvioidaaamalla Chaol-
menetelmalla saatuja arviota OTU:jen todellisesé@nmasta sedimentissd. Chaol:n
mukaan bakteeri-OTU:ja oli 3279 ja arkki-OTU:ja 888inka perusteella bak-
teerien lajeja olisi sedimentissa 78,6 % enemmahifhuksen aikana 8.10.2009 -
13.1.2010).

180 Taksoneitten maara
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PAAJAKSO LUOKKA LAHKO HEIMO SUKU LAJI
Taksonomiset tasot

‘D Bakteerit (tunnistettujm Arkit (tunnistettu)‘

KUVIO 16. Bakteerien ja arkkien erilaisten taksatexi maarat pagjaksotasolta
lajitasolle

Tarkasteltaessa DNA-sekvensseja luokkatasolla baktesekvensseista oli tun-
nistettavissa 56 %. Kuviossa 17 on esitetty Clasgla tunnistettujen bakteeri-
luokkien suhteelliset osuudet kaikista DNA-sekve&idga naytteiden osuudet
luokasta. Naytteenottojen valisena aikana deltapeaatter oli selvasti bakteerien
suurin luokka 15,5 %:n osuudella. Muita merkittawékkia suuruusjarjestykses-
sa olivat betaproteobacteria (6,2 %), gammaprotdeha (5,0 %), subdivision3,
joka kuului verrucomicrobiakaareen (4,2 %), spiaetes (3,5 %) ja alphaprote-
obacteria (3,3 %). Lisdksi acidobacteriakaarendtiokat huomionarvoisia, silla
niitd oli yhteenséa 17 ja paajaksotasolla acidolectdi kolmanneksi suurin ryh-

ma.
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Tuloksista huomataan, ettd luokkien koko pienerggeeasti ja kymmeneen en-
simmaiseen luokkaan siséltyy jo lahes 79 % tunhisti sekvensseistd. Vastaa-
vasti 43 luokasta 26 pieninta sisaltaa vain n. 1Ke%ista tunnistetuista sekvens-
seista. Sedimentin kasittelemisella happea vapaligakemikaalilla naytti olevan
vaikutusta selvasti 18 luokkaan. Suhteellisestriswaikutus kasittelylla oli
luokkiin acidobacteria Gp3, anaerolineae ja cyantdya. Suurista luokista kasit-
telylla oli vaikutusta muutoksen suuruuden mukaauraaviin: subdivision3, del-

taproteobacteria, gammaproteobacteria ja betaratteria.

Arkkien DNA-sekvensseista luokkatasolle oli tunetsvissa 16 %. Kuviossa 18
on kuviota 17 vastaavat tiedot arkeista. Arkeiligunnistettavissa vain 5 luok-
kaa, jotka suuruusjarjestyksessa olivat thermop(8t& %), methanomicrobia
(6,7 %), methanobacteria (0,6 %), methanococci¥®),5a halobacteria (0,2 %)
(Kuvio 18). Happikasittelyn vaikutus on n&htavissdvimmin luokissa met-
hanobacteria ja methanococci. Arkkiyhteison tagdasbn vaikeaa heikon tunnis-
tettavuuden vuoksi jopa luokkatasolla, eika esiatliteevia luokkia ole mahdol-

lista maaritella luotettavasti.



36

Bakteerien luokat
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KUVIO 17. Bakteeriluokkien suhteellinen osuus DNAj&stoissa ja naytteiden
osuudet luokasta (luokat, joihin sedimentin kakili® on ollut vaikutusta, on
merkitty O2:1la)
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Arkkien luokat
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KUVIO 18. Arkkiluokkien suhteellinen osuus seka ttéiglen osuudet luokasta

4.4 Koettimet

Koetinsuunnitteluun valittiin 138 DNA-sekvenssidisfa 116 oli bakteereille ja
22 arkeille. Koetinsuunnitteluun valittiin kaytarssé kaikki mahdolliset lajeja
edustavat DNA-sekvenssit, jotka olivat tunnistatisa riittavan tarkasti. Koetin-
suunnittelun pohjana kaytetyt sekvenssit oli ma#xitOTU:iksi 97 %:n saman-
kaltaisuudella, minka voi kasittaa lajiksi, eli kdgnodsséa koettimet edustavat laje-
ja, jotka ovat tunnistettavissa eri taksonomigaigoille. Koettimien tunnistetta-
vuus vaihteli laji- ja lahkotason vélilla. Bakteiieesuunniteltiin 73 koetinta, jois-
ta 32 oli tunnistettavissa lajitasolle, 36 sukuli@gs@d heimotasolle ja yksi lahkota-
solle (taulukko 9). Bakteerien koettimista 15:llamahdollista seurata kasittelyn
vaikutusta sedimentin mikrobistoon. Kasittelya kaivista koettimista 14 oli
tunnistettavaksi lajiksi ja 1 suvuksi (taulukko 8ykkikoettimia suunniteltiin yh-
teensa 14, joista 11 oli tunnistettavissa lajitiesial 3 sukutasolle (taulukko 9).
Arkkien koettimista mahdollisesti yksi, lajitasoliennistettava koetin, indikoi
kasittelyn vaikutusta. Loput arkkikoettimet ilmevéd pelkastaan monimuotoi-
suutta (taulukko 9). Koettimien taksonomiset maéritit ovat liitteissa 1 - 5 ja

koettimien d-osan, c-osan ja zip-koodin sekvermssit liitteessé 6.
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TAULUKKO 9. Bakteerien ja arkkien koettimien maéaedi kategorioissa: kaikki
koettimet, koettimien tunnistettavuus, kasittelydikoivien koettimien maarat ja

monimuotoisuutta indikoivien koettimien maarat

Tunnistettavuus Muutosta indikoivat | Monimuotoisuus
Kaikki| Laji | Suku |Heimo | Lahko Laji Suku Laji Suku
Bakteerit 73 32 36 4 1 14 3 18 33
Arkit 14 11 3 0 0 1 0 10 3
Yht 87 43 39 4 1 15 3 28 36

Koettimien laatua arvioitiin tutkimalla kuinka hyvkoettimet tunnistavat oikean
kohteen. Kohteen tunnistamista tutkittiin vertadem&bettimien d-osan sekvens-
sien 20 viimeista nukleotidia BLAST-haulla NCBI:n' nt-tietokantaan ja R:lla
sedimentin mikrobistoa kuvaavaan referenssitiettaan (tietokannan sisalto lu-
vussa 4.2.5). NCBI:n tietokantaan on valtavan pagjourempi kuin sedimentin
mikrobistoa kuvaava referenssitietokanta oli. N@RBietokantaan sisaltyy mil-
joonia eripituisia sekvensseja (mm. kaikki kokopaja osittaiset 16S rRNA -
geenit), kun taas sedimentin mikrobistoa kuvaavesokantaan kuului vain

8 379 sekvenssia. Verrattaessa koettimia NCBItokantaan tulokset vaihtelivat
paljon ja olivat vain suuntaa antavia. Tarkeamfiiabtulokset koettimien vas-
taavuudesta sedimentin mikrobistoa kuvaavaan @etialan. Koettimien laatua
arvioitiin ensisijaisesti sen perusteella, kuinkamaa sekvenssia koettimet vasta-
sivat ja minkalaisia vastaavuudet olivat. Erinoratikoettimet vastasivat vain
yhta sekvenssia sedimentin mikrobistoa kuvaavastkannassa. Hyvat vastasi-
vat korkeintaan kahta sekvenssid, joista toiserkpitiua GG:n 16S rRNA -
tietokantaan ja lisaksi koettimille 10ytyi NCBI:retokannasta yli 10 osumaa.
Kohtalaisille koettimille 16ytyi sedimentin mikrogtioa kuvaavasta tietokannasta
oman sekvenssin liséksi 2 - 3 osumaa, jotka opietia OTU:ja, tunnistettavissa
samaksi lajiksi tai osumat kuuluivat GG:n 16S rRNi&dtokantaan. Huonot koet-
timet vastasivat oman sekvenssin lisdksi vahinyéda suurta OTU:a, mink&
vuoksi koettimet saattavat antaa todennédkoiseatéwasignaalin. Erinomaisia
koettimia oli 52, hyvia 25, kohtalaisia 8 ja huce@j (taulukko 10).
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TAULUKKO 10. Koettimien laadun arviointi asteikoli&inomainen — huono.
Taulukossa on koettimien maéarat laadun mukaanijgkeunonta vastaavuutta

koettimille on tietokannoista |6ytynyt laatuluokaas

Laatu Koettimien méird |Sedimentti| NCBI
Erinomaisia 52 1 1-10
Hywvid 25 1-2 11-100
Kohtalaisia 8 2-4 0-100
Huonoja 2-4 4-9

4.5 Koettimet ja sedimentti

Koettimien ja sedimentin mikrobiston vastaavuudeRdstelemiseksi maaritettiin
paajaksojen suhteelliset osuudet tunnistetuista BBlKvensseista seka sedimen-
tin mikrobeille etta koettimille, minka jalkeen dén péaajaksoja verrattiin keske-
naan (kuviot 19 ja 20). Sedimentin mikrobiston p&&pjen suhteelliset osuudet
maaritettiin vertaamalla DNA-sekvenssien maari&hia padjaksotason tunnis-
tettuihin DNA-sekvensseihin, joita oli bakteereild30 ja arkeilla 8601. Koetti-
mien padjaksojen suhteellisten osuuksien maaetysinn samalla periaatteella.
Koettimien paajaksoihin kuuluneiden DNA-sekvenssreiarat maaritettiin koet-
timia vastaavien OTU:jen kokojen perusteella. Elkai selvitettiin, mihin paa-
jaksoihin koettimet kuuluivat, minka jalkeen OTUrjkokojen perusteella maari-
tettiin pd&jaksoon kuuluvien DNA-sekvenssid maa&man jalkeen koettimien
paajaksojen kokoa verrattiin kaikkiin koettimia sthviin DNA-sekvensseihin,
joita oli bakteereilla 3205 ja arkeilla 3193. Tasteltaessa sedimentin mikrobiston
DNA-sekvenssien jakautumista paajaksoihin on hudavia, etté luvut edustavat
vain keskimaaraisia arvoja ja paajaksojen suhseglbsuudet vaihtelevat naytteit-

tain ajankohdan mukaan.

Vertailtaessa bakteereja selvasti suurin paajakgyaieobacteria 49 %:n osuu-
della sedimentissé ja 38 %:n osuudella koettimStawren koon vuoksi se jaettiin
luokkiin vertailun helpottamiseksi. Sedimentin nakiston ja koettimien vertailu
osoitti, ettd muutama taksoni sedimentissa ja koeth valilla oli melko saman-

kokoisia ¢-, B- ja y-proteobacteria), mutta enimmakseen paajaksot easibn-
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neet toisiaan. Lisaksi 8 padjaksoa (tyhjat kohdettkmien rivissa kuviossa 19) ei
ollut edustettuna ollenkaan koettimissa (kuvio J&gn bakteerien koettimien
voidaan sanoa edustavan melko huonosti sedimerikiolbeita paajaksotasolla.
Arkeille oli tunnistettavissa kaikkiaan kaksi pdéaa, joista vain toinen edusti
koettimia (kuvio 20). Arkkikoettimien sedimentin knobiston vastaavuus oli sa-
mankaltainen bakteerien kanssa eli huono. Arkkidokset ovat parhaimmillaan
vain suuntaa antavia, silla arkkien DNA-sekveng&aiain 22 % oli tunnistetta-

vissa paajaksotasolle (kuvio 15).

Sedimentin mikrobien ja koettimien vastaavuus pgésijasolla (Bakteerit)
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KUVIO 19. Bakteerikoettimien ja sedimentin mikrofois vastaavuuden tarkaste-

lu padjaksotasolla (alussa proteobacteria paa@kgaettu luokkiin)
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KUVIO 20. Arkkikoettimien ja sedimentin mikrobistorastaavuuden tarkastelu

paajaksotasolla

Koettimien kattavuutta sedimentin mikrobistoss&aateltiin vertailemalla koet-
timien ja sedimentista tunnistettujen taksoneidé@nrad keskenaan (kuvio 21).
Vertailun perusteella havaitaan, etté koettimiesgdimentista tunnistettujen tak-
soneiden ero kasvaa nopeasti bakteerien kohdalakegilla ero pysyy melko
pienena (kuvio 21). Kun lisaksi verrataan koettimmedaraa (87) havaittujen
OTU:jen maaraan (2075 bakteerit ja 1328 arkit),rhataan, etté koettimet katta-
vat sedimentin mikrobistosta murto-osan. Koska tkmet edustavat vain pienta
osuutta kaikista lajeista, niin tutkittaessa jotadtytetta, voi iSo osuus naytteen
lajeista ja&déa otannan ulkopuolelle, mika saattalantaa tulokseen merkittavasti
verrattaessa koettimien ja sedimentin mikrobiemstélastaavuutta. Monimuo-
toisuuden seuraamisen kannalta, ideaalissa tilssaepaallekkaisyyksia on mah-
dollisemman vahan. Suunnitelluista koettimista sagolla 14 oli tunnistettavissa
samaksi suvuksi. Suunniteltujen koettimien osadi@llpkkaisyyksien valttaminen
oli kuitenkin vaikeaa, sill& koetinsuunnitteluurittissa DNA-sekvensseissa ei

ollut paljoa valinnanvaraa, ja lisdksi koettimiasaatu suunniteltua tavoitemaaraa.
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Koettimet verrattuna sedimentisti tunnistettuihin taksonethin
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KUVIO 21. Koettimien vertaus sedimentista tunnistigin taksoneihin
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5 JOHTOPAATOKSET

Tavoitteena oli suunnitella 100 koetinta, jotkavatitunnistettavissa laji- tai suku-
tasolle. Koettimilla oli tarkoitus seurata happiki#édyn vaikutusta sedimentin
mikrobeihin ja mikrobiston monimuotoisuutta. Koetta saatiin suunniteltua 87,
joista 43 oli tunnistettavissa lajitasolle ja 18:dlli mahdollista seurata kasittelyn

vaikutusta.

Lajitasolle tunnistettavien koettimien suunnittekpittautui haasteelliseksi. Usein
DNA-sekvenssit oli tunnistettavissa vahintaan k&isderi lajiksi, samalla tai
l&hes samalla luotettavuusarvolla, mink& vuoksi Ddékvenssien tarkka maarit-
taminen ei onnistunut. Tahan vaikutti mm. DNA-saks&en pituus, joka oli bak-
teereilla keskimaarin 153 bp ja arkeilla 109 b koko 16S rRNA -geeni on n.
1500 bp:n pituinen. Lyhyet DNA-sekvenssit eivatipkertaisesti siséaltaneet riit-
tavasti DNA-tietoa, joka olisi riittanyt lajitasdonnistettavuuteen. Sekvensointi-
tekniikoiden kehittyessa tasta ongelmasta on kkitermahdollista paasta eroon,
ainakin osittain. Esim. jo talla hetkella on uugrgsekvensointimenetelma kay-
tossd, jolla voidaan sekvensoida keskimaarin 400 bplA-sekvensseja (454

Life Sciences, a Roche company 2010).

DNA-sekvenssien tunnistettavuuteen vaikuttaa migiskantoihin tallennetun
tiedon méaara. Vaikka tietokantoihin on tallenn&@tA-sekvensseja valtavia
maaria, niin siitéd huolimatta vasta pienta osaarohi&ista on tutkittu, ja harvan
lajin koko 16S rRNA -geeni on tallennettuna tietotahin. Mikrobien tunnistet-
tavuus tulee kuitenkin parantumaan, kun DNA-tiedai@ira kasvaa tietokannois-
sa.

Kokonaisuudessaan tavoitteesta jaatiin 13 koettip@giian. Tosin tata ei voi
pitda kovin merkittavan lukuna, koska ennen koetinsittelua ei tiedetty, kuinka
monta koetinta on mahdollista suunnitella. 100 kd&toli vain ennen suunnitte-
lua asetettu summittainen tavoite. Suunnitellktbettimilla kasittelyn vaikutuk-
sen seuraaminen pitaisi onnistua kohtuullisestetlimien ja sedimentin mikro-

bien vastaavuus ei ollut paras mahdollinen. Kutaate huomioon, etta koettimen
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suunnittelu oli melko haasteellista, niin lopputitm kuitenkin hyva, vaikkei

aivan ideaali olekaan.

Sirutekniikalle on myds vaihtoehtoja, joilla voidgatunnistaa mikrobeja ymparis-
tonaytteista. Yleisimmin kaytetty menetelma ombll6S rDNA:n monistaminen,
kloonaus, DGGE (Denaturing gradient gel electrophipija Sanger-sekvensointi.
Menetelmalld saadaan sekvensoitua koko 16S rRNénigealue. Verrattaessa
menetelmaa pyrosekvensointiin se on huomattavastirnpi, kymmenen kertaa
kalliimpi per eméas (Liu, Lozupone, Hamady, Bushmaknight 2007, 7) ja me-
netelmalléa on ty6lastéa sekvensoida kattavastinutkisen kohteena olevaa naytet-
ta. Vaikka pyrosekvensoinnista saadut DNA-sekveéssit lyhyitd, niin vasta-
painona on huomattavasti kattavampi sekvensoimtikénmyota mikrobipopulaa-
tiosta saadaan tarkempi kuva. Laajamittaiseen roi&roseurantaan edullisin
vaihtoehto on pyrosekvensoinnin, tai jonkin muustaavan menetelman, ja siru-
tekniikan yhdistaminen. Lisaksi sirulla naytteidemalysointi on nopeaa ja hyvin
suunniteltujen koettimien avulla tarkkaa. Vaikkautgkniikassa on edelleen on-
gelmia, niin tutkimusmenetelmien (esim. pyrosekweamisja LDR-sirut) kehitty-

misen myota niistd on mahdollista paéasta eroon.
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B1 JNQO1B34BY Acidimicrobiales lamia majanohamensis M
B2 JNQO03G46ID Acidobacteriales Acidobacteria baotarKBS 96 M
B3 JNQO1BYIQV Anaerolinaeles Leptolinea tardivitalis M

B4 JNQO3G2RY6 Anaerolinaeles Levilinea saccharolytica M

B6 JNQO3GKOLY Desulfuromonadales Geobacter pelophilu M
B7 JNQO3F8PFM Desulfuromonadales Geobacter sp. Plyl M

B9 JINQO3FIBYO rEO'ILthzgf‘ (Bacte- | . teroidetes bacterium 2030 M
B10 JINQO1A58U0 ES'IL?]';‘;?:E()LE” Cytophaga sp. Dex80-64 M
B11 INQO3HHHSEM tEeis')a“koa (Firmicu- | i micutes bacterium WSF2-15 M
B12 JNQO3HDX1H tEeir:z;]koa (Proteobac Syntrophorhabdus aromaticivorans M
B13 JNQO3GO1FR tEér:g;]koa (Proteobac grél(é?gtéﬁbeg;glphate reducing bacteriun M
B14 JNQO3FVTIN Holophagales Geothrix fermentans M
B15 JNQO1BLC62 Myxococcales Myxobacterium KC

B16 JNQO3F6PN9 Nitrospirales Nitrospira sp. M
B17 JNQO3HAMVQ Oscillatoriales Oscillatoria sp. INOB- M
B18 JNQO3GMZR1 | Rhizobiales Egg‘ﬁgé‘;"cﬁeﬂ’u”rf';’;'c Dacterium of M
B19 JNQO3HEQWW | Rhodocyclales Rhodocyclus sp., mixed culture isolate R6 M
B20 JNQO3F9YZE Rhodospirillales Rhodospirillaceae éraein L34 M
B21 JNQO3HG8YW | Spirochaetales Spirochaeta sp. isolate TM3 M
B22 JNQO3F342U Syntrophobacterales Syntrophus spne@?2 tai Clone B3 M
B30 JNQO3GR8QS Burkholderiales Arctic sea ice bagtreRK10172 M
B31 JNQO3GY7KL Burkholderiales Derxia gummosa (1AM14990) M
B32 JNQO3F1Q9M Chlamydiales Chlamydiales bacterium CRIB 3 M
B39 JNQO3F4UHB Desulfobacterales Desulfobacteriuitinarstrain AK1 M
B47 JNQO3FTCSE Eilﬁﬂlgg? (Bacte- Bacteroidetes bacterium PPf50E2 M
B49 JNQO3FLFNX Ei lahkoa (Chlorobi) Chlorobi bacteriiwat9-16

B51 JINQO3GM20Q Eil)lahkoa (Chlorofle- gf‘i;gcl)(_)ggccmdes sp. BHI80-15 tai M
B52 JNQO3F9010 Esii')?]g'ggé)"e”' Lentisphaerae bacterium 7509 tai 7548 M
B58 JNQO3GYHSQ | Myxococcales Byssophaga cruenta, strain DSM 14553T M
B68 JNQOIALVYP | Planctomycetales Icz?ng?%a-llke str. OJF2 tai Planctomy- M
B72 JNQO1CGKS2 Sphingobacteriales| Pedobacter terricola strain DS-45 M
B73 JNQO03G4WB4 Spirochaetales Spirochaetes bactSaud tai SA-10 M
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"NUMERG | SEKVENSIN LAHKO SUKU OHIEL-
B8 JNQO3GTSA7 Campylobacterales Sulfurospirillum C
B23 JNQO3G5Y1J Rhizobiales Hyphomicrobium M
B24 JNQO1AI4MC "Acidobacteria” Gp3 C
B25 JNQO3GT9HC Actinomycetales Mycobacterium M
B26 JNQO3GAES8K Actinomycetales Rhodococcus M
B27 JNQO3GX9XJ Anaerolinaeles Levilinea C
B28 JNQO1A9G82 Bdellovibrionales Bdellovibrio M
B29 JNQO3F6I5N Burkholderiales Schlegelella M
B33 JNQO3G99HI Chloroflexales Roseiflexus M
B34 JNQO3HDRU4 Chromatiales Thiocapsa M
B35 JNQO3FTZ9M Chroococcales Cyanobacterium M
B36 JNQO3GOIHY Clostridiales Clostridium M
B37 JNQO3HFK5S Clostridiales Clostridium M
B38 JNQO3GS8ALT Clostridiales Acetivibrio C
B40 JNQO3G686H Desulfuromonadales Geobacter C
B42 JNQO3GLJIX Desulfuromonadales Geobacter M
B43 JNQO3FO05IS Desulfuromonadales Geobacter M
B44 JNQO1BL7PX "Acidobacteria” Gp4 C
B45 JNQO3F2T3S Holophagales Holophaga C
B46 IJNQO3GXGEM "Acidobacteria” Gp2 C
B55 JNQO3FP3AZ Methylococcales Methylobacter M
B56 JNQO3G2IMC Myxococcales Anaeromyxobacter M
B57 JNQOLAYY5T Myxococcales Chondomyces M
B59 JNQO1B40UY Myxococcales Cystobacter M
B61 JNQO3G3UF7 Myxococcales Sorangium C
B62 JNQO03G5040 Nitrosomonadales Nitrosospira M
B63 JNQO3FWWCN Nitrosomonadales (Nitrosospira) M
B64 JNQO3GOM4G Nitrosomonadales (Nitrosospira) M
B65 JNQO3GMGMJ Nitrospirales Nitrospira M
B67 JNQO3FUAEX Planctomycetales Singulisphaera C
B70 JNQO3F0B9J Solirubrobacterales Solirubrobacter M
B74 JNQO3FZANX Spirochaetales Spirochaeta M
B78 JNQO3FRDTS3 Spirochaetales Spirochaeta M
B79 JNQO03G4L3J Syntrophobacterales Desulfoglaeba C|
B80 JNQO3FQW33 Rhodocyclales Azoarcus M
B81 JNQO3GPES57 Thiotrichales Achromatium M
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B60 JNQO3HBCII Myxococcales Myxococcaceae M
B69 JNQO3FMOOL Rhodocyclales Rhodocyclaceae M
B71 JNQO3GATNV Sphingobacteriales Flexibacteraceae M
B41 JNQO3GCOXI Desulfuromonadales - (Geobacteraceae) M
B66 JNQO1CHCWP Oscillatoriales - M
LIITE 4. Arkkien taksonomiset maaritelmaét lajitalsol
Al JNQO3GL3V2 Mathanosarcinales Methanosarcina sp. M
A2 JNQO3GUYF1 Mathanosarcinales Methanosarcina sp. M
A4 JNQO3GIF4T Methanobacteriales Methanobacteriarhuesense M
A7 JNQO1BKQMT Methanomicrobiales Methanolinea tarda M
Candidatus Methanoregula
A8 JNQO3HECDK Methanomicrobiales boonei strain SN19 tai strain M
SN21
A9 JNQO3GCNRK Methanomicrobiales hsﬂhaggnomicrobiales archaeon M
Al10 JNQO3GZWGD Methanomicrobiales gsézirssg%ﬂg_ﬁﬂgossp)fnibiont of M
A11 JNQO3GC453 unclassified Archaea ?ﬂ;‘gg?}bgTTghanoge”ic ar M
Al12 JNQO3G8RTU unclassified Archaea ?rr:gg(r)cr)]b IiEcTT_esthanogenic ar- M
A13 JINQO1BZ7ZS unclassified Archaea gﬁggg%bgTT?ganoge”ic ar- M
Al4 INQO3FRDXU unclassified Archaea gﬁ:gg%bglrg_‘;thanoge”ic ar- M
LIITE 5. Arkkien taksonomiset maaritelmat sukutéeol
A5 JNQO3HEGB2 Methanomicrobiales Methanoculleus M
A6 JNQO3FMTND Methanomicrobiales Methanospirillum M
A3 JNQO3F4X9I Mathanosarcinales Methanosaeta C
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LIITE 6/ 1. Bakteeri- ja arkki koettimien koko kd@ben rakenne ja c-osan, zip-
koodin seka d-osan emasjarjestykset

KOODI C-OSA ZIP VA 1/2 | VA2/2 | UA D-OSA
TGCCGGGGACT | GATATAGGA TGTCCTATGTT
B1 CGTAGGAGACT | ATGGCGCAT | VAL VA2 UA | GCCAGCGGGT
GC AC AG
GGAAACGCTGG | CTCATCGGA
B2 CTTTCCCGCAA | AGGGCTCGT | VAL VA2 ua | AACGGCTTCG
<6 " GACGGCTGGC
ACAGATGGA CTGCGTACCAT
B3 AGGTAACGGCC | ) \cGCcAGTT | VAL VA2 UA | CAGCTAGTTG
CACCAAGGCGA
cT GTG
TTTGGTAGCT CACACGCTAC
B4 gggg‘f\ggﬁéﬁi GAGTGCCCT | VA1 VA2 UA | AATGGCAAGT
A ACAATA
CATCGGATGAG | TAACTGGTTT
GGGACCTTCG
B6 ECGCGTCCCA cC;ACGCCACG VAL VA2 ua | geeACEliEC
CCAAGGTAGCC | TAATTGAGC TCGGTGACTG
B7 GTAAGGGGGA | TGACGGCGC | VA1 VA2 UA | GGGTGAAGTC
GATGG AC GTC
gg?fg :ﬁ:ﬁgﬁ TTGTTGCTAC AGGGGGAGAT
B8 TCTGGCCCG VAL VA2 UA | GGAATTAGTG
CTAGGAATACC
< A GTGTAA
TTCCGTGCAT GTCGCAGCTA
B9 CCGCCTCGCCGA | \s1aTAGGG | VAL VA2 UA | ACGCGATAAG
GTACGGCCGC | s
CTGCCCGTGTC | TTATGCGAC ATGCTGGGGA
B10 AAGCGGGAGG | TTATCTCGG VAL VA2 UA | CTCTGGCGAG
A GA G
GAGTTCCTAGC | TGTATAGGA GCTCATCTCCC
B11 GGCGAACGGGT| TTATGTCCGC VAL VA2 UA | GCAAGGGAGG
G G c
CGGGGTAGAA | CTGCTAGGA CGGATAAGAC
B12 GGTGGCTTGTA | ATATGAGCT VAL VA2 UA | CACACGACAC
TTCGTA AC ATGTCG
CGAGGGTGAGC | CTTCTGTCAA GCTGTACAAA
B13 CAATCCCAGAA | TATGGGTAC VAL VA2 UA | GGGTTGCAAG
AGCA G CCCG
GCTGGGATGCT | TATTTCGAG AGTGGTAATA
B14 GGAGGTGAAA | ATATGAGGC VA1 VA2 UA | CCGCATGAGA
CCTGG GC CCTTCG
GGCAGGTCCCT | TTGATCGTA
B15 AAGGAGTGGCT | GATTCGTGA VAL VA2 ua | GECGTGCCAA
CCCGCAAGGA
GGT GC
GGTAAGCCCTC | CGAGATTAC
B16 CGTGAAATCTC | AATTCACGA VAL VA2 UA ACAGGGGGCG
TAGGCGGTTA
CGGG GC
ACCGCGTGAGG | TGGTGTCTA GGGCGAAAGC
B17 GATGAAGGCTT | GCTTCCAGC | VA1 VA2 UA | CTGACAGAGC
GC cT AAC
GGACCTGCGTC | TGAGGTCAC ACTAAAGGAG
B18 CCATCAGCTAG | GGTTCATGC VAL VA2 UA | TAATCCGCTTT
TTGG TA GGGAA
TGGTTACTG CTCACACGTC
B19 gﬁféggggéig GTATATGCC VAL VA2 UA | ATACAATGGT
GC CGGTC
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GGAAACGGGG | CCGAGTGCA TTGACATGGG
B20 TCCTTCAGTTC | GAATAAACC VAL VA2 UA | ACGTATGGGC
GGCT CG CTC
CTTCAGGGTGA | GCGGTCTCA CGCATGAGGC
B21 AAGGTGCAATT | ATACAAACT VA1 VA2 UA | CCTGAGGGTA
GCATTT CA GAG
CCCGGAGACAG | GAAGCTACC AACTAAGAAG
B22 GTGCTGCATGG | ATACGCGAG VAL VA2 UA | TGCCTTTCGGG
C CA GAG
GATAATGACGG | GATTCACAC GGTTGTAAAG
B23 TACCCGGAGAA | TGACCCATG VA1l VA2 UA | CTCTTTTGCCG
TAAGTCCC TA GGAC
TAAAGCTCTTT | TAAATAGAT GAGCGATGAA
B24 CGGCAGGAAC | TGGAGACGC VA1 VA2 UA | GCCCTTCGGGT
GAATTCT GC G
TGCAGAAGAA | GCATTAGAA GACGAAGCGG
B25 GCACCGGCCAA | GGTCTGGAC VA1 VA2 UA | AAGTGACGGT
CTC TA AGA
CAAGTGACGGT | ATTGGCATA CCTCTTTCAGT
B26 AGGTACAGAA ACGTATTGC VAL VA2 UA | ACCGACGAAG
GAAGCACG GC CGT
CAGGACTGA GGAATATTGG
B27 gé’é‘é%’éggﬁg% AGATCGAGT VA1 VA2 UA | TAATCTGCGG
AC AAGCGG
GGTACTCTGCA | TAGAGTCAG CTGTTGCAGG
B28 AGAAAGGATC | TCATAGCTC VAL VA2 UA | GGAATAACAC
GGCTAACG GA AATGAA
TTCGGGAAGAA | TTTATCGTAG GGCCTTCGGTT
B29 GGAGTCGGGGC| CTGGCTGCC VA1 VA2 UA | GTAAACCGCT
T C TTTA
AATACGGTGGG | AGGATTAGA GTCCGGGAAG
B30 TTCTTGACGGT | ACCTACGCA VAL VA2 UA | AAAAGGCTCA
ACTGG cC CTCT
CGCTTGCTAAT | GCCGTGAGA GCACTTTGGC
B31 ACCAGGCGCTT | CCACTGTAC VA1l VA2 UA | GGGACGAAAC
ATGACA TA GG
AAAGAAGCAC GACGCTGAA ACAATATTCTG
B32 CGGCTAACTCC | TCCTATTGAC VAL VA2 UA | TTGATTTGATG
GTGC A GTACTTGGT
GATGACGGTAC | CGCCTAAGG
B33 CCCTGGAATAA | ATCGTGAAG | VAL VA2 UA é%%%%fg;;?
GCCCC TA
TGAGTTGAACA | CGACGACGA CCTTTTGGCGG
B34 GACGCAGGGG | AGCTGCATG VAL VA2 UA | GGAAGAAAGC
GTGA AA cc
GTAAACCTCTT | ACTCGAATA GAGGGATGAA
B35 TTCTCAAGGAA | ACAGCATCT VA1 VA2 UA | TGCCCGTGGG
GAAGTTCTGAC | CG TA
TGGGACGATAA | CCCGTAAGC ACCTTCGGGTT
B36 TGACGGTACCA | ATGGCACAG VAL VA2 UA | GTAAAGTTCT
GAGGA AT GTCTTC
GGGACGATAAT | CAATACAAG AGTCTTCGGAT
B37 GACGTACCTGA | ATTACGGCC VA1 VA2 UA | TGTAAAACTCT
GGAGA TC GTCTTCA
ATCAGGGACGA | GATCAGAAT GAAGGTTTTC
B38 AAATGACGGTA | CTATGGTAC VAL VA2 UA | GGATTGTAAA
CCTACG GC CTCCTTTG
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GTGAATAGCCA | TCTGTGTACT CTGTCAAGTG
B39 GGAAGACTGAT | GCTCGCCAA VAL VA2 UA | GGAAAAAAGC
GGTACCA T TTCCTG
GGTGCTAATAC | ATATTTGGA AGCTCTGTCA
B40 CACTTTTACTT | ACGCAGCTC VA1 VA2 UA | GAGGGAAAGA
GACGGTACCC | AC AATGTAGA
AATACCTTCCA | TGCAGTATC CAGATGGGAA
B41 TCCTTGACGGT | GCAGCGGTC VAL VA2 UA | GAAATGGTTG
ACCATCA TA GAAGCT
GTACTTGACGG | GGGCAATGT GTGTACGGTG
B42 TACCCTCAAGG | TTATCCACA VA1l VA2 UA | GCTAATACCC
AAGCA GA GCT
GTCGTAAAGCC | CTGACCGAA CGCGTGGGTG
B43 CTGTCAGGTGG | TCCAGCAGA VAL VA2 UA | ATGAAGGCCT
GAA GA TGG
TGTAAGCCCCG | GATCGTGAA TGGGAAGAAC
B44 GCTAACTCCGT | TCCGCGCAC VA1 VA2 UA | AAAATGACGG
GC TA TACCATA
TTGACGGTACC | GAGCCGTAA CGGTGGGGAG
B45 CGGAGAGGAA | TCCGAGCGA VAL VA2 UA | GTTAATAGCCT
GCC TA CTTTAC
AAGAGGAGTG | TACTCCTGA CGACCCGGAC
B46 ACGGTACGGGT | CGACTTAGG VA1 VA2 UA | GAATGCCTCG
ATAAGAA CA T
CGGTACCCCGG | TGCTGTCACT
B47 GAATAAGGATC | CGGCGTCTA | VAL VA2 ua | TCCCGATGCGT
GGCA T CGGGAGATGC
GAAAAATCTCG | GTACTAGCA AAGGTTGTAA
B49 ATCAAATCGAG | TATCATCGA VA1 VA2 UA | ACTCCTGTTAG
AACTGACTGT CG AGGGAA
AAGGACGGTAC | TATCGCATA TCTAAACCTCT
B51 CTCAGGAATAA | GATCAGTGA VAL VA2 UA | TTTCTGGGGAC
GTCTCGC GC GAGC
TGACGGTACCG | TACGGGCAG CTGTCACCCG
B52 GGAGAGGAAG | CCAGGTACT VA1l VA2 UA | GGACGAAGAC
CCA TT AG
TGATCCAGCAA | GTTCATCAC GGAATATTGG
B55 TACCGCGTGTG | GAGTGCGTA VAL VA2 UA | ACAATGGGCG
TGA GA AAGCC
AACATCCACGG | CATGTATCA GAGGGAAGAA
B56 GCCTTGACGGT | AGATGGCTG VA1 VA2 UA | CAAGCCTGTG
A AC GCC
ATGACGGTATC | GGTTCGCGC GGGGTCGAAT
B57 TCCTTAGCAAG | ATTCCAGCA VAL VA2 UA | ACCCCCCGCC
CACCG TA G
ATGACGGTACC | GCACATATC GGAATATGGG
B58 TCCTTAGCAAG | TAGCGACAT VA1l VA2 UA | TTGGCTAATAT
CACC CT CCAACTTG
CTGACGGTACC | ACGCGGCTA ACCTCTGGCTA
B59 GAGAGAAGAA | AAGGTAGAT VAL VA2 UA | ACATCCAGGG
GCACCA AC GC
TTGACTGTACC | CACTGCCCA ACCCATTGGC
B60 GGGAGAAGAA | CAAGATGTA VAL VA2 UA | CAACATCCAA
GCACCA GA TGGC
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ATGACGGTACC | GGATTTACA CAGGGTTGGC
B61 CTTTTAGCAAG | TGGCCTAGC VAL VA2 UA | TAACACCCAA
CACCA AA CTCG
TGGTGAATATC | CATGACACA TTCGGACGGG
B62 CGTGACTGATG | GAATCGACC VA1 VA2 UA | ACGAAATGGT
ACGGTA GT CA
ACGGCTAATAC | AGAGGCATA GCTCTTTCAGA
B63 CCGTGACTAAT | AATGAGTCT VAL VA2 UA | CGGAAAGAAA
GACGGT CC CGGTT
ACTCTTTCGGA | TGAGTAGTA AGTGAAGAAG
B64 CGGAACGAAAT | CGTTACGCC VA1 VA2 UA | GCCTTCGGTTG
GGTTCT TG TAAG
TTCGGATTGTA | CGATAGCGA CGCCGCGTGG
B65 AACCCCTTTCG | AGGAGTCCA VAL VA2 UA | GGATGAAGGT
GGAGG CA C
AAAGCCTGACG | ACACTCTGA GGGAAGTTTT
B66 GAGCAATACCG | AAGACGCGA VA1 VA2 UA | ACCGTCAATG
CG CG GGCGG
CGCAAGGTTGA | GTCTTAATGT ACTCCTGTCGA
B67 CTGATCCCTGG | TGGGCAAAC VAL VA2 UA | GGGGGAAGAA
AGGA G GC
CCCTGGTAGGA | GTTATCGAC GGAAGGGGCA
B68 AGCACGGGCTA | TACGCTGTA VA1l VA2 UA | ACCTTGACCG
AGT CT AT
GAAATCGCGTA | TCGTGAGAC TTGTAAAGCTC
B69 CGTGAATAACG | CGTCGTCAG VAL VA2 UA | TTTCGGCCGG
TGCGT TA AAC
GTGACGGTACC | GACAGCGCA GCTTCCAGGG
B70 TTCAGAAGAAG | GTACAGGTA VA1 VA2 UA | TTAATAGCCC
CCCCG AT ATGGG
GAACTGACGGT | CGTACAGTA
B71 ACCGTAGGAAT | AGTATGATG VAL VA2 UA égﬁéég%%TGCA
AAGCAC cC
CGTGCACCGGA | GTCACAGAT TCTTTTATACG
B72 GCTGATGGTAC | TAGTAGGCA VA1l VA2 UA | GGAAAAAACC
CG CG TCCGGT
TGCCCGCGTGA | TCGTACCTGT GGGGAAGAAT
B73 TGACATGAACC | ATTCAGCGC VAL VA2 UA | AAGCGTGGGA
GA G GGTAA
GAAGAATAGA | TTAATCCGCT CCGTAAGGTT
B74 GGTGGGAGTGG| GTAGCCCAA VA1 VA2 UA | GTAAAATCCTT
AAAGCCC A TTGTTGGC
GGAGTGGAAA | TTAATTGACT TCCTTTTGTCG
B78 GCCCTGGTGAT | TCGCTCCAG VAL VA2 UA | GTGAAGAATA
GACGT C AGCCA
GGATTTGACGG | TAAACTAGC AAGGTTCTGC
B79 TACCACCAGAG | ATTGAGCCC VA1 VA2 UA | CAAGAAACGG
GAAGCC AC GTG
GGAAAGAAAT AAATCAGCA CCGGGTTGTA
B8O CGCCCCTCCCA | AACGGGCTC VAL VA2 UA | AACCGCTTTCG
ATACGG CG GAC
GGGGTGCTAAT | GAATTGATA AGCACTTTCG
B81 ACCACCTTGAC | ATCGCAGCC VA1 VA2 UA | GGAGGGAAGA
TTGACG AC AAAGC
TCAATGCGTAC | ACGGGATAA CGCGAAAGCG
Al GCTTTTCAGAT | CAACGCAGC VAL VA2 UA | CGATAAGGGA
GCCTA CT cc
GCCTAAAAAGC | AGAAGATCA TGCGCAATGC
A2 ATGTGGAATAA | ACAGCTCGT VA1l VA2 UA | GTACGCTTTTC
GAGCCGGG cc ATAC
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GCATACAATGC | ATAAGATCA CGATAAGGGG
A3 TGGCTGTCCAG | AGACCTGTG VAL VA2 UA | ACCTCGAGTG
ATGCC cc CCG
GGATGCCGGGC| ATTAGATTA CCCTTAGTTAC
A4 ACACTAAGGGG | AGACCAGCG VA1 VA2 UA | CAGCGGATCC
A cc TTTCA
GTGTATAAAAG | ATATAATCA GCCCGTAAAT
A5 GCACCGGGAG | AGACTGGCG VAL VA2 UA | TCGGGCTGTTC
AAAGGGA CG CG
AAAACTGGTGA | AGCATATAA AGGCTGGCTG
A6 AGAAAGGGCC | CCACTGATC VA1l VA2 UA | TCCACCAGTTT
GGGC CG AC
ATCTGTGTAAA | ACACTATTA CTGCCCGTAA
A7 AAGCAGGTGG | AAGCTGCTC VAL VA2 UA | ATTCGGGCTGT
AGAAAGGG CG TA
AAAAAACCAGT | CAATGTATA GAAAATCGGG
A8 GAAGAAAGGG | AGACTCTCG VA1 VA2 UA | CTGTCCATTGG
CCGGGT cc TGA
CTGGGCTACAC | CACTAATTC TAGGTCAGCA
A9 GCGGGCTACAA | AGACGAAGC VAL VA2 UA | TGCCCCGAATT
G CG AA
AAGAAAGGGC | GACCCTATC AGGCTGTCCA
Al10 CGGGCAAGACC | AGACAGATG VA1 VA2 UA | TCTGTTTAAAT
GG CA ACAGGTG
CACGCATCA CGGAAACTTC
All Z%’é%ﬁg%gé; AGACAGTAT VAL VA2 UA | GCAATAAGCG
CG AAGCT
CAGCTCCTA AAGACGCTTG
A12 Eggggfgggé AGACTTGGA | VAL VA2 UA | CGTTATGCTCG
CA TG
GAATAAGGAG | GGTATCATA TTTACCCAGTC
Al3 AGGGCAAGTCT | GGACATTCG VAL VA2 UA | TAGAACGCTG
GTCGTTG CA GGA
GGTTACATG CTGTCGTTGTG
Al4d éﬁigggggg% GATATAGCA VA1l VA2 UA | TCTAAAAACA
cc CAATATAGC




