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1. Johdanto

1.1 Vesijiirven rehevéityminen ja kunnostus

Vesijarvi sijaitsee Eteld-Suomessa, Péijdt-Hameessd, Lahden kaupungin sekd
Hollolan ja Asikkalan kuntien alueella. Lahden kaupungin asukasluku ja sen
seurauksena Vesijirveen laskettavien jétevesien madrd alkoi kasvaa nopeasti
Toisen maailmansodan jélkeen, minké seurauksena 1960-luvun lopulla Vesij arvi
oli yksi Suomen rehevoityneimmisti jarvistd (Finni 1979 ref. Keto 1982).
Enonselki on ollut Vesijérven pahiten pilaantunut osa, silléd sinne johdettiin
vuoteen 1976 saakka Lahden kaupungin jitevedet (Keto & Sammalkorpi 1988).
1960-luvun lopulla ja 1970-luvun alkupuolella Enonseldn veden laatu oli niin

huono, etti se ei soveltunut kalastukseen eikd virkistyskayttoon (Keto 1982).

Vesijdrvi on luontaisesti rehevihkd jarvi ravinteikkaitten pohjavesien ja valuma-
alueen ravinteikkaan maaperin vuoksi. Limnologisia tutkimuksia on tehty
Vesijarvelld jo 1900-luvun alkupuolella (Levander & Wuorentaus 1918,
Jarnefelt 1929), jolloin veden laatu oli hyvéd ja vesi kirkasta (ref. Keto &
Sammalkorpi 1988). Tuolloin on myds raportoitu Vesijérvelld ensimmdiset
syanobakteerihavainnot: Levanderin & Wuorentauksen (1918) havainnot
kertovat Aphanizomenon-syanobakteerien esiintymisestd vuonna 1913 ja
Jarnefelt (1929) havaitsi syyskuussa 1922 voimakkaan syanobakteerien
muodostaman pintaesiintymén koko Vesijdrven alueella. Vuonna 1925 kesé- ja
talvinidytteissd havaittiin Oscillatoria -syanobakteereita, kun taas vuoden 1926
kesd- ja syyskuussa valtalajina oli Microcystis ja Anabaena —syanobakteereita
esiintyi vihin (ref. Keto & Sammalkorpi 1988). Vuonna 1928 Vesijirvelld
kerrotaan sattuneen laaja syanobakteerien aiheuttama myrkytystapaus. Tuolloin
Vesijarven eteldosaa ympéroivilld laitumilla sairastui noin 40 lehmaa, joista
suurin osa kuoli. Lehmit olivat juoneet vettd Vesijdrvestd, jossa oli voimakas

Anabaena—suvun syanobakteerien muodostama massaesiintymé. Tapauksen

jilkeen tehtiin kokeellisia tutkimuksia, joissa todettiin  syanobakteerien




aiheuttaneen lehmien kuoleman (Hindersson 1933 ref. Keto & Sammalkorpi

1988).

Kariniemen vedenpuhdistamon valmistuttua vuonna 1976 jétevesien laskeminen
Vesijirveen lopetettiin, minkd jilkeen veden fosforipitoisuus Enonselilld laski
noin 60 % ja typpipitoisuus laski noin 30 %. Myds kasviplanktonin biomassa
pieneni, mutta siitd huolimatta kesdisin esiintyi edelleen syanobakteerien
muodostamia  massaesiintymid  (Keto  1982). Sisdisen  kuormituksen
vihentamiseksi aloitettiin Enonseldlld alusveden ilmastus huhtikuussa 1979.
Ilmastus kuitenkin lopetettiin viisi vuotta myShemmin, silld sen ci havaittu

vihentivin syanobakteerien runsautta (Keto & Sammalkorpi 1988).

Jirven tilan parantumisen havaittiin olevan hidasta 1980-luvulla korkean
sisiisen kuormituksen vuoksi (Keto & Sammalkorpi 1988). Enonseldlld mitattu
kasviplanktonin biomassa oli suuri (kesin keskiarvo 7-8 g/m’) vield 1980-luvun
alussa, mutta se pieneni merkittédvésti vuonna 1984, jonka jélkeen biomassa on
ollut alle 4 g/m’ (kuva 1). Myds syanobakteerien biomassa pieneni
huomattavasti vuonna 1984, mutta siitd huolimatta syanobakteerien
muodostamat  pintaesiintymdt  jatkuivat edelleen kesdisin.  1960-luvun
puolivilistd ldhtien kasviplanktonin valtalajina ollut Planktothrix agardhii
(Oscillatoria) —syanobakteerin biomassa alkoi pienentyd vuonna 1983 ja vuonna

1985 valtalajiksi vaihtui Aphanizomenon flos-aguae (Keto ym. 2005).
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Kuva 1. Kasviplanktonin biomassan vuotuinen keskiarvo ja syanobakteerien
suhteellinen osuus kasviplanktonin biomassasta Vesijirven Enonselilld vuosina
1982-2003 (Keto ym. 2005) ja 2004-2005 (julkaisemattomia Vesijdrven
seurantatuloksia).

Vesijérvelld aloitettiin vuonna 1989 ravintoverkkokunnostus, jonka aikana
vuosina 1989-1993 jarvesti poistettiin satoja tonneja kalaa (Horppila & Peltonen
1994). Ravintoverkkokunnostuksen ansiosta kasviplanktonin biomassa pieneni
noin 25 prosenttia ja syanobakteerien osuus kasviplanktonista pieneni
merkittidvisti  (Kairesalo ym. 1999). Vuonna 1991 syanobakteerien
muodostamaa pintaesiintyméd ei havaittu, miké tapahtui ensimméisen kerran

kolmeen vuosikymmeneen.

Enonseldlld 1990-luvulla syanobakteerien osuus kasviplanktonista oli vahéinen.
Syanobakteerien osuus kasviplanktonbiomassasta alkoi kasvaa uudelleen
vuosituhannen taitteessa ja kesdlld 2002 Vesijdrven Enonseldlld havaittiin
pitkéstd aikaa syanobakteerien muodostama pintaesiintymi, jonka muodostivat

Microcystis-, Anabaena- ja Aphanizomenon-syanobakteerit (Keto ym. 2005).




1.2 Kasviplanktonpigmentit

1.2.1 Pigmenttien esiintyminen sedimentissd

Sedimentoituneita kasviplanktonpigmenttejd voidaan kayttaa
paleolimnologisessa tutkimuksessa paleoekologisina indikaattoreina, silld ne
kuvastavat jarven fototrofista yhteisod. Yleisten pigmenttien, esimerkiksi
klorofylli am, avulla voidaan selvittid muutoksia kasviplanktonyhteiséjen
tuotannossa, kun taas taksonomisesti spesifisten karotenoidien avulla saadaan
selville kasviplanktonyhteisén koostumuksen muutoksia (Leavitt & Hodgson
2001). Lisiksi klorofyllien hajoamistuotteita voidaan kéyttdd eldinplanktonin

laidunnuksen indikaattorina (Vernet & Lorenzen 1987, Chen ym. 2003).

Sedimenttiin  varastoituneiden kasviplanktonpigmenttien —paleolimnologista
tutkimusta  suunniteltaecssa on huomioitava sedimenttindytteenottopaikan
olosuhteet. Pigmentit ovat labiileja orgaanisia yhdisteitd, jotka hajoavat
akvaattisessa ympiristossd kemiallisissa, fotokemiallisissa ja Dbiologisissa
prosesseissa. Sedimentissd pigmenttien hajoaminen on hitaampaa kuin
vesipatsaassa, ~mutta  olosuhteet  vaikuttavat merkittdvdsti  niiden
hajoamisnopeuteen. Pigmentit sdilyvit sedimentissd parhaiten
muuntumattomina, silloin kun pohjalle ei padse valoa, happipitoisuus on pieni
(Kowalewska 1997) ja lampdtila on alhainen. Myds pohjaeldinten
ravinnonkdytolld ja bioturbaatiolla voi olla merkittdvd vaikutus pigmenttien

siilymiseen sedimentissé (Leavitt & Hodgson 2001).
1.2.2 Pigmentit
Fotosynteesissd kasvien, levien ja joidenkin bakteerien fotosynteettiset

pigmentit absorboivat valoenergiaa, joka ~muunnctaan biokemialliseksi

energiaksi.  Pigmenttimolekyylit ~muodostavat  proteiinien kanssa  ns.



fotosysteemikompleksin, jonka rakenne voidaan jakaa antennikompleksiin ja
reaktiokeskukseen. Antennikompleksi on pigmenttimolekyylien yhteenliittyma,
joka vastaanottaa fotonien energian ja siirtdd sen reaktiokeskukselle.
Reaktiokeskuksessa tapahtuu varsinainen elektronin virittyminen, josta
fotosynteesin valoreaktio alkaa. Kasveilla ja levilldi reaktiokeskuksen
pigmenttind toimii klorofylli a. Muut pigmentit toimivat valoa kerddvissi
antennikompleksissa niin sanottuina avustavina pigmentteind (Campbell &
Reece 2002). Planktonlevien pigmenttikoostumus vaihtelee paljon ja niilld on
taksonomisesti spesifejd pigmenttejd (taulukko 1). Kasviplanktonpigmentit

voidaan jakaa klorofylleihin, karotenoideihin ja fykobiliineihin.

Taulukko 1. Pigmenttien esiintyminen leviaryhmittédin (x = > 10 %, o = 1-10 %
Jav =<1 % pigmenteistd) sekd pigmenttien stabiilisuus asteikolla 1 (stabiilein)
— 4 (labiilein) (Jeffrey ym. 1997, Leavitt & Hodgson 2001).
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Klorofylli a 3 X X X X X X X X X X
Klorofylli b 2 X X
Karotenoidit
B-karoteeni 1 v o0 v ) v 0 0 0 v 0
Afanitsofylli 2 X
Alloksantiini 1 X
Ekinenoni 1 olv X o/v
Fukoksantiini 2 X X v X X
Kantaksantiini 1 X
Luteiini 1 X 0
Violaksantiini 4 X X

1.2.3 Klorofyllit, karotenoidit ja fykobiliinit

Klorofyllit kuuluvat suureen joukkoon metalli-tetrapyrroleja, joita kutsutaan
“eldmin  pigmenteiksi” niiden keskeisen aseman vuoksi elollisessa
jarjestelméssd (Ridiger & Schoch 1988). Kaikkien klorofyllimolekyylien

perusrakenteena on porfyriinirengas, johon on liittynyt fytolihdntd (kuva 2).




Porfyriinirengas koostuu tetrapyrrolirenkaasta ja sen keskelld sijaitsevasta
magnesiumatomista (Campbell & Reece 2002). Klorofyllien rakenteiden erot
ovat porfyriinirenkaiden sivuketjuissa. Kaikilla yhteyttavilli organismeilla
esiintyy klorofylli a:ta, minkd vuoksi se on hyddyllisin  kasviplanktonin

biomassan ja perustuotannon ilment&jd (Leavitt & Hodgson 2001).
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Kuva 2. Klorofylli a:n ja klorofylli b:n molekyylirakenne (Jeffrey ym. 1997).

Klorofyllien hajoamistuotteita kutsutaan feopigmenteiksi. Né&itd ovat muun
muassa feofytiinit (klorofyllit, jotka ovat menettineet magnesiumatominsa),
klorofyllidit (klorofyllit, jotka ovat menettaneet fytolinsa) sekd feoforbidit -
(klorofyllit, jotka ovat menettdnect sekd magnesiumatominsa ettd fytolinsa)
(Jeffrey ym. 1997). Akvaattisessa ympiristossd feopigmentiejd voi muodostua
abioottisen hajoamisen, eldinplanktonin laiduntamisen tai mikrobihajoituksen

seurauksena (Leavitt & Hodgson 2001).

Karotenoidi on yhteisnimitys yksinomaan hiiltd ja vetyd sisiltaville
karoteeneille seki niiden happea sisdltédville johdoksille ksantofylleille (kuva 3).
Karotenoidit ovat viriltiin keltaisia tai oranssinpunaisia (Campbell & Reece
2002). Karotenoidit ovat stabiilimpia kuin klorofyllit, mutta niiden
hajoamistuotteet ovat virittomié ja ndin ollen niiden hajoamistuotteita el pystytd
havaitsemaan spektrofotometrisilla analyysimenetelmilld toisin kuin klorofyllien

hajoamistuotteet (Jeffrey ym. 1997).
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Kuva 3. Karotenoidien rakenne. Karotenoidi on yhteisnimitys hiilti ja vetyi
sisdltdville karoteeneille (B-karoteeni) ja niiden happea siséltiville johdoksille
ksantofylleille (fukoksantiini, ekinenoni, ksantaksantiini) (Jeffrey ym. 1997).

Syanobakteereilla (Cyanophyta), punalevilldi (Rhodophyta) ja joillakin
nielulevilld (Cryptophyta) esiintyy fykobiliinipigmenttejd (Jeffrey ym. 1997).
Fykobiliinipigmentit (fykoerytriini, fykosyaniini ja allofykosyaniini) sijaitsevat
fykobilisomeissa, jotka kerddvit valoenergiaa. Ne antavat sinileville ja
punaleville niille tyypillisen virityksen: fykosyaniini antaa sinisen ja
fykoerytriini punaisen vérin. Fykobiliinit ovat vesiliukoisia, eikd niille ole
kehitetty vastaavanlaisia analyysimenetelmid kuin rasvaliukoisille klorofylleille

ja karotenoideille (Jeffrey ym. 1997).

1.3 Syanobakiteerit

1.3.1 Yleistd syanobakteereista

Syanobakteerien luokkaan (Cyanophyceae) kuuluvat mikro-organismit ovat
yksisoluisia yhteyttdmiin kykenevid prokaryootteja, jotka esiintyvit yksittéin
tai yhdyskuntina. Ne muistuttavat siis morfologisesti ja biokemiallisesti
enemmin bakteereja kuin levid. Syanobakteerit ovat ekologiselta ja
toiminnalliselta kannalta katsoen levien kaltaisia, minkd vuoksi ne luetaan

yleensd leviin kuuluviksi.
Syanobakteerit ovat luonnollinen osa kasviplanktonyhteisdi ja niitd esiintyy niin

vihd- kuin runsasravinteisissakin vesissd. Syanobakteerilajeja on noin kaksi

tuhatta (Mur ym. 1999), joista planktisia lajeja on pari sataa (Tikkanen 1986).
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Syanobakteereista voi muodostua ongelma silloin, kun ne runsastuvat
massaesiintymiksi. Massaesiintymdn voi muodostaa yksi tai useampi

syanobakteerilaji (Sivonen & Jones 1999).

Syanobakteerimassaesiintymén muodostumisen ~ ajankohtaan ja  kestoon
vaikuttavat merkittivisti muun muassa alueelliset ilmasto-olosuhteet.
Temperaattisella  ilmastovyShykkeelld, kuten Suomessa, syanobakteerien
muodostamat massaesiintymit havaitaan yleensd loppukesilld tai alkusyksylld
(Sivonen & Jones 1999). Suomen sisdvesissi massaesiintymidn muodostavat
yleensi  Aphanizomenon-, ~Microcystis-,  Anabaena-  ja  Planktothrix-
(Oscillatoria-) ~ syanobakteerit  (Sivonen 1990). Niissd suvuissa on
potentiaalisesti myrkyllisia lajeja. Lajeja kutsutaan potentiaalisesti myrkyllisiksi,
silld lajin kaikki kannat eivdt muodosta myrkyllisid yhdisteitd. Suomessa
havaituista syanobakteerimassaesiintymistd noin puolessa on havaittu myrkkyja

muodostavia syanobakteereita (Sivonen ym. 1990).

Syanobakteerien myrkyllisyys voidaan todeta ainoastaan myrkyllisyystestien
avulla (Sivonen & Jones 1999). Yleisimmin analysoituja syanotoksiineja ovat
mikrokystiinit ja nodulariinit, jotka voidaan analysoida samoilla menetelmilld
niiden rakenteiden samankaltaisuuden vuoksi. Mikrokystiinien ja nodulariinien
analysoinnissa kiytettyja menetelmid ovat muun muassa HPLC- ja ELISA-

menetelmit (Harada ym. 1999).

1.3.2 Syanotoksiinit: Maksa- ja hermomyrkyt

Syanobakteerien muodostamat myrkylliset yhdisteet eli niin  sanotut
syanotoksiinit luokitellaan niiden vaikutusmekanismin perusteella maksa- tai
hermomyrkkyihin (taulukko 3). Akvaattisessa ympdristossd syanobakteerien
muodostamat myrkylliset yhdisteet ovat yleensd solujen sisélld, mutta ne voivat

vapautua  esimerkiksi solujen  rikkoutuessa  syanobakteerikukinnan

loppuvaiheessa (Sivonen & Jones 1999). Makeissa vesissd ja murtovesissi
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maksamyrkkyjen on todettu olevan yleisempid kuin hermomyrkkyjen (Sivonen
1990). Syanobakteerien tuottamia maksamyrkkyjd ovat mikrokystiinit,

nodulariinit ja sylindrospermopsiinit.

Mikrokystiinejd voivat tuottaa useat syanobakteerisuvut, kuten Microcystis,
Anabaena, Plankiothrix (Oscillatoria) ja Nostoc (Rinehart ym. 1994). Ne ovat
syklisid heptapeptideji (kuva 4), joista tunnetaan jo yli 70 erilaista

molekyylirakennetta (Meriluoto ym. 2004).

COOH Cl:Ha

_ O
> IJ\”/&\NH
v CH,
H< _ =0
CH;; HM CHB
= H H
N g 4
CHG GHQ g Q 2 . CH;
H o}
&‘\C/ O COOH

|
NHz

Kuva 4. Mikrokystiinien rakenteessa on seitsemin peptidisidoksin toisiinsa
liittynyttd aminohappoa. Kuvassa mikrokystiini-LR:n molekyylirakenne.

Nodulariini-R eli nodulariini on murtovedessé esiintyvidn Nodularia spugimena
-syanobakteerilajin tuottama maksamyrkky. Nodulariinilla on pentapeptidi
rakenne, jossa viisi aminohappoa on liittynyt toisiinsa peptidisidoksin.
Nodulariinin rakenne muistuttaa mikrokystiinin rakennetta, minka vuoksi myds

sen vaikutustapa muistuttaa mikrokystiinid. (Sivonen & Jones 1999)

Sylindrospermopsiinit luokitellaan mikrokystiinien ja nodulariinien tapaan
maksamyrkkyihin, mutta ne poikkeavat hieman nidistdi kemialliselta
rakenteeltaan. Sylindrospermopsiineja tuottaa muun muassa Aphanizomenon-
syanobakteerisuku. Sylindrospermopsiinit vaurioittavat piddasiassa maksaa,
mutta voivat olla my&s vahingollisia munuaisille, syddmelle ja muille elimille.

(Sivonen & Jones 1999)
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Syanobakteerien tuottamat anatoksiini- ja saksitoksiinjhermomyrkyt ovat

alkaloideja, jotka syntetisoituvat yleisistd aminohapoista (Sivonen & Jones

1999).

1.3.3 Syanobakteerien pigmentit q

Syanobakteerien pigmenttejd  ovat klorofylli a, fykobiliinit ja osa
karotenoideista. Fykobiliinien ansiosta syanobakteerit voivat kiyttid tehokkaasti

valon aallonpituuksia klorofylli a:n ja karotenoidien absorptiomaksimien véliltd

(Mur ym. 1999). Makean veden syanobakteereille tdrkeitd karotenoideja ovat
ekinenoni, kantaksantiini, myksoksantofylli ja oskillaksantiini (Jeffrey ym.

1997).

1.4 Tutkimuksen tarkoitus ja tavoitteet
1.4.1 Vesijdrven Enonseldn sedimentin analyysit ‘

Tutkimuksen tarkoituksena oli analysoida Vesijirven Enonseldn sedimenttiin ;
sedimentoituneiden kasviplanktonpigmenttien jé&mid. Tavoitteena oli selvittédd, |
voidaanko sedimenttiin varastoituneiden pigmenttien perusteella tutkia i
Vesijiarven Enonseldn kasviplanktonyhteison runsaudessa ja koostumuksessa |
tapahtuneita ~ muutoksia. Kasviplanktonyhteisén ~ runsautta  kuvaavaa
kasviplanktonin biomassaa on Vesijérven Enonselalld mitattu jo pitkédan (1980-
luvun  alkupuolelta ldhtien: kuva 1), minkd ansiosta sedimentin
pigmenttipitoisuuksia pystyttiin vertaamaan jarvelld mitattuun kasviplanktonin

mAaiaraan. g

Kasviplanktonpigmenttien liséksi  tutkimuksessa analysoitiin ~ Vesijirven
Fnonselin sedimentistd analysoitiin  mikrokystiinipitoisuus, joka on L
syanobakteerien (Anabaena, Microcystis ja Planktothrix —sukujen) tuottama

maksamyrkky. Tavoitteena oli selvittdd onko Vesijirven Enonseldn
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sedimentissd havaittavissa mikrokystiini4, ja jos ndin on niin, onko
syanobakteereille tyypillisten pigmenttien, ekinenonin ja kantaksantiinin,
pitoisuuden ja mikrokystiinipitoisuuden vililld havaittavissa positiivista

korrelaatiota.

1.4.2 Pigmenttien analysointimenetelmdn modifiointi ja ndytteiden esikdsittely-

menetelmien vertailututkimus

Pigmenttien analysointia varten tarkoituksena oli modifioida
kasviplanktonpigmenttien, klorofyllien ja karotenoidien, analysointimenetelmi
Merentutkimuslaitoksen korkean erotuskyvyn nestekromatografiselle (HPLC)
laitteistolle sopivaksi. Tavoitteena oli, ettdi menetelmilld saataisiin miéritettyd

laaja valikoima pigmenttejd yhdelld analyysilla.

Naytteiden esikisittelymenetelmin  tehokkuuden selvittimiseksi  tehtiin
vertailututkimus. Vertailututkimuksen tavoitteena oli selvittdd uuttolivottimen ja
uutossa kéytettivdn sonikaattorin tehokkuutta sekd allassonikoinnin ldmpétilan
vaikutusta ~ pigmenttien  uuttumiseen  niytteestd.  Niytemateriaalina
vertailututkimuksessa oli sedimentin lisdksi Itimereltd kerédttya kasviplanktonia,
silla esikésittelymenetelmin tehokkuuden lisdksi tutkimuksessa haluttiin
selvittdd mitd pigmenttejd  Merentutkimuslaitoksen ~ HPLC-laitteistolle

modifioidulla menetelmaélld nédytteestd on mahdollista méaarittas.
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2. Aineisto ja menetelmdit

2.1 Sedimenttindytteenolto

Tutkimusta varten otettiin Vesijirven Enonselén syvénteestd (N61°01°36,22”

E25° 35° 26,942") sedimenttindyte 18. toukokuuta 2006. Nayte otettiin veneestd
kéisin jaasormimenetelmilld (mm. Huttunen & Merildinen 1978). Niytteenotin
tiytettiin hiilihappojédlld (-79 °C) ja jdiden sekaan lisdttiin alkoholia. Tdmén
jilkeen niytteenotin laskettiin kdyden varassa pystysuorassa asennossa pohjaan.
Niytteenottimen annettiin olla paikallaan noin 45 minuutin ajan, jonka aikana
sedimentti jaityi sen ympirille noin 2-5 cm paksuiseksi kerrokseksi.
Niytteenottopaikassa (kuva 5) veden syvyys oli noin 31 metrid. Néyte
kuljetettiin muovilla ja alumiinipaperilla suojattuna ja hiilihappojéalld peitettynd
laboratorioon, jossa sedimenttindyte irrotettiin ndytteenottimesta. Ndytteen pinta
hoylattiin tasaiseksi puuhdylélld ja sedimenttindyte jaettiin osandytteiksi puolen
senttimetrin vilein. Sedimenttindytteet siilttiin ilmatiiviisiin Minigrip® -

pusseihin, joita sdilytettiin pakastimessa (-20 °C) valolta suojattuna.

e
75 TN
8 _.°%
Kajaanselka, = \ N
£ £ £y
/ SOOIV I
N
: e "r#"l_ oa .
b/// “gﬁ w:,\\ - Vesijarvi  Enonselkd
- S N oD Valuma-alue gkm ) 515 84
el ¢/ Komonselka Pinta-ala (km®) 110 26
N\ - i 0N z
T /AN * p Suurin syvyys (m) 40 33
5 S, ot
Laitialanselka N L N Keskisyvyys (m) 6.0 6.8
,.,) O ;_,' Teoreettinen viipymd (v) 5.4 5,6
./ M ;;;_;?\.- 4
LA Enonselka | . )
3o Lahts

Kuva 5. Vesijirven karttakuva sekd Vesijirven ja Enonseldn hydrologiset
tiedot. Tummennetuilla alueilla jirven syvyys on yli kymmenen metrid. Karttaan
on merkitty niytteenottopaikka mustalla pisteella.
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2.2 Sedimentin ajoitus
2.2.1 Lustoajoitus

Vesijarven Enonselédn sedimenttindytteen ajoituksessa kaytettiin lustotekniikkaa.
Lustoajoitus perustau siithen, etti pohjalle sedimentoituva aines vaihtelee I
saannollisesti vuodenaikojen mukaan. Kevédilld sedimentoituva aines on

vaaleaa, kun taas kesdlli ja talvella se on tummaa (kuva 6). Keviilla I
kasviplanktonista suurin osa on piilevid, jotka antavat kevéilla
sedimentoituvalle ainekselle sille tyypillisen vérin. Lustoajoitus tehtiin ||
analyyseissd kéytetyn sedimenttindytteen rinnakkaisndytteestd. Sedimentin

lustoajoituksen  teki FM  Mikko Liukkonen (Helsingin yliopisto,

ympdristdekologian laitos).

Kuva 6. Vesijarven Enonselidn vuosilustoista sedimenttid.

2.2.2 Cesium-137 ajoitus

Ukrainassa vuonna 1986 tapahtuneen Tsernobylin ydinreaktorionnettomuuden I

!
seurauksena laajalle alueelle levisi radioaktiivisia aineita. N&itd radioaktiivisia ‘
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aineita levisi myds Suomeen. Tsernobylin ydinreaktorionnettomuuden

aiheuttamaa radioaktiivista cesium-137 -laskeumaa voidaan hyddyntad
sedimentin ajoituksessa, silld cesium-137 -laskeumapiikin perusteella voidaan
ajoittaa sedimentisté tarkasti vuosi 1986. Aina sedimentissd ei kuitenkaan ole
havaittavissa selkedd cesium-137-pitoisuuspiikkid, jota voitaisiin kédyttda

sedimentin ajoittamiseen.

Vuonna 1986 sedimentoituneen aineksen tiedettiin alustavan lustoajoituksen
perusteella sijoittuvan Vesijarven Enonseldltd otetussa sedimenttindytteessd
32,0-55,5 cm syvyydelle, minkd vuoksi sedimenttindytteestd madritettiin taltd
alueelta sedimentin cesium-137 pitoisuus. Cesium-137 médritykset tehtiin

Siteilyturvakeskuksessa (STUK).

2.3 Pigmenttianalyysi

2.3.1 Naytteiden esikasittely

Pigmenttianalyyseissd kaytetyssd menetelmdssd pyrittiin yksinkertaiseen ja
nopeaan uuttomenetelméin, jotta minimoitaisiin pigmenttien muuttuminen ja
hajoaminen uuton aikana. Uuton kaikki vaiheet tehtiin himmeéssd valaistuksessa
ja liuottimina kéytettiin HPLC-laatuisia liuottimia (Leavitt & Hodgson 2001).
Sedimenttindytteet analysoitiin kuuden kuukauden sisélld ndytteenotosta, jolloin
sdilytys ei vaikuta sedimenttindytteiden pigmenttipitoisuuksiin (Leavitt &

Hodgson 2001, Reuss & Conley 2005).

Sedimenttindytteet  kylmikuivattiin, silli kylmédkuivauksen on todettu
parantavan pigmenttien uuttumista sedimentistd (Buffan-Dubau & Carman
2000). Kylmikuivattu sedimentti jauhettiin ja homogenoitiin, jonka jilkeen ne

siilytettiin pakastimessa — 20 °C:ssa (Reuss & Conley 2005).
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Kylmikuivattua sedimenttid punnittiin tarkasti noin 0,3 g (ndytteet 0-29,0 cm)
tai noin 0,1 g (29,0-67,0 cm), lisdtiin 5 ml asetonia ja sitd sonikoitiin
allassonikaattorissa 20 °C:ssa 15 minuutin ajan. Niytteitd inkuboitiin pime#ssi —
20 °C:ssa noin 18 tunnin ajan, jonka jéilkeen niytteitd sentrifugoitiin 4 °C:ssa
(3362 rcf) 10 minuutin ajan. Tdmén jilkeen uuttolivos kerittiin talteen ja
suodatettiin 0,45 pm ruiskusuodattimen (PTFE) ldpi. Suodatetut néiytteet
sdilytettiin pimeéssd, - 20 °C:ssa ja korkillisissa 1,5 ml vialeissa. Niytteet
analysoitiin viiden vuorokauden kuluessa esikésittelystd Leavitt & Hodgson:in

(2001) suositusten mukaisesti.

2.3.2 Naytteiden sdilytys

Niytteiden sdilyvyys esikésittelyn jélkeen haluttiin varmistaa, minkd vuoksi
Vesijdrven sedimenttindytteen kerroksista 55,0-57,5 cm analysoitiin pigmenttien
pitoisuus (ekinenoni, fukoksantiini, kantaksantiini ja klorofylli a) heti

esikisittelyn jilkeen seki 1, 3, 6 ja 13 vuorokauden jilkeen.

2.3.3 Naytteiden analysointi

Analyysissi kéytetty HPLC-menetelm4 perustuu muun muassa Mantoura &
Llewellyn (1983), Heuklem & Thomas (2001) ja Leavitt & Hodgson (2001)
kédyttdmiin menetelmiin. Néytteet analysoitiin Merentutkimuslaitoksen HPLC-
laitteistolle sopivaksi muunnetulla menetelmélld, joka mahdollisti useiden
pigmenttien samanaikaisen analysoinnin. Ennen nidytteiden analysointia
uuttoliuoksia laimennettiin etanolilla siten, ettd néytteiden liuotinkoostumus oli
HPLC-ajon alkaessa 50 % etanolia 50 % asetonia. Néytteistd analysoitiin 1/2-

laimennos seké 1/4- tai 1/6-laimennos.

Pigmenttien analysoinnissa kiytettiin Watersin HPLC-laitteistoa. Detektorina

laitteistossa  oli ~ valodiodispektrofotometri  (photo-diode array; PDA)
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spektrofotometri  (Waters  996), jolla rekisterditiin aallonpituudet vililta
350-700 nm. Analysoitujen pigmenttien retentioajan  tuli  vastata
pigmenttistandardien retentioaikaa ja spektrien pigmenttistandardien spektrejé

seki Jeffrey ym. (1997) kirjallisuudessa antamia absorbanssimaksimi arvoja.

Kolonnina kiytettiin Zorbax SB-C18 kiinteisfaasikolonnia (150 x 4,6 mm,
partikkelikoko 3,5 um). Esikolonnina oli Sentry Symmetry CI8 esikolonni
(3,9 x 20 mm, partikkelikoko 5 pm). Kolonni ja esikolonni oli termostoitu ja

niiden ldmpétila oli 30 °C.

Analyysissi kiytettiin kahta eri ajoliuosta. Ajoliuoksina oli (A) 15 % IPR /85 %
metanoli ja (B) 30 % asetoni / 70 % metanoli. A-ajoliuvoksen IPR:ssd (ion-
pairing reagent) oli 0,75 g tetrabutyyliammonium asetaattia (Sigma-Aldrich) ja
7,7 g ammonium asetaattia (Sigma-Aldrich) livotettuna 100 ml:aan
ionivaihdettua vettid (Millipore mQ). Ajoliuoksia sonikoitiin allassonikaattorissa
ilman poistamiseksi liuoksista. HPLC-analyysissd kdytettiin seuraavaa ajo-
ohjelmaa: 0-1,5 minuuttia ajoliuos A, jonka jilkeen lineaarinen gradientti 1,5-
8,0 minuuttia A:sta B:hen. Gradientti pidettiin B:ssd 19 minuuttia, jonka jalkeen
kaksi minuuttia lineaarinen gradientti B:std Achan alkutilaan palauttamiseksi.
Taman jélkeen laitteiston annettiin palautua kuuden minuutin ajan. Ajoliuoksen
virtausnopeus oli 1,2 ml/min. Naytteiden injektiotilavuus oli 50 pl ja injektiovili

35 minuuttia. Analyysissi kdytettiin automaattista ndytteensyottdjda.

HPLC-analyysissi kiytettiin kahta eri kalibraatiostandardia, joista analysoitiin
jokaisen ajosekvenssin yhteydessi nelja laimennosta (taulukko 2). Toisessa
kalibraatiostandardissa oli klorofylli a ja toisessa oli B-karoteeni, ekinenoni,
feofytiini a, fukoksantiini, kantaksantiini ja klorofylli b. Kalibraatiostandardit

tehtiin kaupallisista pigmenttistandardeista (DHI Water and Environment,

Tanska), jotka oli liuotettu yksitellen joko 100 % etanoliin tai 90 % asetoniin.
Kalibraatiostandardien livotinkoostumus oli sama kuin nidytteiden eli 50 %

etanolia ja 50 % asetonia.
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Taulukko 2. Pigmenttien pitoisuus kalibraatiostandardeissa. Kantaliuosten
pitoisuus vaihteli tuotantoerien vélilla.

Pitoisuus kalibrointiliuoksessa (ppm)

Kantaliuos (ppm) Liuotin 1,00* o5 0,50* 0,25%
)
Fukoksantiini 1,438 etanoli 0,240 0,180 0,120 0,060
Kantaksantiini 0,899 etanoli 0,150 0,112 0,075 0,037
Klorofylli b 1,524 asetoni 0,254 0,191 0,127 0,064
Ekinenoni 0,928 etanoli 0,155 0,116 0,077 0,039
Feofytiini a 3,529 asetoni 0,588 0,441 0,294 0,147
Beta-karoteeni 1,138 asetoni 0,190 0,142 0,095 0,047
b)
Klorofylli a 3,036 asetoni 0,759 0,569 0,380 0,190

2.3.4 Pigmenttipitoisuuksien laskeminen

Sedimentin pigmenttipitoisuudet (pg/g kuiva-ainetta) laskettiin  seuraavan

yhtilon avulla:

P= (XHPLC *1,* V) / ms,

jossa XypLc On ajetun ndytteen pigmenttipitoisuus (pg/ml), L ajetun ndytteen
laimennoskerroin, V on néytteen alkuperdinen tilavuus (ml) ja ms on néytteeseen

punnitun sedimentin massa (g).

HPLC:11d analysoidun niytteen pigmenttipitoisuus (xppLc) laskettiin
kalibraatiosuoranyhtdlén  perusteella.  Kalibraatiosuoranyhtdlé  laskettiin
pigmenttistandardin pinta-ala vasteen (y) ja sitd vastaavan pigmenttipitoisuuden
(x) perusteella (kuva 7). Esimerkiksi klorofylli amn pitoisuus sedimentissé
laskettiin seuraavasti. Niytteen kanssa samassa ajosekvenssissd analysoidun
kalibraatiostandardin kromatogrammista integroitiin klorofylli a -standardin
kromatogrammipiikki, jolloin saatiin selville tiettyd klorofylli a-pitoisuutta
vastaava pinta-ala vaste. Koska kalibraatiostandardista ajettiin  neljd
laimennosta, saatiin selville neljdd klorofylli a —pitoisuutta vastaava pinta-ala

vaste, joiden perusteella piirrettiin kalibraatiosuora. Kalibraatiosuoranyhtélon
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avulla saatiin laskettua HPLC:la analysoidun néytteen klorofylli a -pitoisuus

(XupLC)-
140000 y = 177152x - 1350
120080 - R? = 0.9981
9]
§ 100000 -
= 80000
g5
<
:‘é EDDDU ]
a9
D ¢ standardi
20000

D T T T 1 T T
0 01 02 03 04 05 06 07 08

Pitoisuus (pg/ml)

Kuva 7. Klorofylli an kalibraatiosuora ja suoran yhtdlo. Naytteitd
analysoitaessa pyrittiin siihen, ettd niytteen pigmenttipitoisuus oli pienimmén ja
suurimman kalibraatiostandardin pitoisuuden valilld. Taméan ajosekvenssin
niytteiden klorofylli a -pitoisuus olisi tullut olla 0,2 - 0,8 pg/ml vililla.

2 3.5 Menetelmdn ja mittalaitteen toisteltavuus

Menetelmin ja mittalaitteen toistettavuuden  selvittimiseksi ~ Vesijarven
sedimenttindytteen 39,5-40,0 cm _kerroksesta tehtiin 10 rinnakkaista ndytettd
(menetelmén  toistettavuus), joista yhdelle niytteelle tehtiin 10 periakkaistd
analyysid (mittalaitteen toistettavuus). Néytteistd analysoitiin f-karoteeni-,
ckinenoni-, feofytiini a-, fukoksantiini-, kantaksantiini- ja klorofylli a -pitoisuus,
joiden  perusteella laskettiin  pigmenttien  pitoisuuden keskiarvo  ja

-hajontaprosentti.

2.4 Néytteiden esikdasittelymenetelmien vertailututkimus

Pigmenttitutkimuksissa niytteiden esikésittelyssd on yleisesti kéytetty uscita

erilaisia menetelmid. Esikisittelymenetelmien vélilla niin uuttoliuotin, ndytteille
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tehtavit lisdkasittelyt (mm. sonikointi, ravistelu ym.) kuin uuttoajat ja
-lampétilat eroavat paljon toisistaan (mm. Jeffrey ym. 1997, Leavitt & Hodgson

2001).

Vesijdrven Enonseldn sedimenttindytteiden esikisittelymenetelmén
tehokkuuden varmistamiseksi tehtiin vertailututkimus, jossa néytteend kéytettiin
sedimenttid ja kasviplanktonia. Vertailututkimuksessa naytteind kéytettiin
Vesijirven Enonseldn sedimenttindytteen sedimenttia syvyydeltd 65,5-66,0 cm
(A) ja 31,0-31,5 cm (B) sekd Itdmereltd vuonna 2003 (C) ja 2006 (D) haavilla
veden pinnalta kerittya kasviplanktonia. Vertailututkimuksessa verrattiin )
asetonilla ja etanolilla uutettujen ndytteiden pigmenttipitoisuuksia, II) allas- ja
kirkisonikaattorilla sonikoitujen néytteiden pigmenttipitoisuuksia seké III)

allassonikoinnin lampétilan vaikutusta pigmenttipitoisuuksiin,

Vertailututkimuksessa niytteiden esikdsittely tehtiin muutoin samalla tavoin
kuin Vesijarven Enonselin sedimentin pigmenttianalyysissi (katso kappale 2.3),
mutta uuttolivottimena kéytettiin joko asetonia tai etanolia ja niytteiden

sonikoinnissa kdytettiin allas- tai kirkisonikaattoria (taulukko 3).

Taulukko 3. Vertailututkimuksessa niytteille  tehdyt  esikésittelyt.
Sedimenttiniytteisti (A ja B) kisiteltiin kolme rinnakkaista ndytettd ja
kasviplanktonniytteistd (C ja D) viisi rinnakkaista néytettd.

Niyte Kasittely

| 2 3 4 5
A X X X
B X X X
C X X
D X x X
Kisittelyt:

1. Liuottimena asetoni ja sonikointi allassonikaattorissa (15 min, 21 °C).
2. Liuottimena asetoni ja sonikointi allassonikaattorissa (15 min, 0 °C).
3. Liuottimena asetoni ja sonikointi allassonikaattorissa (120 min, 0 °).
4. Liuottimena etanoli ja sonikointi allassonikaattorissa (15 min, 21 °C).

5. Livottimena asetoni ja sonikointi kérkisonikaattorissa (4 x 15 s, 21 °C).
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I) Liuotin: asetoni ja etanoli

Pigmenttinaytteiden esikésittelyssd yleisimmin liuottimena on kéytetty asetonia
ja metanolia (Jeffrey ym. 1997). Buffan-Dubau & Carman (2000) havaitsivat
tutkimuksessaan asetonin olevan pigmenttindytteiden késittelyssa vahintddnkin
yhtii hyvi uuttoliuotin kuin metanoli. Koska asetoni ei ole yhtd myrkyllinen kuin
metanoli, valittiin asetoni liuottimeksi pigmenttindytteiden esikiésittelyyn.
Etanolin on myds havaittu liuottavan kasviplanktonpigmentit tehokkaasti
niytteestd. Wasmund ym. (2006) havaitsivat, etti etanoli uuttaa klorofylli a:n
kasviplanktonndytteesti tehokkaammin kuin asetoni. Koska etanoli on asetonia
turvallisempi niytteen kisittelijélle, haluttiin verrata etanolilla késiteltyjen
niytteiden  pigmenttipitoisuuksia asetonilla  kisiteltyjen  néytteiden

pigmenttipitoisuuksiin.

1) Sonikaattori

Vesijirven Enonseldn sedimentin pigmenttitutkimuksessa ndytteet sonikoitiin
allassonikaattorissa, minkd vuoksi allassonikoinnin  tehokkuus haluttiin
varmistaa. Vertailututkimuksessa verrattiin allassonikaattorilla késiteltyjen ja

kirkisonikaattorilla késiteltyjen niytteiden pigmenttipitoisuuksia.

I11) Allassonikoinnin ldmpétila

Pigmentit ovat labiileja molekyylejd ja sen vuoksi niytteiden esikésittelyssd on
huomioitava limpétilan vaikutus pigmenttien hajoamiseen. Toisaalta on myos
huomioitava, ettd pigmenttien uuttuminen ndytemateriaalista voi huonontua
matalammassa limpotilassa. Niiden edelld mainittujen tekijoiden vuoksi
vertailututkimuksessa selvitettiin, miten allassonikoinnin lampotila vaikuttaa
pigmenttien uuttumiseen. Sedimentti- ja kasviplanktonniytteitd sonikoitiin

allassonikaattorissa 0 °C ja 21 °C lampétilassa.

Vertailututkimuksessa niytteistd analysoitiin - afanitsofylli, alloksantiini, B-
karoteeni, ekinenoni, feofytiini a, fukoksantiini, kantaksantiini, klorofylli a,
klorofylli b, luteiini, violaksantiini ja 4-keto-myksoksantofyllin kaltainen

pigmentti. Néytesarjojen yhteydessd ajettiin kolme kalibraatiostandardia, joista
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jokaisesta nelja eri laimennosta. Ensimmdisessd kalibraatiostandardissa oli
yhdistettynd klorofylli a:n, feofytiini a:n ja f-karoteenin standardit, toisessa
kalibraatiostandardissa  oli  yhdistettynd  fukoksantiinin,  afanitsofyllin,
alloksantiinin, luteiinin ja klorofylli b standardit, ja kolmannessa
kalibraatiostandardissa oli yhdistettyné violaksantiinin, 4-keto-
myksoksantofyllin kaltaisen pigmentin, ekinenonin ja kantaksantiinin standardit.
Niytteet analysoitiin samalla menetelmdlld  kuin Vesijarven Enonseldn
sedimentin pigmenttianalyysissé (katso kappale 2.3). Laborantti Kirsi Hyvérinen
(MTL) ja harjoittelija Galina Pesonen (MTL) analysoivat vertailututkimuksen

néytteet.

Yleisesti tutkimuksissa analysoitujen pigmenttien lisdksi vertailututkimukseen
ofettiin  mukaan 4-keto-myksoksantofyllin kaltainen pigmentti, joka on
tyypillinen pigmentti [tdmeressd esiintyvélle Nodularia spugimena —
syanobakteerille. 4-keto-myksoksantofyllin kaltaisen pigmentin
molekyylirakennetta ei ole vield selvitetty, mutta se muistuttaa todennikoisesti
4-keto-myksoksantofyllid.  4-keto-myksoksantofyllin  kaltaisen pigmentin
absorbanssispektri on samanlainen kuin 4-keto-myksoksantofyllilld, mutta
HPLC-analyysissi niiden retentioajat poikkeavat toisistaan (Piippola &
Kononen 1995, Schliiter ym. 2004). N. spugimenan muodostaman myrkyllisen
nodulariinin ja 4-keto-myksoksantofyllin kaltaisen pigmentin pitoisuuden valilld
on havaittu positiivinen korrelaatio, jonka perusteella 4-keto-myksoksantofyllin
kaltaisen pigmentin uskotaan liittyvén nodulariinin tuotantoon (Schliiter ym.

2004).

2.5 Orgaanisen aineen mddritys sedimentistd
Sedimentin  orgaanisen aineen midrittimiseks selvitettiin ~ sedimentin
kuivapaino ja hehkutushidvis (Loss On Ignition: LOI). Orgaanisen aineen

pitoisuutta kéytettiin apuna sedimentin ajoituksessa. Lahdessa sijaitsevan

Niemen sataman pohjaa ruopattiin laajalta alalta talvella 1990-1991, jolloin
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savea ja muuta epdorgaanista ainesta ldhti runsaasti liikkkeelle. Témén ansiosta
Vesijirven Enonseldn sedimentisti voidaan ajoittaa vuosi 1991, silla télloin

orgaanisen aineen pitoisuus jii pienemmaéksi kuin muina vuosina.

Hehkutushividn selvittimiseksi tyhjid posliiniupokkaita hehkutettiin yksi tunti
550°C lampétilassa, minké jilkeen ne jddhdytettiin eksikaattorissa. Upokkaisiin
punnittiin homogenisoitua kylm#kuivattua sedimentti, minkd jdlkeen nutd
kuivattiin uunissa kahden tunnin ajan (105 °C). Lopuksi upokkaita hehkutettiin
muhveliuunissa kaksi tuntia (550°C). Upokkaat punnittiin jokaisen tydvaiheen

vilissd analysivaa’alla 0,001 g tarkkuudella.
Hehkutushévio laskettiin seuraavan yhtidlon avulla (Hakanson & Jansson 1983):
L01550 = ((DW](}S-DWSS{))/DW]OS)* 1 00,

jossa DWgs on sedimentin massa kuivatuksen jédlkeen ja DWssq on sedimentin
massa hehkutuksen jdlkeen. Keskihajonta laskettiin kolmen rinnakkaisen

niytteen tuloksen perusteella.

2.6 Mikrokystiinianalyysi

Vesijirven sedimentin mikrokystiinipitoisuuden maéérittimisessd kéytettiin
kompetetiivista ELISA-menetelmdd (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Analyysissi kéytettiin EnviroLogix™ EP022-kuoppalevykittid (96-kuoppainen),
jolla voidaan mitata mikrokystiinipitoisuuksia kitin toiminta-alueella (0,16-2,5
pg mikrokystiini-LR:44/litra). EnviroLogix™ EP022-kuoppalevykitinin kuopat

on pinnoitettu mikrokystiini- ja nodulariinispesifisilli vasta-aineilla.

Sedimenttindytteet  esikisiteltiin @~ ennen  ELISA-mittausta. ~ Kustakin
kylmikuivatusta sedimenttikerroksesta punnittiin tarkasti noin 1 g jauhettua

sedimenttid, jonka jilkeen lisittiin 5 ml 75 % metanolia. Néytettd sonikoitiin
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ultraddnihauteessa (15 minuuttia), sentrifugoitiin kymmenen minuutin ajan
(3362 rfc) ja otettiin uutos talteen. Niytteen sonikointi, sentrifugointi ja
uutoksen talteenotto toistettiin kolmesti, jonka jédlkeen uutoksen lopullinen
méadrd mitattiin. Néytteet haihdutettiin pyorohaihduttimella alle 5 ml:ksi, minki
Jilkeen nidytteet haihdutettiin kuiviin hiekkahauteessa (60 °C). Niyte liuotettiin
uudelleen 800 pl:lla 75 % metanolia ja sonikoitiin ultrafiZinihauteessa (5 min).
Lopuksi néytteet suodatettiin 0,45 pm ruiskusuodattimen (GHP) lipi. Niytteitd
laimennettiin ennen ELISA-mittausta ionivaihdetulla vedelld 1:10, 1:100 tai

1:1000.

Niytteet, kontrollindytteet (negatiivinen kontrolli) ja mikrokystiinistandardit
pipetoitiin  tyhjélle kuoppalevylle, jonka jilkeen kuoppalevylle lisittiin
monikanavapipetilld laimennin livos. Laimennetut nidytteet ja standardit
siirrettiin kuoppalevyltd monikanavapipetilli EP 022-kuoppalevykitille, jolloin
mikrokystiinit kiinnittyivat kuoppalevyn vasta-aineisiin (kuva 8a). Tdmin
jidlkeen monikanavapipetilld lisdttiin kuoppalevykitille piparjuuriperoksidaasi-
entsyymilld leimattua mikrokystiinid (mikrokystiini-entsyymikonjugaatti), joka
kiinnittyi ~ vapaisiin  vasta-aineisiin  (kuva 8b). Jotta vasta-aineisiin
sitoutumattomat mikrokystiini-entsyymikonjugaatit saatiin pois, kuoppalevykitti
ravisteltiin tyhjéksi ja huuhdeltiin pesuliuoksella (TWEEN). Pesun jdlkeen
kuoppalevykitille lisdttiin  monikanavapipetilld  substraatti, joka reagoi
mikrokystiini-entsyymikonjugaatin piparjuuriperoksidaasientsyymin kanssa ja
muodosti keltaisen vérin. Tdmén jdlkeen EP 022-kuoppalevykitille lisittiin
monikanavapipetilld pysédytinlivos, jolloin keltainen vdri muuttui siniseksi.
Niytteen sisdltimidn mikrokystiinin pitoisuus oli kiénteisesti verrannollinen
muodostuneen virin voimakkuuteen. Kuopissa olevien liuosten absorbanssi
mitattiin ~ Bio-Rad-lukulaitteella. Sedimenttindytteiden uutelaimennoksista
mitattiin  kolme rinnakkaista mittaustulosta, joiden perusteella laskettiin

ndytteiden mikrokystiinipitoisuus.
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Kuva 8. Niytteen siséltimit mikrokystiinit sitoutuvat EnviroLogix™ EP 022-
kuoppalevykitin  vasta-aineisiin ~ (a). Kun kuoppalevykitille lisatddn
mikrokystiini-entsyymikonjugaattilivosta, = mikrokystiini-entsyymikonjugaatit
sitoutuvat vapaina oleviin vasta-aineisiin (b).
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3. Tulokset

3.1 Sedimenttindyiteen ajoitus

3.1.1 Lusioajoitus

Vesijarven Enonselin syviinteestd otetun sedimenttindytteen ajoituksessa
kéytettiin  lustoajoitusmenetelmdd. FM  Mikko  Liukkosen  tekemin
lustoajoituksen perusteella sedimenttindyte yltédd vuoteen 1976 asti (taulukko 4,
liite 1. Lustoajoituksessa kéytettiin Vesijdrven Enonselédn
kasviplanktonpigmenttien ~ tutkimuksessa  kidytetyn  sedimenttindytteen

rinnakkaisnéytetté.

Taulukko 4.  Vesijarven  Enonseldn sedimenttindyte  ajoitettiin
lustoajoitusmenetelmilli. Taulukkoon on merkitty luston etdisyys (syvyys)
sedimenttindytteen pinnasta ja sitd vastaava vuosi.

Vuosi Syvyys (cm) Vuosi Syvyys (cm) Vuosi Syvyys (cm)
2005 45 1994 26,5 1983 51
2004 7 1993 27,5 1982 53
2003 9 1992 28,5 1981 545
2002 10,5 1991 30 1980 57
2001 12 1990 34,5 1979 58,5
2000 14 1989 37 1978 60,5
1999 16 1988 39 1977 63
1998 17,5 1987 41,5 1976 66
1997 19,5 1986 43

1996 22 1985 46

1995 245 1984 48,5

3.1.2 Cesium-137 -ajoitus

Vesijirven Enonseldn sedimenttinidytieessd cesium-137 -pitoisuus oli selkedsti
suurempi 45,0-46,5 cm syvyydelld kuin muualla sedimenttindytteessd (kuva 9).
Cesium-137 -pitoisuus oli suurin 45,5-46,0 cm syvyydelld (18,4 kBq/kg kuiva-
ainetta), minkd perusteella vuonna 1986 sedimentoituneen aineksen voitiin

paidtelld olevan sedimenttindytteessd télld syvyydella. Tamén perusteella
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laskettiin keskiméirdinen sedimentoitumisnopeus, joka on ollut Vesijarven

Enonselilld 2,3 cm vuodessa vuosien 1986-2006 vililld.

Cs-137 (Bg/kg kuiva-ainetta)

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000

I 1 L 1 I |

Kuva 9. Vesijarven Enonseldn sedimenttindytteen cesium-137-pitoisuudet
32-50,5 cm syvyydella.

3.1.3 Orgaanisen aineen mddrd

Vesijarven Enonseldn sedimenttindytteessa hehkutushivié (LOI) vaihteli
9,0-13,4 prosentin  vililldi (kuva 10). Orgaanisen aineen  médrd
sedimenttiniytteessi oli pienin 34,0-35,5 cm syvyydelld, jossa hehkutushivio oli
alle yhdeksin prosenttia. Télld syvyydelld ndytteessd oli havaittavissa saviraita,
joka on muodostunut sedimenttiin Niemen sataman ruoppauksen seurauksena

talvella 1990-1991 (Liukkonen ym. 1997).
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Syvyys (cm)

Kuva 10. Vesijiarven Enonseldn sedimenttindytteen hehkutushavi6 (LOI).
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3.2 Esikasittelymenetelmien vertailututkimus

3.2.1 Vertailututkimuksessa mddritetyt pigmentit

Merentutkimuslaitoksen HPLC-laitteelle sopivaksi modifioidulla
pigmenttianalyysimenetelmalld pystyttiin méérittimaén kaksitoista pigmenttid
(taulukko 5). Vertailututkimuksessa, jossa selvitettiin pigmenttindytteiden
esikésittelymenetelmin tehokkuutta, pyrittiin naytteistd madrittiméan kyseiset
pigmentit. Naytteistd analysoidut pigmentit on esitetty taulukossa 5. Kuvassa 11
on esimerkki kasviplanktonnidytteen kromatogrammista sekd naytteestd

analysoitujen pigmenttien absorbanssispekrit.

Taulukko 5. Esikésittelymenetelmien vertailututkimuksessa néytteend oli
Vesijdrven Enonseldn sedimenttindytteen sedimenttid syvyydeltd 65,5-66,0 cm
(A) ja 31,0-31,5 cm (B) seké Itdmereltd vuonna 2003 (C) ja 2006 (D) kerittya
kasviplanktonia. Taulukossa on esitetty niytteissd havaitut pigmentit.

A B C D
4-keto-myksoksantofyllin kaltainen X
Alloksantiini
Aphanizofylli X
Beta-karoteeni X X X X
Ekinenoni X X X X
Feofytiini a X X X X
Fukoksantiini X X X X
Kantaksantiini X b4 X X
Klorofyllia X X X X
Klorofylli b X X X X
Luteiini X X

Violaksantiini
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Kuva 11. Vuonna 2003 Ttdmereltd kerdityn kasviplanktonniytteen
kromatogrammi (alhaalla) sek# siitd analysoitujen pigmenttien spekirit
(vlhazlld). 1) fukoksantiini, 2) afanitsofylli, 3) 4-keto-myksoksantofyllin
kaltainen pigmentti, 4) luteiini, 5) kantaksantiini, 6) klorofylli b, 7) klorofylli a,
8) ekinenoni, 9) feofytiini a ja 10) B-karoteeni.
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3.2.2 Uuttolivottimen tehokkuus: asetoni ja etanoli

Etanolilla uutetuissa sedimenttindytteissa klorofylli a- ja B-karoteeni -pitoisuudet
olivat merkittivisti suurempia kuin asetonilla uutetuissa (kuva 12). Muiden
néytteistd analysoitujen pigmenttien pitoisuuksissa ei havaittu merkittivii eroja

uuttolinottimien valilla.
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kantaksantiini
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klorofylli b
feofytiini a

ekinenoni

Kuva 12. Uuttolivottimen (1) asetoni 4) etanoli) vaikutus pigmenttien
uuttumiseen sedimentistii (sedimentti 31,0-31,5 cm). 1 = asetoni, 4 = etanoli
(katso taulukko 3).

3.2.3 Sonikaattorin tehokkuus: allas- ja kdrkisonikaattori

Allassonikaattorissa sonikoitujen sedimenttinéiytteiden pigmenttipitoisuudet
olivat hieman korkeammat kuin kirkisonikaattorilla  sonikoiduissa
sedimenttindytteissi (kuva 13 a). Pigmenttipitoisuuksien ero ei kuitenkaan ollut
merkittivid. Myoskiin kasviplanktonndytteiden pigmenttipitoisuuksissa ei allas-

ja kirkisonikoinnin vililld havaittu merkittavad eroa (kuva 13 b).
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Kuva 13. Allas- (1) ja kirkisonikoitujen (5) néytteiden pigmenttipitoisuudet.
Kuvan a pigmenttipitoisuudet on mitattu Vesijarven Enonseldn sedimentistd
(syvyys 65,5-66,0 cm) ja kuvan b vuoden 2006 kasviplanktonndytteesta.

3.3.4 Allassonikoinnin limpétila: Sonikointi 0 °C:ssa ja 21 °C:ssa

Valituissa lampotiloissa (0 °C ja 21 °C) sonikoitujen sedimenttindytteiden
pigmenttipitoisuuksissa ei havaittu merkittdvid eroa (kuva 14 a). Koska
molekyylit  uuttuvat  alhaisemmassa  ldmpdétilassa  heikommin  Kkuin
korkeammassa lampotilassa, 0 °C:ssa sonikoitujen niytteiden sonikointiaikaa
pidennettiin 120 minuuttiin.  Sonikointiajan  pidennyksestd huolimatta
sedimenttindytteiden pigmenttipitoisuudet eivit olleet 0 °C:ssa sonikoiduissa

niytteissd merkittdvasti suuremmat kuin 21 °C:ssa (15 minuuttia) sonikoiduissa
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niytteissikddn (kuva 14 b). Toisin kuin sedimenttindytteiden kohdalla,
allassonikoinnin lampétilan havaittiin - vaikuttavan kasviplanktonndytteiden
pigmenttipitoisuuksiin. Kun kasviplanktonnéytteitd sonikoitiin
allassonikaattorissa 15 minuutin ajan, pigmenttipitoisuudet olivat 21 °C:ssa
sonikoiduissa néytteissd suuremmat kuin 0 °C:ssa sonikoiduissa (kuva 15 a).
Kun sonikointiaikaa 0 °C:ssa  pidennettiin 120 minuuttiin,
kasviplanktonniytteiden pigmenttipitoisuuksissa ei havaittu merkittavaa eroa

21 °C:ssa (15  minuuttia)  sonikoitujen  kasviplanktonnéytteiden

pigmenttipitoisuuksiin (kuva 15 b).
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Kuva 14. Lampétilan vaikutus pigmenttien uuttumiseen Vesijirven Enonseldn
sedimentistd. Sedimenttindytettdi 65,5-66,0 cm (kuva a) on sonikoitu
allassonikaattorissa 1) 21 °C:ssa 15 minuuttia 2) 0 °C:ssa 15 minuuttia ja
sedimenttindytettd 31,0-31,5 cm (kuva b) 1) 21 °C :ssa 15 minuuttia 3) 0 °C :ssa
120 minuuttia.
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Kuva 15. Lampdtilan vaikutus pigmenttien uuttumiseen

kasviplanktonniytteestd. Vuoden 2003 (kuva a) kasviplanktonndytettd on
sonikoitu allassonikaattorissa 1) 21 °C:ssa 15 minuuttia 2) 0 °C:ssa 15 minuuttia
ja vuoden 2006 kasviplanktonniytettd (kuva b) 1) 21 °C:issa 15 minuuttia
3) 0 °C:ssa 120 minuuttia.

3.4 Uurtolivosten sdilytys

Uuttoliuoksen sdilytyksen ei havaittu vaikuttavan merkittavasti fukoksantiinin,
kantaksantiinin tai ekinenonin pitoisuuteen (kuva 16). Sen sijaan klorofylli a:n

pitoisuus oli kolmentoista vuorokauden jalkeen merkittavisti vahentynyt.
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klorofylli a fukoksantiini

10 4
90
B0
0
60
50
40
30
20

1o

=

Pitoisuus (pg/g kuiva-ainetta)
Pitoisuus (pg/g kuiva-ainetta)

55.0-55,5 55,5-56,0 56,0-56.5 56,5-57,0 57.0-57,5 55,0-55.5 55,5-56.0 56,0-56,5 56,5-57.0 57140-575

O0vek B 1vik O3 vk O6vrk 8 13 vik O0vrk B 1vk @3 vk O 6vrk B 13vik
kantaksantiini ckinenoni

‘I

S

Pitoisuus (pg/e kuiva-ainetta)

Pitoisuus (ug/g kuiva-ainetta;

P
¢
¢
/|
/)
/
#

55,0-55.5 55.5-56.0 56,0-56,5 56.5-37.0 510-51.5

O0vrk B lvk O3 vk O6vrk @13 vik DOvrk O vk D3vek O6vrk @ 13 vk

Kuva 16. Sailytysajan vaikutus uuttoliuosten pigmenttipitoisuuksiin. Vesijdrven
Fnonseldn  sedimenttindytteestd — mitattiin  ekinenoni-,  fukoksantiini-,
kantaksantiini- ja klorofylli a-pitoisuus 55,0-55,5 cm, 55,5-56,0 c¢m, 56,0-56,6
em, 56,5-57,0 cm ja 57,0-57,5 cm syvyydestd 0, 1, 3, 6 ja 13 vuorokautta
esikésittelyn jalkeen.

3.5 Menetelmdn ja mittalaitieen loistettavuus

Menetelmin toistettavuuden keskihajontaprosentit olivat pienid (< 15 %). My&s
mittalaitteen toistettavuuden keskihajontaprosentit olivat pienid (< 7 %) lukuun
ottamatta fukoksantiinia, jonka keskihajontaprosentti oli 17,8. Menctelmin ja

mittalaitteen toistettavuustulokset on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6. Menetelmin (1) ja mittalaitteen (2) toistettavuus (%).
Pigmenttipitoisuuksien keskiarvot ovat pg/g kuiva-ainetta.

beta-karoteeni  ekinenoni feofytiini a fukoksantiini kantaksantiini  klorofylli a
1)
Keskiarvo 7.6 2.0 389 5.4 4.1 303
Keskihajonta% 8.7 129 6.6 14.3 7.4 2.9
2)
Keskiarvo 7.7 21 41.4 5.1 4.1 31.1
Keskihajonta% 5.5 535 4.7 17.8 6.5 2.2
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3.6 Vesijarven Enonseldn sedimentiindytteen analyysit

3.6.1 Pigmenttianalyysi

Vesijarven sedimenttindytteestd analysoitiin  HPLC-menetelmidlld  kuusi
pigmenttid: fukoksantiini, kantaksantiini, klorofylli a, ekinenoni, feofytiini a ja
B-karoteeni. Kuvassa 17 on esitetty esimerkki sedimenttindytteen
kromatogrammista sekd pigmenttistandardien ja néytteestd analysoitujen
pigmenttien absorbanssispektrit. Sedimenttindytteen pigmenttipitoisuus on

esitetty kuvissa 18 ja 19.
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Kuva 17. Sedimenttindytteen (3,5-4 cm) kromatogrammi (ylhddlld) seka
analyyttien  (a) ja pigmenttistandardien (b)  spektrit  (alhaalla).
Sedimenttiniytteestd  analysoitiin kuusi  pigmenttia: 1) fukoksantiini
2) kantaksantiini 3) klorofyllia 4) ekinenoni 5) feofytiini a 6) B-karoteeni.
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Syvyys (cm)

Kuva

40
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Pitoisuus (pg/g kuiva-ainetta)

80 100
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4,5.5,0
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18. Vesijarven Enonseldn
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B-karoteenipitoisuus (pg/g kuiva-ainetta). Keskihajonta on laskettu menetelmiin
toistettavuus tulosten perusteella (katso taulukko 5).
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Kuva 19. Vesijiarven Enonseldn sedimenttindytteen ekinenoni-, kantaksantiini-
(ug/g kuiva-ainetta). Keskihajonta on
menetelmin toistettavuustulosten perusteella (katso taulukko 5).
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Pigmenttien hajoaminen sedimentissd voidaan todeta feofytiini a:n ja klorofylli
a:n pitoisuuksien suhteen perusteella, silli feofytiini a on klorofylli a:n
hajoamistuote. Mitid pienempi suhdeluku on, sitd vihemmin klorofylli a:ta on
hajonnut ja pdinvastoin. Vesijirven Enonseldn sedimenttindytteessd feofytiini
a:n ja klorofylli a:n suhdeluku oli pieni (< 8). Suhdeluku on pienimmilldén (< 2)
niytteen yldosassa ja se kasvaa niytteen alaosaa kohti (kuva 20). Suhdeluku
kasvaa melko tasaisesti, mutta linjassa on havaittavissa poikkeama syvyyksissi
27-30 c¢cm ja 59-64 cm. Niilld syvyyksilld suhdeluku on poikkeuksellisen

korkea.
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Kuva 20. Feofytiini a ja klorofylli a pitoisuuksien suhde Vesijérven Enonseldn
sedimenttindytteessi.
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Jotta pigmenttianalyysituloksia voitaisiin verrata kasviplanktonin runsauden

muutoksiin, laskettiin sedimenttindytteesti kaikissa levdryhmisséd (taulukko 1)
esiintyvin pigmentin, klorofylli am, ja sen hajoamistuotteen, feofytiini a:n,
pitoisuuksien keskiarvot syvyyksistd 0-14 cm , 14-35 cm, 35-48 cm ja 48-67 cm
(kuva 21). Lﬁstoajoituksen perusteella nimé vastaavat ajanjaksoja 2000-2006,
1990-2000, 1984-1990 ja 1976-1984. Niiltd syvyyksiltd laskettiin myds
syanobakateereille tyypillisten pigmenttien, ekineonin ja kantaksantiinin,
pitoisuuksien keskiarvot (kuva 22), jotta sedimenttindytteen

pigmenttianalyysituloksia  voitaisiin ~ verrata  syanobakteerien biomassan

muutoksiin.
1 Oklorofylli a O feofytiini a 7 [ kasviplankton
] i
= %
§ s ::l 3 1os0-2000 [
2 : R, i
1 &
| w
o
o 358 % > a9ma1w00 {0
48-67 | 1982- 1984 [reiida e B e G ]
0 00 40 60 B0 100 120 14D 160 0 2 q 6 8 10
Pitoisuus (ug/g kuiva-ainetta) Biomassa (g/m?)

Kuva 21. Klorofylli amn ja feofytiini amn pitoisuuksien keskiarvo
sedimenttindytteessi eri syvyyksissd sekd kasviplanktonin biomassan keskiarvo
Vesijarven Enonselilld eri vuosijaksoina.
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Kuva 22. Ekinenonin ja kantaksantiinin  pitoisuuksien keskiarvo
sedimenttindytteessd eri syvyyksissi sekd syanobakteerien biomassan keskiarvo
Vesijarven Enonselilld vastaavina vuosijaksoina, kuin kuvassa 21.
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3.6.2 Mikrokystiinianalyysi

Vesijirven Enonseldn sedimenttindytteestd médritettiin mikrokystiinipitoisuus
0-22 cm ja 40-45 cm syvyyksissd (kuva 23). Mikrokystiinipitoisuus oli suurin
(290 ng/g) sedimentin pintakerroksessa ja se pieneni sedimenttiniytteessd
syvemmille — mentdessd.  Yli  kymmenen  senttimetrin syvyydessd

mikrokystiinipitoisuus oli alle 20 ng/g.

Mikrokystiinipitoisuus
(ng/g kuiva-ainetta)

0 50 100 150 200 250 300 350

0-2
2-3

3-4

45 i

Sywys (cm)
2
o

44-45

Kuva 23. Vesijirven Enonselin sedimentistd mitattiin mikrokystiinipitoisuus
0-22 cm ja 40-45 cm syvyydeltd. Keskihajonta on + 15 %.
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4. Tulosten tarkastelu

4.1 Naytteiden esikdsittelymenetelmd

Vertailututkirﬁuksessa asetonilla uutettujen néytteiden klorofylli a- ja f-
karoteenipitoisuudet olivat merkittédvésti pienemmét kuin etanolilla uutetuissa
niytteissi (kuva 12). Muiden niytteistd analysoitujen pigmenttien kohdalla
pitoisuuksissa ei ollut havaittavissa merkittdvad croa. Vertailututkimuksen
tulosten perusteella etanoli ndyttdisi olevan vihintéénkin yhta tehokas liuotin
kuin asetoni ja uuttavan ndytteestd klorofylli amn ja p-karoteenin jopa
tehokkaammin kuin asetoni. Tami tutkimuksen tulosten perusteella néyttéisi
siltd, etti sedimenttiniytteiden uutossa voitaisiin asetonin sijaan kdyttad

etanolia.

Sedimenttiniytteiden kohdalla allassonikoitujen ndytteiden pigmenttipitoisuudet
olivat hieman suuremmat kuin kirkisonikaattorilla sonikoitujen nidytteiden
(kuva 13 a), mutta timd ero ei ollut merkittdva. Kasviplanktonin kohdalla
allassonikaattorilla sonikoitujen ja kirkisonikaattorilla sonikoitujen nédytteiden
pigmenttipitoisuudet olivat samansuuruisia (kuva 13 b) lukuun ottamatta
feofytiini a:ta. Allassonikaattorilla  soinikoitujen kasviplanktonndytteiden
feofytiini a -pitoisuus oli merkittavisti korkeampi kuin kérkisonikaattorilla
sonikoitujen néytteiden. Todennikoisesti tdméd ei johtunut klorofylli amn
hajoamisesta allassonikoinnin aikana (feofytiini a on klorofylli a:n
hajoamistuote), silld my&s klorofylli amn pitoisuus allassonikoiduissa
kasviplanktonndytteissd oli suurempi kuin karkisonikoiduissa néytteiss.
Tutkimuksen tulosten perusteella allassonikaattorilla sonikointi niyttiisi olevan
tchokas sonikointimenetelmd ja se soveltuu niin sedimentti- kuin

kasviplanktonndytteidenkin kasittelyyn.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd allassonikoinnin ldmpétila vaikutti erilailla

pigmenttien uuttumiseen sedimentti- ja kasviplanktonnéytteissd. Lampotilalla ei
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ollut merkittdvaa vaikutusta pigmenttien uuttumiseen sedimenttindytteestd,

mutta kasviplanktonniytteiden kohdalla tilanne oli toisenlainen. Pigmenttien
uuttuminen kasviplanktonniytteistd oli hitaampaa 0 °C:ssa kuin 21 °C:ssa. Kun
kasviplanktonnéytteiden sonikointiaikaa pidennettiin 0 °C:ssa 15 minuutista 120
minuuttiin, pigmenttien uuttuminen néytteestdi parani ja niytteiden
pigmenttipitoisuudet eivit poikenneet merkittivisti 21 °C:ssa (15 minuuttia)
sonikoitujen nidytteiden pitoisuuksista. Tutkimuksen tulosten perusteella
néyttdisi siis silt, ettd kasviplanktonpigmenttindytteitd voidaan allassonikoida

21 °C lampétilassa (15 minuuttia).

4.2 Uuttolivosten sdilytys

Tutkimuksen tulosten perusteella kasviplanktonpigmenttien pitoisuudessa ei
ndyttiisi tapahtuvan merkittdvdd muutosta kuuden vuorokauden sdilytyksen
aikana (kuva 16). Tati pidemp#d aikaa uuttoliuoksia ei tulisi sdilyttdd, silld
kolmentoista vuorokauden jilkeen joidenkin pigmenttien pitoisuus oli

merkittdvisti laskenut.

4.3 Mittalaitteen toistettavuus

Mittalaitteen toistettavuuden keskihajontaprosenttien tulisi olla pienempid kuin
menetelmin toistettavuuden. Tamd ei toteutunut fukoksantiinin kohdalla
(taulukko 6), silli menetelmin toistettavuus oli pienempi (14,3 %) kuin
mittalaitteen toistettavuus (17,8 %). Tdhdn vaikutti todennikdisesti se, ettd
fukoksantiinin kromatogrammipiikin muoto ei ollut kaikissa ndyteajoissa hyvi.
Ongelmaan ei loydetty syytd, silldi huonon mallinen piikki piirtyi

kromatogrammiin satunnaisesti.
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4.4 Vesijarven Enonseldn sedimenitindylieen ajoitus

Lustoajoitus tehtiin sedimenttindytteestd, joka oli pigmenttianalyysissd kéaytetyn
sedimenttindytteen rinnakkaisnéyte. Rinnakkaisten ndytteiden tulisi vastata
toisiaan, mutta Vesijirven Enonseldn rinnakkaisissa sedimenttinéytteissd oli
havaittavissa pienié eroja. Ndmi erot sedimenttindytteissd ovat voineet syntyd
niiytteenotossa, silla  kaytetylld menetelmilld ei voida varmistaa, ettd
niiytteenotin menee molemmilla niytteenottokerroilla tismélleen samalla tavalla
sedimenttiin. Froa voi syntyé esimerkiksi jos niytteenotin uppoaa sedimenttiin
hieman eri kallistuskulmassa. Taman vuoksi rinnakkaisndytteestd tehtyd
lustoajoitusta tulosta voidaan pitdd vain suuntaa antavana. Lustoajoituksen
virhemarginaali on noin kahdesta kolmeen senttimetriin, jota vastaava ajanjakso

on enintidn puolitoista vuotta.

Tsernobylin onnettomuuden aiheuttama radioaktiivisten aineiden
laskeumapiikki on selvisti havaittavissa Vesijarven Enonseldn sedimentissd
(kuva 9), minké perusteella sedimenttindyttecstd voidaan magrittaa tarkasti vuosi
1986. Kaikista jirvisedimenteista ei ole havaittavissa vuoden 1986 cesium-137
-maksimia yhté selkedsti kuin Vesijérven Enonseldn sedimentistd. Esimerkiksi
Tlus & Saxén (2005) tutkivat kahdestatoista jérvestd sedimentin cesium-137 -
pitoisuutta, joista vain yhdessd jarvessd, Kuoreveden Mantédnlahdella Méntéssé,
oli havaittavissa vastaavanlainen sedimentin Cs-137 -profiili kuin Vesijdrven
Enonselilld. Muiden jirvien sedimenteissd Cs-137 -pitoisuudet olivat hyvin
pienid tai suurin Cs-137 -pitoisuus oli sedimentin pintakerroksissa. Vesijdrven
Enonselin sedimenttindytteessd suurin cesium-137 -pitoisuus oli 45,5-46,0 cm
syvyydessi, jossa se oli noin 18 kBq/kg kuiva-ainetta. Tdmi on lihelld cesium-
137 -pitoisuutta, jonka Ilus & Saxén (2005) havaitsivat Kuoreveden
Mintanlahden sedimentissd, jossa 25-26 c¢m syvyydessd Cs-137-pitoisuus oli
noin 15 kBg/kg kuiva-ainetta. Se, ettd Vesijirven Enonselidn sedimentissd on
45,5-46,0 cm kerroksen alapuolella havaittavissa cesium-137:a, voi johtua muun
muassa cesiumin pystysuuntaisesta diffuusiosta sedimentissd (lkéiheimonen

2006).
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4.5 Vesijdrven Enonseldn sedimenttiin varastoituneiden kasviplankionpigmenttien

kaytettivyys paleolimnologisessa tutkimuksessa

4.5.1 Kasviplankionpigmenitien sdilyminen sedimentissd

Kasviplanktonpigmenttien- voi olettaa sdilyneen hyvin Vesijirven Enonselidn
syvinteen sedimentissd, silld sedimentin pinnalle ei pédse valoa. Liséksi
pohjanldheinen vesikerros on ajoittain hapeton. Alusveden ajoittaisesta
hapettomuudesta johtuen sedimentissd on vihdn pohjaeldimid, jonka vuoksi

pohjaeldinten aiheuttama bioturbaatio on vihiista.

Sedimenttindytteestd mitattujen pigmenttipitoisuuksien perusteella
kasviplanktonpigmentit nayttivit sdilyneen sedimentissdé hyvin, silld
pigmenttien pitoisuus ei pienene syvyyden kasvaessa (kuva 18 ja 19).
Pigmenttien sdilymiseen sedimentissd viittaa myds se, ettd fukoksantiinia
havaittiin koko sedimenttindytteessd. Fukoksantiinia on useissa tutkimuksissa
havaittu vain sedimentin pintakerroksissa (mm. Mc Gowan & Britton 1999,
Poutanen & Nikkild 2001), silld se on melko herkésti hajoava pigmentti ja sitd

sedimentoituu vain vihan.

Sedimenttindytteen feofytiini a:n ja klorofylli a:n suhdeluvun perusteella voitiin
kuitenkin havaita, ettd olosuhteet eividt ole olleet sedimentissd parhaat
mahdolliset kasviplanktonpigmenttien (ainakaan klorofyllien) sdilymisen
kannalta. Sedimenttindytteessd feofytiini a:n ja klorofylli am suhdeluku kasvaa
syvyyden kasvaessa (kuva 20), josta voidaan péitelld, ettd klorofylli a:ta oli
hajonnut sitd enemmén, mitd syvemmailtd sedimenttid tarkasteltiin. Lisdksi
feofytiini amn  ja klorofylli a:n suhdeluku oli sedimenttindytteessé
poikkeuksellisen suuri (> 4) sedimenttindytteessd 27-30 cm ja yli 59 cm
syvyyksissd. Ndiden syvyyksien sedimentti on muodostunut vuosina 1991-1993

(£ 1,5 vuotta) ja ennen vuotta 1979 (£ 1,5 vuotta).
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4.5.2 Sedimentin klorofylli a ja feofytiini a -pitoisuus kasviplanktonin biomassan

muutosten kuvaajana

Vesijirven Enonseldn sedimenttinytteen klorofylli a:n ja feofytiini a:n
kokonaispitoisuudessa  oli  havaittavissa  vastaavat  muutokset kuin
kasviplanktbnin biomassassa (kuva 21). Klorofylli a:n ja feofytiini a:n
kokonaispitoisuus oli suurin (noin 160 pg/g kuiva-ainetta) sedimenttindytteen
sedimenttikerroksessa 48-67 cm (1976-1984 + 1,5 vuotta), jota vastaavana
ajanjaksona kasviplanktonin biomassakin oli suurimmillaan (1982-1984
> 7 g/m’). Vuoden 1984 jilkeen kasviplanktonin biomassa Vesijdrven
Enonseldlld pieneni (vuosina 1984-1990 kasviplanktonin biomassa oli noin
3 g/m’), joka oli myds havaittavissa sedimentin klorofylli a:n ja feofytiini a:n
kokonaispitoisuudessa (klorofylli a:n Ja feofytiini a:n kokonaispitoisuus
35-48 cm syvyydelld oli noin 100 ung/g kuiva-ainetta). Kun kasviplanktonin
biomassa edelleen pieneni vuonna 1990 (biomassa oli vuosina 1990-2000 noin 2
g/m’), oli sekin havaittavissa titi ajanjaksoa vastaavalla syvyydelld (14-35 cm)
sedimentin klorofylli a:n ja feofytiini a:n kokonaispitoisuudessa (noin 60 pg/g
kuiva-ainetta). Myds kasviplanktonin biomassan suureneminen vuoden 2000
jilkeen (2000-2006 biomassa oli noin 2,25 g/m®) oli nihtdvissi sedimentin
klorofylli amn ja feofytiini a:n kokonaispitoisuudessa (0-14 cm syvyydessd

70 pg/g kuiva-ainetta).

Tutkimuksen tulosten perusteella niyttas siltd, ettd Vesijarven Enonseldn
sedimentin klorofylli a:n ja feofytiini a:n kokonaispitoisuuden perusteella

voidaan arvioida luotettavasti kasviplanktonin tuotannossa tapahtuneita

muutoksia. Tutkimuksessa havaittiin, etti kasviplanktonin  tuotannossa
tapahtuneita muutoksia ei voida rekonstruoida ainoastaan sedimentin klorofylli
amn pitoisuuden perusteella, koska klorofylli a:ta oli hajonnut sitd enemmin,

mitd syvemmilti sedimenttii tarkasteltiin.
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4.5.3 Sedimentin ekinenoni- ja kantaksantiinipitoisuus syanobakteerien biomassan

muutosten kuvaajana

Sedimenttindytteen ekinenonin ja kantaksantiinin kokonaispitoisuudessa oli
havaittavissa vastaavat muutokset 0-14 cm, 14-35 c¢m ja 35-48 cm syvyyksilld
kuin syanobakteerien biomassassa niitd syvyyksid vastaavina ajanjaksoina
(2000-2004, 1990-2000 ja 1984-1990 <+ 1,5 wvuotta) (kuva 22).
Sedimenttindytteessd syvyydelld 48-67 cm tilanne oli toisin. Ekinenonin ja
kantaksantiinin kokonaispitoisuus oli 48-67 cm syvyydelld noin 9 pg/g kuiva-
ainetta ja sen yldpuolisessa sedimenttikerroksessa (35-48 cm) kokonaispitoisuus
oli hieman suurempi (noin 10 pg/g kuiva-ainetta). Tdmid ei vastaa
syanobakteerien runsaudessa havaittua muutosta, silld syanobakteerien biomassa
oli huomattavasti suurempi (noin 6 g/m’) 48-67 cm syvyyttd vastaavana
ajanjaksona (1979-1984 + 1,5 vuotta) kuin 35-48 cm syvyyttd vastaavana
ajanjaksona (1,5 g/m3 vuosina 1984-1990).

4.6 Vesijarven Enonseldn sedimentin mikrokystiinipitoisuus

Mikrokystiinipitoisuus oli suurin sedimentin pintakerroksessa (0-2 c¢m), jossa se
oli 290 ng/g kuiva-ainetta (kuva 23). Sedimentin mikrokystiinipitoisuus pieneni
syvyyden kasvaessa, mutta se oli vield kohtalaisen suuri (yli 20 ng/g kuiva-
ainetta) kymmenen senttimetrin syvyydessd. Vertailuaineistoa jédrvisedimentin
mikrokystiinipitoisuuksista ei 16ytynyt, mutta vastaavanlaisia tutkimuksia on
tehty Itdmeren sedimentistd. Itdmeren sedimentisti on yleensd analysoitu
nodulariinin pitoisuutta, joka on Itdmeressi esiintyvin Nodularia spugimena —
syanobakteerin tuottama maksamyrkky. Mazur-Marzec ym. (2007) mittasivat
tutkimuksessaan Suomenlahden pintasedimentin (0-1 cm)
nodulariinipitoisuudeksi 127-342 ng/g kuiva-ainetta ja kolmen senttimetrin
syvyydessd pitoisuus oli merkittidvisti pienempi (1,4-7,4 ng/g kuiva-ainetta).
Itimeren sedimentin nodulariinipitoisuus vaihtelee paljon alueellisesti, silld

vastaavana ajankohtana eteldiselld Itdmerelld pintasedimentissd (0-1 cm)
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nodulariinipitoisuus oli 16-75 ng/g kuiva-ainetta ja kolmen senttimerin
syvyydessd 1,5-1,6 ng/g kuiva-ainetta (Mazur-Marzec ym. 2007). Pohjoisella
Itimerelld sedimentin nodulariinipitoisuuden yleinen taso on ollut noin
1-20 ng/g kuiva-ainetta  (suull.  tiedonanto,  Harri Kankaanpii,

Merentutkimuslaitos, Helsinki).

Koska mikrokystiinipitoisuus pienenee Vesijédrven Enonseldn sedimentissi
syvyyden kasvaessa, mikrokystiinit ovat ilmeisesti hajonneet sedimentissi
(padosin anaerobisen) biohajoituksen seurauksena. Mikrokystiinit hajoavat
sedimentissd bakteeritoiminnan seurauksena (Cousins ym. 1996, Lahti ym.
1997, Christoferssen ym. 2002, Holst ym. 2003), silli mikrokystiini on
heptapeptidirakenteensa ansiosta todennikoisesti kelvollinen energialdhde
bakteereille. Bakteerit hajottavat mikrokystiinin peptidisidoksia, jolloin

heptapeptidi hajoaa peptideiksi ja edelleen aminohapoiksi (Imanishi ym. 2005).
5. Johtopdditokset

5.1 Naytteiden esikdsittely ja sdilytys

Tutkimuksen tulosten perusteella  Vesijarven Enonseldn  sedimentin

kasviplanktonpigmenttien analysoinnissa kéytetty esikisittelymenetelméd on
hyvi ja se soveltuu niin sedimentti- kuin kasviplanktonniytteille.
Kasviplanktonpigmenttindytteiden esikésittelyssa voidaan Vesijérven Enonselédn
sedimenttindytteiden esikisittelymenetelmistd poiketen kayttdd asetonin sijaan

etanolia, joka on tyontekijin kannalta ajatellen turvallisempi.

Niytteet, jotka on esikisitelty HPLC-analysointia varten, on analysoitava
kuuden vuorokauden kuluessa (sdilytys — 20 °C) nidytteen esikésittelystd, silld
tata pidempiaikaisella uuttoliuosten siilytykselld voi olla vaikutusta

kasviplanktonpigmenttien pitoisuuksiin.
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5.2 Vesijdrven Enonseldn sedimentin kasviplanktonpigmentit ja mikrokystiini

paleolimnologisessa tutkimuksessa

Tamin tutkimuksen perusteella Vesijirven Enonseldn kasviplanktonin
biomassan muutoksia voidaan sclvittid sedimenttiin  varastoituneiden
kasviplanktonpigmenttien perusteella. Kasviplanktonin biomassan
rekonstruktoinnissa  tulee  kiyttdd klorofylli amn ja feofytiini  an
kokonaispitoisuutta, silld klorofylli a:ita oli hajonnut sitd enemmén mitd
syvemmilti sedimenttid tarkasteltiin. Sen sijaan syanobakteerien biomassassa
tapahtuneita muutoksia ei voida tdysin luotettavasti selvittdd ekinenonin ja
kantaksantiinin perusteella, silli sedimentin ekinenonin ja kantaksantiinin
pitoisuudessa ei havaittu kaikissa sedimenttikerroksissa vastaavia muutoksia

kuin syanobakteerien biomassassa.

Vesijarven Enonselin sedimentin pintakerroksessa havaittiin mikrokystiinid,
mutta sen pitoisuus pieneni nopeasti syvemmille sedimentissd mentdessd. Néin
ollen ndyttdisi silti, ettd mikrokystiini hajoaa sedimentissd, minkd vuoksi
sedimentin  mikrokystiinipitoisuutta ~ ja  syanobakteereille  tyypillisten
pigmenttien, ekinenonin ja kantaksantiinin, pitoisuutta ei ole mielekistd verrata,
koska sedimentin mikrokystiinipitoisuus ei kerro mikrokystiinituotannosta

tuottavassa kerroksessa.

Koska  Vesijirven  Enonselin  sedimentin  kasviplanktonpigmenttejé
analysoimalla voidaan selvittdd Vesijarven Enonseldn kasviplanktonin
biomassassa tapahtuneita muutoksia, tulisi sedimentin kasviplanktonpigmenttien
tutkimusta jatkaa. Kasviplanktonpigmenttien analysointiin  perustuvalla
paleolimnologisella tutkimuksella voitaisiin selvittdd Vesijdrven Enonseldn
rehevitymisen historiaa ja arvioida jérven luonnollista tilaa. Néitd tietoja
voitaisiin  hyddyntii esimerkiksi jdrven hoito- ja kunnostustoimenpiteitd

suunniteltaessa.
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LIITTEET

Liite 1. Vesijarven Enonseldn sedimenttindyte. Kuvan vasemmassa laidassa
olevat vuosiluvut on sijoitettu lustoajoituksen perusteella, kun taas kuvan
keskelli olevat vuosiluvut on sijoitettu perustuen orgaanisen aineen madrén (v.
1991) ja Cs-137 mittaukseen (v. 1986).
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HELSINGIN YLIOPISTON YMPARISTOEKOLOGIAN LAITOKSEN TUTKIMUKSIA JA RAPORTTEJA
(1.-17. RAPORTTEJA JA SELVITYKSIA)

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

1

6

19

20

21

1999 TURPEINEN RIINA: Mikrobiston vaikutus arseenin metylaatioon ja liikkuvuuteen maaperissi
sekid mikrobiston arseeniresistenttiys. ( pro gradu)

2000 RAILO HELENA: Kaatopaikkojen ympiristdvaikutukset, esimerkkind Pasilan kaatopaikka.
(pro gradu) ;

2001 ONKILA HANNU: Tuhkan ja sen sisiltimin kadmiumin vaikutukset metsimaan dnkyrimato-
populaatioihin. (pro gradu)

2001 TORN ANNE: Kohotetun hiilidioksidipitoisuuden ja typpilannoituksen vaikutukset
ombrotrofiseen suokasvillisuuteen. (pro gradu)
Effects of elevanted CO2 and increased N deposition on ombrotrofic bog vegetation

2001 HOVI SANNA: Valuma-alueen metsitaloustoimenpiteiden vaikutukset pieniin jérviin - paleo-
limnologinen selvitys. (pro gradu)

2001 ANTTILA SAKU: Piillyslevistdon biomassan kertyminen eri ravinnetasoilla seki vaikutukset
veden ravinnepitoisuuksiin. (pro gradu)

2002 KOSKINEN SARI: Hiilidicksidialtistuksen vaikutukset jirvikortteen {Equisetum fluviatile) ja
jirvikaislan (Schoeneplectus lacustris) aerobiseen ja anaerobiseen hajoamiseen. (pro gradu)

2002 KORKAMA TIINA: Maaperin hajottajaelidyhteistn vuorovaikutussuhteet ja hajotustoiminta
lyijyllid saastuneessa maassa. (pro gradu)

2002 LEHTIMAKI ELENA: Auringonkukan vaikutus atratsiinin ja simantsiinin hajoamiseen
kaupunkimaaperissi. (pro gradu)

2003 KAJALA SAIJA: Rihmamaisten syanobakteerien ja niiden toksiinien ravintoketjuvaikutukset.
(pro gradu)

2003 TAHVANAINEN JUULIA: Elisa-konsemnin ympéristokuormitustekijdiden nykytilan kartoitus..
(pro gradu)

2003 SUSILUOTO SANNAMAIJA: Comparison of drought avoidance and tolerance strategies in
Eucalyptus microtheca. (pro gradu)

2003 KUUKKA HANNA: Sarjen ravinnon kiyton vaikutus vedenlaatuun ja kasviplanktoniin.
(pro gradu)

2003 FLYKT ENNI: Mineraaliéljy- ja biotljypohjaisten hydraulitkkadljyjen vaikutukset boreaalisen
meltsimaan hajottajaravintoverkkoon. (pro gradu)

2003 HOLMA ANNE: Tuhkan ja typen vaikutukset kuusen (Picea abies L. Karst) ektomykorritsaan.
(pro gradu)

2003 LATTUNEN PETRA: Yritysten ympiiristdjirjestelmit — erilaisten indikaattorimenecielmien
vertailu. (pro gradu)

2003 TAIPALE SAMI: Lipidimarkkerit kompostin mikrobisukkession maérityksessé. (pro gradu)

2003 KAKI TIINA: Boreaalisen jirven rantavydhykkeen metaaniemissiot seki niiden suhde
ympiristéoloihin ja kasvillisuuden kehitykseen. (lis.tutkimus)

2004 JARVI ANNE: Populaatiotiheyden vaikutus pentakloorifenolin myrkyllisyyteen dnkyrimadolla.
(pro gradu)

2004 HOLSA JENNI: Kompostin sicniyhteisén kehittyminen ja karakterisointi molekyylibiologisin
menetelmin (pro gradu)

2004 MAKINEN JUSSI: Vesijdrven kilpidistenpohjan ekologinen tila ja hoitosuunnitelma (pro gradu)




No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No

No.

No.

No.

No.

No.

No.

22

)

.24

25

.20

.27

28

29

30

.31

.32

.33

34

36

37

38

39

40

42

2004 LONNGREN HANNA: Ympiristgasioiden hallinta kaupunkikuntien toimintayksikéissd —
Tapaustutkimuksena Hyvinkiin kaupungin tilapalvelu (pro gradu)

2004 HUOTARI JUSSI : DAPHNIA LONGISPINA ja D. PULEX- vesikirppujen lisiifintyminen
simuloiduissa ilmastonmuutos olosuhteissa: ekosysteemitason co,-altistus (pro gradu)

2004 SAARINEN TUOMAS: Petodyriiisen merkitys Vesijirven ulappavyshykkeen
eldinplanktonyhteiséssd (pro gradu)

2004 VAKKILAINEN KIRSI: The role of zooplankton in controlling phytoplankton biomass in lake
littoral (lis.tutkimus)

2004 HAGNER MARLEENA: Koivutisle torjunta-aineena: vaikutukset lehtokotiloon (Arianta
arbustorum) ja maaperian (pro gradu)

2004 JARVINEN KIRSI: Vesikasvien pintojen ja pechmeiden pohjien piillys- ja pohjaeldimistot
matalien jirvien tilan kuvaajina (pro gradu)

2004 SUUTARI MILLA: Kasviplanktonin ravinnerajoitteisuus Lahden Vesijirvessi kesilld 2000
(pro gradu)

2005 VAURAMO SAARA: Decomposition of chitinase transgenic silver birch ( Betula pendula) leaf
litter and effects on decomposer populations in a field trial (pro gradu)

2005 IKONEN SUVI: Kasvukauden aikaiset muutokset ravinnonkiytossi kahdessa
jadnnehalkoisjalkaisen populaatiossa (pro gradu)

2005 PARTANEN PASI: Bakteeridiversiteetin méidrittiminen molekyylibiologisin menetelmin
kompostointiprosessin eri vaiheissa (pro gradu)

2005 MANTYLA MINNA: Humuskuormituksen vaikutus nuottaruchon (Lobelia Dortmanna L.)
fotosynteesiaktiivisuuteen seki sedimentin happioloihin ja bakteerien entsyymiaktiivisuuksiin
(pro gradu)

2005 TAIPALE TIINA: Lahopuu luonnonmetsisukkessiossa (pro gradu)

2006 VALENTINI MARCO: The assessment of toxicity in lead contaminated soils
(master science thesis)

2005 AALTONEN HERMANNI: Kohonneiden alailmakehén otsoni- ja hiilidioksidipitoisuuksien
vaikutukset maaperin mikrobiyhteison rakenteeseen (pro gradu)

2006 ENBERG EIJA: Ympirist- ja laatujarjestelmin liittiminen yhteiseksi toimintajirjestelmiksi
julkisen hallinnon organisaatiossa, Kymenlaakson sairaanhoitopiirin kuntayhtymiissi (pro gradu)

2006 NIITTYMIES HEIDI: Ymparistovaikutukset ja —vastuu: esimerkkini suolakylldstimén alue
(pro gradu)

2006 KOSKINEN KAISA: Oljyvuotojen puhdistus tupasvillan avulla ja 6ljyn bioremediaatio Itimeren
rannikkoalueilla (pro gradu)

2006 KAUPPI SARI: Oljylli pilaantuneen maan biologisen hajotuksen tehostaminen (pro gradu)

2006 PASANEN TIINA: Koivutisle lehtokotiloiden (Arianta arbustorum) karkotteena ja sen kilyton
ympiiristévaikutukset maaperissi ja vesielidissi

2006 KARJALAINEN ANNE-MARI: Ecotoxicity and Bioavailability of CCA in Soils at an Old Wood
Impregnation Site (pro gradu)

2007 LJUNGBERG REETTA: Vuollejokisimpukan elinympiiristévaatimuksct ja litkkuminen
Nummenjoen yldosassa

2007 HANNULA EMILIA: The effect of diesel and its removal on the population dynamics of the
bacteria in the Baltic Sea (pro gradu)
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33

.54
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2007 PELTOMAA ELINA: Kasviplanktonin vuotuiset ja vuosienviliset vaihtelut pienessi
humuspitoisessa metsdjarvessi vv, 1990-2003 (pro gradu)

2007 FINGERROOS TERO: Biosensoribakteerin kayttd raskasmetallin pitoisuuden mairityksessi
maaperisti — lyijyn ekoloksisuus suhteessa sen biosaatavuuteen (pro gradu)

2007 TORKKELI MINNA: Lyijysaastumisen vaikutukset maaperickosysteemin toimintaan ja
elioyhteison rakenteeseen entiselld ampumarata-alueella (pro gradu)

2008 VUORIMAA PAULA: Torjunta-aineiden esiintyminen pohjavedessa—vertailua kaupunkien ja
kuntien vililld (pro gradu)

2008 ANTTILA JARNA: Ekologinen riskinarviointi: lyijyn biosaatavuuden mairitys ampumaradan
lyijylld pilaantuneesta maasta (pro gradu)

2008 SWANSON SAARA: Yksittdisen sateen vaikutus ekosysteemin liuenneen orgaanisen hiilen
(DOC) magridn (pro gradu)

2008 PELTONEN SANNA: Lahden ekologinen verkosto ja sen merkitys kaupungissa esiintyville
nisiikkaille (pro gradu)

2008 RANTANEN MARI: Lyijyn vaikutukset typen transformaatioihin havumetsiekosysteecmissi (pro
gradu)

2008 TOLONEN IRMA: Monimuotoiset luontokohteet tiivistyvissd kaupunkiympiristossi
- kaupunkiekologinen tarkastelu lehtojen merkityksesta (pro gradu)

2008 RISTOLA JUHA-PEKKA: Lahden kaupungin kehittymisen vaikutus alueensa pohjavesien
laatuun (pro gradu)

2008 JAASKELAINEN VIRPI: Polyaromaattisten hiilivety-yhdisteiden vaikutukset
kaupunkiekosysteemissi — fenantreeni ja pyreeni malliaineina (pro gradu)

2008 VARTTO HEIDI: Kasviplankiondynamiikka suhteessa fysikaalis-kemiallisten tekijdiden
vaihteluihin eri vesikerroksissa Vesijirven Enonselilld (pro gradu)

2008 TOTVAINEN KATRI: Metallien toksisuus vesiselkarangattomilla — kudospiloisuusperusteinen
tarkastelu

2008 MARI VESA: Elektrokineettisen kiisittelyn optimoiminen 6ljylld pilaantuneen maan
puhdistamiseksi

2008 MIA SUONTAUS: Biologisten ja kemiallisten lisdaineiden vaikutus kompostin mikrobistoon-
kokeellinen tutkimus plfa-menetelmilli (pro gradu)

ANU JULMALA-JANTTI: Ristilimaskan (lemina trisulca) ja pikkulimaskan {lemina minor) vilinen
resurssikilpailu — esimerkkeini typpi ja fosfori (pro gradu)




