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SISSEJUHATUS

Eesti loodusele kujutavad jérjest enam ohtu invasiivsed voorliigid, mis on inimtegevuse tottu nii tahtmatult
kui tahtlikult jdudnud véljapoole oma algset leviala. Voorliikide levik ohustab kohalikke 6kosiisteeme, liike
ja nende elupaiku. Uheks organismide grupiks, kes Eesti loodust ohustavad, on vihi voorliigid
(signaalvdhk, ogapdskne vdhk ja marmorvihk). Nende pidev levik ja arvukuse tdus on pdhjustanud
kohaliku joevihi populatsioonide drastilise languse, kuna on ressursikonkurendiks ning kannavad edasi
vahikatku (Aluma, Pukk, Hurt, & Kaldre, 2023; Grandjean et al., 2017). Seetdttu on véhi vodrliikide pidev
seire ohustatud joevéhi populatsioonide kaitsmiseks iilioluline.

Siiani on enamus Euroopa riikides védhi vodrliikide seireks, leviku kontrolliks ja torjeks kasutatud
morraptitiki (Green, Bentley, Stebbing, Andreou, & Britton, 2018; Hudina, Maguire, Dragicevi¢, & Galic,
2022). Selleks aga, et vahi voorliike saaks voimalikult varakult tuvastada (enne kui neil dnnestub veekogus
stabiilne populatsioon luua), on vaja kasutusele votta uuenduslikke seiremeetodeid.

Uheks selliseks meetodiks on keskkonna DNA (eDNA), mille kiigus filtreeritakse, eraldatakse ja
analiilisitakse vees olevat DNA-d (Agersnap et al., 2017; Chucholl, Fiolka, Segelbacher, & Epp, 2021;
King, Krieg, Weston, & Zenker, 2022; Klymus, Marshall, & Stepien, 2017; Rusch et al., 2020). eDNA-d
on edukalt kasutatud ka vahikatku patogeeni Aphanomyces astaci tuvastamiseks (Mirimin et al., 2022; D.
A. Strand et al., 2019). Erinevad teadusuuringud on ndidanud, et tegemist on usaldusvéirse meetodiga véhi
voorliikide varajaseks tuvastamiseks (Johnsen, Strand, Rusch, & Vralstad, 2020; Mauvisseau et al., 2018;
D. A. Strand et al., 2019).

Kéesoleva pilootuuringu kdigus hinnati eDNA meetodi sobilikkust erinevates Eesti veekogudes véhi
voorliikide tuvastamiseks ja selle voimalikku integratsiooni iga-aastase seireprogrammi osana.



1. MATERJAL JA METOODIKA

1.1.eDNA proovide kogumine
Keskkonna DNA ehk eDNA proove onnestus koguda 16-st veekogust iile Eesti. Need veekogud olid: Riksu

oja, Koimla peakraav, Piarnu jogi, Reiu jogi, Parnu Vallikraav, Ropka jirv, Balti ja Eesti SEJ
véljavoolukanalid, Reo karjaar I, Reo karjdari vastas oleva paisjarv (Reo karjédar II), Kuke oja, Vaéna jogi,
Mustjogi, Loobu jogi, Narva jogi ja Urbukse jarv. eDNA proovide filtreerimine viid 1dbi 2022. ja 2023.
aasta augustis ja septembris. 2022. aastal koguti 92 eDNA proovi (k.a. 9 negatiivset kontrolli) 13-st
veekogust ning 2023. aastal koguti koos negatiivsete kontrollidega 64 proovi, vottes kordusproovid Riksu
joest, Reo karjddrist ja Mustjogi joest. 2023. aastal lisandus kolm uut veekogu — Loobu j6gi, Narva jogi ja
Urbukse jarv.

eDNA proovide kogumisel 14htuti Strand et al., (2019) artiklis kasutatud metoodikast. Liihidalt, proovide
votmiseks heideti proovivotu anum (Lisa 1) soovitud kohta veekogus, lastes sellel pohja vajuda ning oodati
vahemalt 2 minutit, et iiles kerkinud muda uuesti settiks. Proovivotu anum oli {ihendatud voolikuga
peristaltilise pumba kiilge (Lisa 2). Seejarel loputati voolik ja filtrihoidik enne proovi votmist veel veekogu
veega ldbi (pumbates ldbi siisteemi 2 L vett; seda tehti selle pédrast, et viltida peale seadmete
desinfitseerimist valgendi jddkide sattumist proovi). Olenevalt veekogust, pumbati klaasfiiber filtrist 14bi
2-5 L vett (sogases vees ummistus filter kiiremini; Lisa 3). Peale filtreerimist asetati filter steriilsete
pintsettidega selleks ettendhtud 15 ml Falcon tuubidesse. Tuubid olid eelnevalt steriilsetes tingimustes
(laboris) tdidetud séilituspuhvriga ATL (Qiagen). Kontaminatsiooni véltimiseks ning kindlustamaks, et
proovivotu vahenditega véhikatku ei levitataks, desinfitseeriti koik seadmed iga péeva lopus.

1.2.eDNA eraldamine ja kvantitatiivse polumeraasahelreaktsiooni (qPCR-i) analiiiis

eDNA molekulaargeneetilised analiiiisid viidi libi EMU vesiviljeluse dppetooli kalageneetika laboris.

Klaasfiiber filtritest eraldati eDNA kasutades selleks Dneasy Blood and Tissue (Qiagen) eralduskitti koos
NucleoSpin Filters Midi ja NucleoSpin Plant II Midi kittidega (Macherey-Nagel). Kdik eDNA proovid
puhastati inhibeerivatest ainetest (mis vdivad hiljem takistada qPCR-i reaktsiooni), kasutades selleks Zymo
Research PCR inhibitor removal kitti ning pipeteeriti pikaajaliseks séilitamiseks mdeldud lo-bind 1.5ml
tuubidesse (Eppendorf).

Seejarel viid ldbi liigispetsiifiline qPCR-i analiiiis nelja erineva vihi liigi (joevdhk, signaalvéhk,
marmorvéhk ja ogapdskne vihk) ja vihikatku markeritega. Kdik proovid analiilisiti kolmes tehnilises
korduses. Jdevihi, signaalvihi, marmorvéhi ja ogapdskse vahi analiiiisideks kasutati Mauvisseau et al.,
(2018), Rusch et al., (2020) protokolli ning vahikatku analiiiisiks kasutati Vralstad et al., (2009) protokolli
koos Strand et al., (2023) geneetiliste markeritega. Koost60s projektipartneri David Strandiga optimeeriti
Mauvisseau et al., (2018) ogapdskse védhi markereid, muutes need liigispetsiifilisemaks.

Selleks, et teada saada, kui tundlik qPCR-i meetod on, selgitati iga liigi puhul vélja avastamis- ja
kvantifitseerimise piirid (ing.k. limit of detection (LOD) ja limit of quantification (LOQ)). Seda t66d teostati
Klymus et al., (2020) metoodika jérgi. LOD-i defineeritakse kui madalaimat DNA kontsentratsiooni, kus
95% tehnilistest qPCR-i kordustest amplifitseeruvad. LOQ on aga madalaim DNA kontsentratsioon, kus
variatsioonikoefitsient on alla 35% Klymus et al., (2020).



K&iki proove analiiiisiti kolmes qPCR-i korduses ning proov peeti positiivseks, kui vihemalt 2/3 kordustest
olid positiivsed (qQPCR-i tulemus pidi jddma iile LOD viértuse). Samuti vorreldi eDNA qPCR-i tulemusi
iga-aastaste mdrrapiiligi andmetega.

2. ANALUUSIDE TULEMUSED

gqPCR-i analiiiis tuvastas joevahi eDNA-d jargmistes veekogudes: Védna jogi, Loobu jogi, Kuke oja ja
Mustjogi (Joonis 1, Tabel 1). Kui Vidéna ja Loobu joe eDNA tulemused langesid kokku eelnevalt labiviidud
morraplitigi andmetega, siis Kuke ja Mustjogi tulemused jiid ebaselgeks. Signaalvidhi eDNA-d tuvastati
Riksu ojast, Koimla peakraavist, Parnu Vallikraavist, Véddna joest, Mustjogi joest, Loobu joest ja Ropka
jarvest, langedes kokku morrapiiligi andmetega. Samas, vastupidiselt morrapiitigi informatsioonile, Reo
karjadrist ning Urbukse jarvest seda liiki ei tuvastatud. Samuti langesid morrapiiiigi andmetega kokku ka
ogapdskse vihi eDNA tulemused Parnu joes, Parnu Vallikraavis ja Reiu joes.

Viéna, Loobu ja Mustjdgi joes elavad joevihid koos signaalvihkidega, seda kinnitavad nii morrapiiiigi kui
ka eDNA andmed (Joonis 1, Tabel 1). Selline kahe liigi kooseksisteerimine saab vdimalik olla siis, kui
voorvahid ei ole vihikatku kandjad ja kui nende arvukus on suhteliselt madal. Lisaks elavad kaks voorvahi
liiki, signaalvihk ja ogapdskne vihk, edukalt koos Parnu Vallikraavis.
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Joonis 1. Kaart eDNA qPCR-i analiiiisi tulemustega. Sektordiagrammidega on vélja toodud signaalvihi (punane),
joevihi (kollane), ogapdskse vihi (roosa), marmorvihi (roheline) ja vdhikatku (must) tuvastamine antud veekogus.
Tiihi sektordiagramm téhendab, et ei tuvastatud tihtegi liiki. Numbrid tdhistavad proovivotu veekogu (tdpsem info
Tabel 1).




Tabel 1. Piiligi saagikus (CPUE ehk tk/mdrrad6 kohta) uuritud veekogude 15ikes

CPUE*
Nr Veekogu Signaalvihk Joevihk Ogapoéskne vihk Marmorvihk

1 Riksuoja 2.2

2 Koimla peakraav 0.7

3 Reo karjdér [ 0.2

4 Reo karjédr 11

5 Kuke oja

6 Pidrnu Vallikraav 0.1 0.3

7 Pérnu jogi 1.7

8 Reiu jogi 0.3

9 Véina jogi 1.4 2.2
10 Ropka jarv 0.1
11 Urbukse jarv 0.7
12 Mustjogi 0.1 0.1
13 Loobu jogi 0.3 1.2
14 ESEJ viljavoolukanal 0.1
15 BSEIJ véljavoolukanal 0.1
16 Narva jogi 0.4

* - CPUE info on v&etud 30-ne pédeva jooksul enne eDNA proovide kogumist vdi siis sama aasta kdige 1dhimal kuupdeval (CPUE
<1 =madal, CPUE 1-4 = keskmine ja CPUE > 4 = kdrge (Tulonen et al., 1998).
BSEJ — Balti Soojuselektrijaam, ESEJ — Eesti Soojuselektrijaam.

Marmorvihi eDNA tulemused ei ndidanud liigi olemasolu BSEJ ja ESEJ viljavoolukanalites, kuigi
morrapiitikidega on see kinnitatud. Siinkohal on tdhtis mainida, et osad proovid loeti negatiivseks selle
tottu, et nende tulemus jdi alla LOD-1 vairtuse. Norga signaali pdhjuseks voib olla asjaolu, et tegemist on
vordlemisi suurte veekogudega ning vihkide arvukus on eDNA meetodiga tuvastamiseks madal. Samuti
sai kinnitust tosiasi, et eDNA proovid on soovitav koguda morrapiiiikidega samadest kohtadest, et
suurendada liigi tuvastamise toendosust eDNA-ga. Jargmiste uuringute puhul voiks suurendada eDNA
proovide ja proovivotu punktide arvu veekogus ning veelgi suurendada marmorvihi geneetilise markeri
tundlikkust.

Vihikatku eDNA-d tuvastati ainult Riksu ojas ning Urbukse jarves ja Reo karjdir II ei tuvastatud eDNA
meetodikaga iihtegi uuritud liiki.



KOKKUVOTE

Esialgsed pilootuuringu tulemused niitavad, et eDNA meetod on usaldusvddrne vihkide esinemise
tuvastamisel mddduka populatsioonitihedusega veekogudes. Joeviahi DNA-d tuvastati neljas, signaalvihi
DNA-d seitsmes, ogapdskse vihi DNA-d kolmes ning vdhikatku DNA-d iihes veekogus. Samuti oli
veeprooviga voimalik kindlaks teha need veekogud, kus esines kaks liiki koos (Védéna jogi, Mustjogi, Loobu
jogi ja Parnu Vallikraav).

Selleks aga, et tosta liikide tuvastamise tdendosust ka véikeste populatsioonitihedustega veekogudes (nagu
nditeks marmorvéahkide puhul Narva joe siisteemis), tuleb meetodit veel edasi arendada ja optimeerida,
suurendades eDNA proovide ja proovivatu punktide arvu veekogus ning tddtades vilja veelgi tundlikumad
geneetilised markerid.

Lopetuseks voib siiski 6elda, et eDNA meetod on hea tdiendus morrapiilikide kasutamisele invasiivsete
vahiliikide tuvastamiseks, seireks ja kontrolliks. Samuti on soovitav eDNA meetodit kasutada juhtudel, kui
seirata on vaja uusi veekogusid, kus t60- ja ajamahukas mdrrapiiiik ei ole digustatud.

Aruandes kasutatud eDNA informatsiooni pdhjal on koostamisel teadusartikkel (eeldatava pealkirjaga
»eDNA-based detection of invasive crayfish and crayfish plague in Estonia®), mis on plaanis avaldada
ajakirjas Environmental DNA (https://onlinelibrary.wiley.com/journal/26374943).




LISAD




Lisa 3. Klaasfiiber filter peale filtreerimist.
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