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1. Johdanto

Patogeenien ja loisten merkitys on suunnaton: Tiettdvasti jokaisella elidlajilla on loisia, ja jokainen
yksil0 joutuu jatkuvasti patogeenien ja loisten hyokkaysten kohteeksi. Patogeenien hyokkaykset ovat
elidille haitta, koska tartunnat vahentévat elididen kelpoisuutta heikentdmalla elin- tai
lisddntymiskykyd. Haittoja vahentéakseen elidilla onkin keinoja suojautua tartunnalta.
Suojautumisen voimakkuuteen vaikuttaa kolme tekijéé: miten suuri vaikutus tartunnalla on, kuinka
paljon suojautumiseen kuluu resursseja ja kuinka yleisia tartunnat ovat (Schmid-Hempel 2005a). Jos
patogeenit ja loiset ovat runsaita, tartunnat ovat yleisempié ja suojautumisen merkitys kasvaa.
Suojautuminen ei kuitenkaan ole ilmaista, vaan immuunipuolustuksen yllapitoon kuluu resursseja,
jotka ovat pois muista kelpoisuutta parantavista toimista (trade-off) (Cotter ym. 2004). Patogeenit ja
loiset ovat isdntalajeilleen ongelmallisia my0s, koska ne sopeutuvat jatkuvasti hyvéksik&yttamaan
paremmin isantiddn. Samalla isantélajit pyrkivat sopeutumillaan vdhentdméaan loisivien lajien
vaikutusta ja tehostamaan puolustustaan (Schmid-Hempel 2005a). Tilanne voi johtaa evolutiiviseen
kilpavarusteluun, jossa lajien pitad kehittya séilyttadkseen kelpoisuutensa (ns. punaisen
kuningattaren hypoteesi, Red Queen hypothesis, Van Valen 1973). Tdménkaltainen mekanismi
saattaa olla suvullisen lisddntymisen syy (Bell 1982, Lively & Jokela 2002).

Ryhmissé elavét eldimet saattavat olla alttiimpia patogeeneille kuin yksin elavéat
eldimet, koska tartunnan todennékdisyys on suurempi. T&ma on todettu myos empiirisesti, muun
muassa yhdyskunnissa pesivilld linnuilla (Tella 2002). Tarkein yksittdinen tekija, joka lis&a alttiutta
saada tartunta, on suuri yksilotiheys (Alexander 1974) - ryhmissé eldimet ovat jatkuvasti l&hell&
toisiaan. Erityisesti yhteiskunnissa sukulaisuus voi helpottaa patogeenien leviamistd, koska laheista
sukua toistensa kanssa olevien yksildiden joukossa syntyy helposti epidemia, koska patogeenit
levidvat helpommin geneettisesti samankaltaisten yksildiden valilla (Schmid-Hempel 1994, Cremer
ym. 2007, Reber ym. 2008). N&in ollen sosiaalisilla eldimilla tehokas immuunipuolustus on
todenndkoisesti merkittava valintatekija. Sosiaalisilla elaimilla onkin sosiaalisuuteen perustuvia
adaptiivisia piirteitd, joilla ne valttavat tartuntoja (Cremer & Sixt 2009).

Minkalainen sitten on patogeenin ja isdnnén valinen dynamiikka? Koska
mielenkiintomme kohdistuu patogeenien isdnnélleen aiheuttamiin kustannuksiin, keskeinen késite on
virulenssi. Virulenssi on laajan mééritelman mukaan infektion aiheuttama kustannus isannélle.
Andersonin ja Mayn (1982) vaihtokauppaperiaatteeseen perustuvan hypoteesin mukaan virulenssi,
patogeenin tarttuvuus ja infektiosta selviytymisen aika ovat keskenddn riippuvaisia: Mit4 kauemmin

infektio kesta, sité kalliimmaksi se tulee patogeenille, koska patogeeni joutuu panostamaan isdnnén
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immuunipuolustuksen harhauttamiseen ja vélttelyyn. Mité virulentimpi patogeeni on, sita
tehokkaammin patogeenin on levittdva, koska isénté saattaa kuolla nopeammin ja nopea levidminen
vaatii puolestaan kustannuksia. Infektion alkuvaiheessa suuri virulenssi saattaa olla erittain
haitallista patogeenille, jos isantd kuolee ennen kuin patogeenilla on ollut mahdollisuuksia lisdéntyé
(Alizon ym. 2009). Frank ja Schmid-Hempel (2008) esittivatkin, ettd sellaiset patogeenit, jotka
manipuloivat tai ohittavat kokonaan isannan immuunipuolustuksen, ovat merkittavimpi& virulenssin
l&hteité.

1.1. Immuunipuolustus

Yksittdisten hyonteisten tarkein suoja on antimikrobiaalisten aineiden peittama ulkokuori (Siva-
Jothy ym. 2005). Hyonteiset pitadvat kuortaan puhtaana sukimisella, joka poistaa bakteereja kuorelta
ja levittad antimikrobiaalisia aineita (Hart & Ratnieks 2001). Myds ruuansulatuskanava on
patogeeneille vaikea elinympaéristo, silla ruuan joukkoon eritetyt antibiootit tappavat bakteereja ja
vahentévat suolen seindmén I&pi pyrkivien patogeenien maarad. Jos patogeeni kuitenkin péasee
sisélle hyonteisen ruumiiseen, monipuolinen puolustus k&ynnistyy. Immuunipuolustus rakentuu
molekyyli- sekd solutason osista (Schmid-Hempel 2005a, Evans ym. 2006), joista edelliseen
lukeutuvat muun muassa antimikrobiset peptidit, lysosomit ja joukko immuunitekijéitda (Hancock
ym. 2006). Solutason puolustukseen kuuluu muun muassa kotelointi, jossa hemosyytit tunnistavat
tartunnanaiheuttajan vieraaksi ja kerdéntyvéat sen pinnalle. Ndin pystytd&n puolustautumaan
monisoluisia tunkeutujia vastaan. Biokemiallisen reaktion jalkeen kotelo kovettuu ja taudinaiheuttaja
kuolee kotelon sisélle (Schmid-Hempel & Ebert 2003). Jaottelu molekyylitason ja solutason
puolustukseen on enemminkin kateva kuin biologisesti merkityksellinen (Rolff & Siva-Jothy 2003,
Schmid-Hempel & Ebert 2003), esimerkiksi koteloinnin jalkeen tapahtuva melanisaatio on sek&
solu- ettd molekyylitason puolustuksen aiheuttama. Edelld kuvailtuja mekanismeja kutsutaan
synnynndiseksi immuunipuolustukseksi. Seké selkarankaisilla etta selk&rangattomilla on
perustoiminnaltaan samanlaiset mekanismit puolustautua laaja-alaisesti patogeeneja vastaan.
Selkarankaisilla on synnynnéisen immuunipuolustuksen lisaksi hankittu
immuunipuolustus (Klein 1989). Hankittu puolustuskyky tarkoittaa erddnlaista solutason oppimista:
jos eli6 on haastettu tietylld patogeenilld, se pystyy seuraavalla kerralla kdynnistaméén tarkasti tata
patogeenid vastaan suunnatun vasteen (Vilmos & Kurucz 1998). Lisaksi reaktioon liittyy

immunologinen muisti, jolloin seuraavat reaktiot patogeenié vastaan ovat nopeampia ja



tehokkaampia. Hankitusta puolustuskyvysté vastaavat selkarankaisten T- ja B-solut. Perinteisen
késityksen mukaan hyonteisilla, eikd muillakaan selk&rangattomilla, ole hankittua puolustusta (Rolff
& Siva-Jothy 2003).

Viime vuosina on kuitenkin havaittu, etta selkarangattomilla saattaa olla hankittua
immuunipuolustusta vastaava suunnattu puolustus (Kurtz & Armitage 2006). Tata aihetta on tutkittu
erityisesti Drosophila —ké&rpésilla (Agaisse 2007). Kérpésia on altistettu bakteeriannoksella, joka ei
ole tappava. Tamén jalkeen annettu toinen, normaalisti kuolettavan kokoinen annostus, ei
aiheutakaan kuolemaa. Erityisen mielenkiintoista on, ettd "rokotus” toimii spesifisti vain samalle
patogeenille. Reaktion mekanismeja ei vield tunneta tarkkaan. Samankaltaisia reaktioita on havaittu
muun muassa kimalaisilla (Moret 2001) ja kovakuoriaisilla (Moret & Siva-Jothy 2003).
Kovakuoriaisilla on huomattu, etté reaktio saattaa jopa olla spesifi bakteerikannalle (Roth ym. 2009)
ja kimalaisilla on havaittu, ettd immunologinen "muisti” voi sailyé useita viikkoja (Sadd & Schmid-
Hempel 2006). Liséksi on havaittu, ettd vanhempien saama immuunihaaste saattaa johtaa
jalkeldisten parempaan immuunipuolustukseen. Daphnia magna —vesikirpulla tdimé on jopa havaittu
yksil6lliseksi patogeenikantojen suhteen (Little ym. 2003).

Selké&rankaisten puolustusta vastaavan hankittujen immuunipuolustusmekanismien
I6ytyminen my0s selkdrangattomilta ei ole sindnsé yllattavaad (Kurtz 2004, Little & Kraaijeveld
2004). Evoluution kuluessa voi muodostua hyvinkin samankaltaisia jarjestelmid, ja patogeenien
tunnistaminen ja muistaminen ovat molemmat erittdin hyodyllisia ominaisuuksia (Loker ym. 2004).
Toistaiseksi on kuitenkin vield epéselvad, kuinka paljon selkdrangattomien ja selkarankaisten
immuunipuolustuksissa on eroja ja yhtalaisyyksid — vai onko yhtalaisyyksia rakenteellisella tasolla
lainkaan (Little ym. 2005, Hauton & Smith 2007, Rowley & Powell 2007).

1.2. Immuunipuolustuksen voimakkuuden tutkiminen

Immuunipuolustuksen voimakkuutta voidaan tutkia monella eri menetelmalld. Usein kdytetty mittari
on melanisaatio, joka voidaan saada aikaan kokeellisesti abioottisilla esineilld, kuten nylonsdikeella
(Koning & Schmid-Hempel 1995). Muita kaytettyja menetelmi& ovat antimikrobiaalisten aineiden
(Moret 2001), fenolioksidaasin ja hemosyyttien méaran mittaaminen (Wilson ym. 2001) Lisaksi
RNA-transkriptien perusteella voidaan havaita mahdollinen immuuniproteiinien synteesin

k&ynnistyminen (Hauton ym. 2005).



Immuunipuolustuksen tehosta puhuminen saattaa kuitenkin olla harhaanjohtavaa, silla
immuunipuolustukseen kuuluu hyvinkin erilaisia osia: melanisaatio, antimikrobiaaliset peptidit,
lysosyymit ja syodjasolut. N&iden toiminnan valilla ei ole vélttdméatta korrelaatiota ja tutkimukset ovat
hyvinkin ristiriitaisia (Adamo 2004). Krysanteemiyokkdsella (Spodoptera littoralis) tehtyjen
tutkimusten mukaan lysosyymien vélittdma antibakteriaalinen toiminta korreloi negatiivisesti
hemosyyttien maarén kanssa. Hemosyyttien mééra puolestaan korreloi positiivisesti soluvélitteisen
puolustuksen, kuten melanisaation, kanssa (Cotter ym. 2004). Vastaava tutkimus on myos tehty
sirkoilla, joilla dominoivilla koirailla oli voimakkaampi melanisaatioreaktio, mutta lysosyymien
toiminta oli heikompaa (\VVaénanen ym. 2006). Selitykseksi tarjottiin, ettd4 dominoiva koiras on
adnekkaampi ja mahdolliset parasitoidit huomaavat sen helpommin, jolloin tehokas parasitoidin
munien tuhoamiskyky on erityisen tarked. Sama toimisi myds kaénteisesti: adntely on luotettava
mittari koiraan kelpoisuudesta, joka on sitd parempi, mita tehokkaampi immuunipuolustus on.

Immuunipuolustuksen tehoa rajoittavat useat tekijat kuten ravinnonpuute, reaktion
k&ynnistdmiseen kuluva aika, tartunnanaiheuttajien monimuotoisuus ja yksilén ika (Cotter ym. 2004,
Rantala & Roff 2006). Hyonteisten ikd&ntyessa niiden immuunipuolustuksen teho saattaa heiketa
(Brown ym. 2003). Immuunipuolustuksen tehon vaihtelu johtunee siit4, ettd immuunipuolustuksen
yllapito on kustannus hyonteiselle (Sandland & Minchella 2003). Immuunipuolustuksen teho on siis
optimoitava kuhunkin tilanteeseen (Rolff & Siva-Jothy 2003). Yleisen kasityksen mukaan
vastakuoriutuneella hyonteisellda on merkittavésti aikuista hyonteistd heikompi immuunipuolustus.
Taydellisen muodonvaihdoksen lajit kayvét I&pi suojaavassa kotelossa rankan muodonmuutoksen,
jolloin oletettavasti immuunipuolustukseen ei ole varaa kuluttaa paljon resursseja (Siva-Jothy 2005).

Hyonteisen immuunipuolustus saattaa olla rakenteellisesti suuntautunut juuri yksilon
kohtaamaa patogeenipainetta kohden. Todisteena tésta ovat erot Anopheles ja Drosophila-sukujen
edustajilla. Vaikka molemmat suvut kuuluvat kaksisiipisten (Diptera) luokkaan, Toll-
reseptorijarjestelman (kts. kappale Antimikrobiaaliset peptidit) tunnistusmolekyyleissé oli suuria
eroja (Dimopoulos ym. 1997). Immuunipuolustusjarjestelmissa lienee suurta vaihtelua pelkéstaan
hyonteisten kesken, jos néin l&heisillakin suvuilla erot ovat suuria. Monimuotoisuuden takia muilla
lajeilla tehdyn tutkimuksen soveltaminen muurahaisiin on otettava varauksella. T&ssé tyossa
keskityn antimikrobiaalisiin peptideihin, jotka ovat merkittdva immuunipuolustuksen osa.
Antimikrobiaalisten peptidien maaréa pystytaén arvioimaan sen perusteella, kuinka voimakkaasti

hydnteisten hemolymfa ehkdisee kasvua bakteeriviljelméssa (Moret 2001).



1.3. Antimikrobiaaliset peptidit

Antimikrobiaaliset peptidit ovat aineita, jotka tuhoavat mikrobeja. Antimikrobiaalisten peptidien
pituus on noin 12-50 aminohappoa (Taguchi ym. 1998). Pienimmat, alle yhden kilodaltonin kokoiset
peptidit ovat rakenteellisesti hyvin kestévid molekyylej4, joten niitd voidaan elimistdssd muodostaa
ja varastoida. Antimikrobiaalisia peptideja 16ytyy koko eldinkunnasta, seka selk&rankaisilta etta
selkdrangattomilta. Peptideja on havaittu jokaisella tutkitulla selkdrangattomalla lajilla ja niiden
oletetaankin olevan immuunipuolustuksen selkdranka. Peptidit ovat erityisen kiinnostava
tutkimuskohde mahdollisten taloudellisten ja terveydellisten hyotyjen takia, sill4 ne ovat uusien
ld&keaineiden suunnittelussa lupaavia kohteita (Hancock ym. 2006).

Suurin osa hyénteisten peptideistd muodostuu rasvakudoksessa, mutta niita
syntetisoidaan my6s hemosyyteissa ja suolenseindmén soluissa. Antimikrobiaalisten peptidien
muodostuminen voi olla jatkuvaa, tai sitten niiden tuotanto laukeaa immuunihaasteen ansiosta
(Meylaers ym. 2003). Vaikka niiden rakenteet eroavat toisistaan paljon, yhteisend tekijana
laskostuneessa muodossa ovat hydrofobisia ja varautuneita osia, jotka reagoivat voimakkaasti
kalvorakenteiden kanssa. Reaktiot voivat olla melko spesifisi& bakteereille, koska bakteerien
solukalvoissa on paljon anionilipidejé (Tincu & Taylor 2004). Peptidien yhteistoiminnasta tai
patogeeneja tuhoavista ominaisuuksista tiedetédan vield vahan, mutta tuotantoon liittyvéat
signaaliketjut ovat jo melko hyvin tunnettuja (Khush ym. 2002). Kun patogeeni tunkeutuu
hydnteisen ruumiiseen, hemolymfassa kiertdvat hemosyytit 10ytévat patogeenin kemotaksiksen
perusteella. Hemosyytit vapauttavat antimikrobiaalisia peptidejé ja auttavat peptidisynteesin
kaynnistymisessa. Drosophila-kérpésilla sieni-infektio aiheuttaa muodonmuutoksen Spatzle-
proteiinissa, joka kiinnittyy Toll-reseptoriin (Tzou ym. 2002). T4asta syntyy signaaliketju, joka
paattyy transaktivaattoreihin Dorsal ja Dif, jotka k&ynnistavat antimikrobiaalisia peptideja
koodaavien geenien ekspression. Toinen vastaava signaalireitti on immuunipuutosreitti (Imd), joka
tunnistaa Gram-negatiiviset bakteerit ja joka Relish-transaktivaattorin avulla kdynnist&a
peptidituotannon. Erona néilla kahdella reitilld on se, etta Toll-reitti kayttd4 apunaan hemolymfassa
liikkuvia proteiineja, kun taas Imd-reitin kdynnistavat kalvoproteiinit. Antimikrobiaalisia peptideja
muodostavat geenit aktivoituvat nopeimmillaan tunnin sisélla. Geeniekspression kdynnistymisté on
tutkittu sekd Drosophila —karpasilla (Lemaitre ym. 1997), Tenebrio molitor —kovakuoriaisella
(Haine ym. 2008) ettd Pseudoplusia includens —yokkosella (Lavine ym. 2005). Kaikilla

geeniekspressio on vilkkaimmillaan 24 tuntia haasteen jalkeen ja sammuu viimeistaan 48 tuntia
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Kuva 1: Toll- ja Imd-signaalireittien toiminta. Gram-

negatiiviset bakteerit kaynnistavat yleensa Imd-reitin ja

Gram-positiiviset Toll-reitin. Imd-reitin kalvoproteeinia ei

viela tunneta.
immuunihaasteen jalkeen. Antimikrobiaaliset peptidit sdilyvat hemolymfassa 5 — 44 pdivaa lajista
riippuen.

Antimikrobiaalisia peptideja on loydetty yhteiskuntahyonteisiltd vahemman kuin yksin
elavilta hyonteisilta. Mehildisilla (Apis mellifera) naita yhdisteitd on loydetty kuusi, verrattuna
Drosophilan 20 ja Anopheleksen yhdeksaan peptidiin (Evans ym. 2006). Syyksi tahén
yksinkertaisempaan immuunipuolustusvalikoimaan on ehdotettu muun muassa tehokkaita sosiaalisia
patogeenien hillitsemiskeinoja tai sitg, ettd yhteiskuntahyonteisten patogeenit ovat spesifimpié kuin

yksin elavilla hyonteisilla.

1.4. YhteiskuntahyoOnteiset

Kuinka paljon hyonteisten aitososiaalisuus vaikuttaa patogeenien levidmiseen? Vastausta on vaikea
antaa, koska sosiaalisten hyonteisten immuunipuolustuksen evoluutiosta tiedetd&n hyvin véhan.
Mallinnusten perusteella tydnjaon puute, yhteiskunnan epatasainen ikarakenne, tyoldisten véliset
vuorovaikutukset (Naug ja Camazine 2002), suuri yksilotiheys ja tyolaisten aktiivisuus (Pie ym.
2004) ovat merkittavia patogeenien levittaytymisté lisadvié tekijoitd. Patogeenien levidmista voidaan
estéd pesan sopivalla rakenteella (Pie ym. 2004) ja yhteiskuntahyonteisten kéayttaytymispiirteilla
(Fefferman 2006).

Y hteiskuntahydnteisten taudinvélttdmisstrategiat voidaan jakaa kolmeen joukkoon:

elamankaaren muutoksiin, sosiaalisen kayttaytymisen piirteisiin ja yksittaisten yksiloiden
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immuunipuolustukseen. Eldmankaaren muutoksilla voidaan tarkoittaa esimerkiksi muutoksia
lisddntymisajassa (Moret & Schmid-Hempel 2004) tai kuningatarten parittelua useampien koiraiden
kanssa (Kraus & Page 1998). Yhteiskuntahydnteisten kayttaytymispiirteitd, jotka véhentavat
taudinaiheuttajien méaéraé, on monia: pesatovereiden sukiminen, sairastuneiden ja ruumiiden
poistaminen peséstd (Hart & Ratnieks 2001), pesien rakentaminen antimikrobisista aineista
(Chapuisat ym. 2007), infektoituneiden siirtyminen riskialttiimpiin tehtdviin ja immuniteetin
kéaynnistdmisen avustaminen (Cremer ym. 2007).

Todisteita sosiaalisesti valittyvastd immuunipuolustuksesta on lukuisia.
Kimalaisyhteiskunnan kohtaama immuunihaaste johtaa jalkeldisten suurempaan immuunivasteeseen
(Moret & Schmid-Hempel. 2001). Patogeenille altistetut termiittitydlaiset auttavat aiemmin
altistamattomia tyolaisia selviytyméan paremmin tartunnasta (Traniello ym. 2002). [Imién
mekanismeja ei tunneta, mutta erds mahdollisuus on, ettd vanhat ty6laiset edistavat
immuunipuolustuksen k&ynnistymista ruokkimisen kautta. Vastasyntyneet nisakkaat saavat maidon
mukana patogeeneiltd suojaavia aineita (Hanson 1998). My6s yhteiskuntahyonteistyolaiset ruokkivat
toukkia, ja tassé yhteydessa ne voisivat luontevasti levittdd antipatogeenisia aineita (Rose & Briggs
1969). Sosiaalisuudella on oma merkityksenséd myos yksittdisten yksildiden immuunipuolustuksen
voimakkuuteen: mehildiset erittavat sitd voimakkaampia antimikrobiaalisia aineita kitiinikuorensa
pinnalle, mitd suuremmassa ryhmassa ne elavat (Stow ym. 2007).

Muurahaisilla on my6s morfologisia sopeutumia patogeenien vaikutuksen
vahentdmiseksi. Niilld on ainutlaatuinen rakenne, metapleuraalirauhanen, joka tuottaa antibioottisia
yhdisteitd. Muurahaiset sukivat tdman rauhasen tuotoksia etujalkoihinsa ja siitd edelleen tarpeellisiin
paikkoihin (Ferndndez-Marin ym. 2006). On myds havaittu, etta erityisen haavoittuvaiset lajit, kuten
lehdenleikkaajamuurahaiset, ké&yttavat erityisen innokkaasti metapleuraalirauhasten sukimista. Onpa
jopa ehdotettu, ettd metapleuraalirauhanen olisi ollut muurahaisille avaininnovaatio, joka mahdollisti
suuremman ryhmakoon kasvun (Thorne & Traniello 2003). Lehdenleikkaajamuurahaisilla on mygs
muita rakenteita, kuten infrabukkaaliset taskut, jotka voivat toimia sterilaatiovélineing (Little ym.
2006).

Immuunipuolustuksesta on selvid kustannuksia, joten puolustuksen tehon
vaihteleminen patogeenipaineen mukaan saattaa olla evolutiivinen sopeutuma. Suuremmassa
patogeenipaineessa antimikrobiaalisten aineiden tuotanto on suurempaa ja vastaavasti ymparistossa,
jossa patogeenipaine on vahainen, aineiden tuotanto vahenee (Moret 2001). Pesan ulkopuolella
olevilla vanhoilla ty6l&isilla on paljon suurempi tartuntariski kuin pesén sisélla olevilla nuorilla
tyolaisilla (Bocher ym. 2007). Pesan ulkopuolella olevilla tyolaisilla saattaakin olla voimakkaampi

immuunipuolustus, koska tyoldiset kohtaavat suuremman patogeenipaineen. Kun kimalaisia on
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pidetty vahéisessa patogeenipaineessa, immuunipuolustus alkaa hitaasti sammua, niin ettd kahdessa
viikossa taso on jo selvésti alkutasoa alempi (Moret 2001). Sammumiseen vaikuttaa kuinka nopeasti
peptidien tuotanto loppuu ja kuinka kauan ne sailyvat ruumiissa.

Jos ty6laisilla ei ole kuoriutuessaan toimivaa immuunivastetta, immuunipuolustuksen
pitadd kaynnistya ja olisi mahdollista, ettd muurahaisilla on sosiaalisia keinoja kdynnistéa ja vahvistaa
immuunipuolustusta. Immuunipuolustuksen aktivoituminen voi tapahtua vuorovaikutuksessa muiden
ty6laisten kanssa (Ugelvig & Cremer 2007), esimerkiksi ruokinnan kautta. Jos yksilon
immuunipuolustus kaynnistyy “rokotuksella”, taudinvélttdmisstrategiat leikkaisivat

mielenkiintoisesti: Kyseessé olisi yhteison toiminto, joka vaikuttaa yksilon omaan immuniteettiin.

1.5. Tutkimuskysymykset

Vastakuoriutuneiden muurahaistyolaisten immuunipuolustusta ei ole aiemmin tutkittu, eik&
tiedetdkdan, minkalaisilla mekanismeilla puolustus kaynnistyy vai onko se jo kuoriutumisen aikaan
kéynnissd. Minua kiinnostaakin, vaikuttavatko vanhemmat pesatoverit immuunipuolustuksen
kéynnistdmiseen. Tutkimuskohteenani on immuunipuolustuksen yksi osatekijé, antimikrobiaalisten
aineiden tuotanto. Tutkimuskysymykset voi muotoilla seuraavasti: Onko vastakuoriutuneilla
muurahaistyolaisilla antimikrobiaalisten aineiden tuotantoa ja miten vastakuoriutuneen
muurahaistyoldisen ympéristo vaikuttaa aineiden tuotantoon?

Hypoteeseja on nelja: 1. Immuunipuolustus voi olla jo kuoriutumisen aikaan k&ynnissa.
Talloin ty6lainen olisi tuottanut antimikrobiaalisia peptideja muodonmuutoksen aikana ja niité
I6ytyisi hemolymfasta. 2. Immuunipuolustus voi kdynnistya sisdsyntyisesti. Tassa tapauksessa
ulkoinen patogeenipaine ei vaikuttaisi puolustuksen kaynnistymiseen. Se saattaisi vaikuttaa
antimikrobiaalisten bakteerien tuotantoon kasvattavasti, mutta ei itse tuotannon k&ynnistymiseen,
joka alkaisi samanaikaisesti kaikissa kasittelyissa. 3. Immuunipuolustus voi k&ynnistya sosiaalisesti
(Ugelvig & Cremer 2007). Vanhemmat ty6laiset aiheuttaisivat jollain tavalla vastakuoriutuneiden
tyolaisten immuunipuolustuksen k&ynnistymisen. Talloin patogeeneille altistettujen vanhojen
ty6laisten kanssa pidetyt nuoret ty6laiset kaynnistéisivat antimikrobiaalisten peptidien tuotannon
alemmin kuin eristyksissé pidetyt sekd mahdollisesti voimakkaampana. 4. Immuunipuolustus voi
kéynnistyd ympariston aiheuttamana. Suuremmassa patogeenipaineessa tyolaisten olisi

k&ynnistettdva antimikrobiaalisten peptidien tuotanto nopeammin kuin matalassa
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patogeenipaineessa. Talloin patogeenivapaassa kontrollikasittelyssa peptidien tuotanto alkaisi
myOGhemmin kuin kasittelyissa, joissa ty0ldiset on altistettu bakteereille.

Tutkin puolustuksen kdynnistymisté loviniskamuurahaisella (Formica exsecta).
Tartutan keinotekoisesti tydlaisiin bakteereja ja selvitan antimikrobiaalisten aineiden maaran
tyolaisten hemolymfassa mittamalla hemolymfandytteen synnyttdmaén estorenkaan koon. Ennen
varsinaisiin kysymyksiin vastaamista on tehtdvd muutamia pilottikokeita, joiden tarkein tehtévé on
selvittdd, kuinka nopeasti muurahaisten immuunipuolustus sammuu ymparistdssé, jossa patogeenien
méaéara on mahdollisimman pieni. Jos vastakuoriutuneiden tydldisten immuunipuolustus saadaan

sammutettua, eri ymparistdjen aiheuttamat erot immuunireaktiossa nakyvét selvemmin.

2. Aineisto ja menetelmat

Loviniskamuurahaista on tutkittu Tvarminnen eléintieteelliselld asemalla Lotta Sundstromin
tutkimusryhméssa vuodesta 1993 lahtien, joten k&yttamastani populaatiosta on tutkimustietoa
pitkaltd ajalta. Lajin populaatiot saattavat olla hyvinkin tiheité ja yhteen yhteiskuntaan voi kuulua
useampia kekoja Keot ovat yleensa verrattain pienid ja niissa voi olla yksi tai useampia
kuningattaria ja ty6laisia useita tuhansia, monikuningattarissa jopa satoja tuhansia. Lajia esiintyy

koko Suomessa (Czechowski ym. 2002).
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Kuva 2: Kartta tutkimusalueista
Tvarminnen aseman lahella
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Kerdsin muurahaiset kahdelta saarelta laheltd Tvarminnen eléintieteellistd asemaa,
Furuskarilta ja Joskarilta seka 15 kilometrin padsta asemalta Obysta (Kuva 2, Liite 1). Pilottikokeita
varten kerdsin 11.6.2008 muurahaisia Furuskarin yhdestd monikuningattarisesta pesésta (pesa
numero 120). Varsinaisia kokeita varten kerdsin muurahaisia heindkuussa kahdeksana eri paivana
(Liite 1). Pesasta F72 ei loytynyt tarpeeksi lisdkoteloita, joten silld ei pystytty tekeméén kaikkia
kasittelyita. Tata paikatakseni hain 31.7. monikuningattarisesta pesasta Obysta koteloita, jotta
toistojen madré pysyisi riittdvéan isona.

Pidin muurahaisia Tvarminnessa sisatiloissa laboratoriossa ja kliimahuoneissa seké
Viikissa kasvatuskaapeissa. Ruokin pesét hunajaa, kananmunaa ja ravinteita sisaltavalla kiintealla
Bhatkar-Whitcomb -ravintosekoituksella (Bhatkar-Whitcomb 1970, liite 2). Muurahaisten
kasvatusolosuhteet vaihtelivat eri kokeiden valilla: varsinaisen kokeen vastakuoriutuneita
muurahaisia sdilytettiin kliimahuoneissa tasaisessa lamma@dsséd, muissa tapauksissa muurahaisia
kasvatettiin laboratorio-oloissa. Pesien riittavasta kosteudesta huolehdin péivittdin tai tarpeen
vaatiessa useamman kerran pdivassé suihkuttamalla pesdémateriaaliin vetta.

Immuunivastetesteissa kaytin neljad eri bakteeria, jotka olivat Serratia marcescens,
Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens ja Arthrobacter globiformis. Kaikki ovat
maaperassa eldvia bakteereja, jotka voivat olla muurahaisille patogeenisid. Serratia ja Pseudomonas
ovat gram-negatiivisia, Micrococcus ja Arthrobacter gram-posiitivisia. Bakteerikannat ovat
perdisin Amerikan tyyppikasvatuskokoelmasta (ATCC) ja Belgian mikro-organismikokoelman
bakteeriosastolta (BCCM/LMG) Ghentin yliopistolta (Liite 3). Kasvatin k&yttamani bakteerit
lihaliemessé (Liite 2) ravistelijassa noin 18-celsiusasteisessa kliimahuoneessa. Huoneen viileyden
takia bakteerien kasvamiseen tasaiseen vaiheeseen meni bakteerista riippuen 2-5 péivaa.
Kasvatuksen jalkeen séilytin bakteereita jadkaapissa ja uusin kasvatukset viikon vélein. Kahteen
késittelyyn tarvitsin kuolleita bakteereja, joten tapoin osan bakteereista pitdmalla niitd vahintdan 20

minuuttia 121-celsiusasteisessa autoklaavissa.

2.1. Pilottikokeiden toteutus

Pilottikokeiden tavoite oli selvittdd, mik& bakteeri soveltuu parhaiten varsinaiseen kokeeseen, kuinka
suuri annostus on riittava, jotta muurahaiset saavat tartunnan mutta eivat kuole, ja kauanko ty6laisia

tarvitsee pitaé karanteenissa ennen immuunireaktion sammumista. Sovelias bakteeri aiheuttaa

-13-



muurahaisille tartunnan ja selkeitd kustannuksia — kdytanngssé se siis aiheuttaa kuolleisuutta.
Kuolleisuus ei kuitenkaan saa olla liian suurta, jotta osa tydladisista ja4 eloon ndytteenottoa varten.
Koska tutkimukseni perustuu estorenkaiden vertailulle, tutkimukseen soveltuvalla bakteerilla
tartutetun ty6laisen hemolymfandyte aiheuttaa mahdollisimman usein estorenkaan.

Pilottikokeisiin kaytin kesékuussa keréattyja tyolaisia ja peséainesta. Néain aikaisin
vuodesta pesan kaikki tyolaiset ovat talvehtineita, joten ne ovat melkein vuoden ikaisia. Toin
tyolaiset laboratorio-oloihin noin 22 celsiusasteen [&mp6on, jossa kasvatin niitd pesaaineksineen 15
cm x 20 cm x 40 cm muovilaatikossa. Laitoin pesdaineksen liséksi laatikkoon turvemultaa kosteuden
séilyttdmiseksi.

Immuunireaktion sammumista testatakseni siirsin viitisensataa muurahaista
mahdollisimman puhtaaseen tilaan. Muurahaiset olivat muovilaatikossa (mitat noin 35 cm x 20 cm
x 10 cm), jonka pohjalla oli kostea Wettex-liina. Vaihdoin tydlaisten ruuan seka poistin kuolleet
ty6laiset paivittain ja pesin laatikon seka vaihdoin liinan parin paivan vélein. Ruoka tarjoiltiin ad
libitum eppendorf-putkissa, jotka kestivét autoklavoinnin. Kokeen alussa otin nollandytteen suoraan
peséaineksessa olevista muurahaisista (20 kappaletta) ja seuraavat hemolymfandytteet kahden
paivén valein, kahden viikon ajan. Maljasin jokaisen nédytteen neljan eri bakteerin kanssa.

Loytaakseni oikean bakteeriannostuksen otin kymmenen tyoldistd ja annoin

niiden olla kaksi pdivaa kasvatuslaatikossa, jonka pohjalle olin laittanut kostean Wettex-liinan.
Kokeilin neljalla bakteerilla neljaa eri bakteeriméaaria, jotka olin levittdnyt mahdollisimman
tasaisesti liinalle. Tyolaiset saivat tartunnan siis ollessaan kosketuksissa bakteerin kanssa.

Viimeisend, viidentend tartutuksena, juotin tyolaisille kokonaan kasvanutta bakteerien
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Kuva 3: Pilottikokeen koeasetelma
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kasvatuslientd, joten tassa tapauksessa bakteeri takuuvarmasti péaasi sisalle muurahaiseen. Asetin
muovipurkin pohjalle puoli millilitraa bakteeriliuosta ja asetin muurahaiset muovipurkkiin. Otin
muurahaiset pois purkista, kun ne olivat juoneet bakteerilientd. Kokeiden jalkeen laskin kahden
paivén aikana kuolleiden ma&ran ja otin hemolymfandytteen elossa selvinneistéa.

Aloitin tartutukset heti bakteerien kasvatuksen aloittamisen jalkeen, joten selvitin
bakteerien méarat tartutukseen kaytetyista liuoksista vasta kokeen aloittamisen jalkeen. Tein
kustakin tartutukseen kaytetystéd kasvatuksesta laimennossarjan, jossa laimensin bakteeritiheyden
aina kymmenesosaan. Maljasin laimennokset agarmaljoille (Liite 2) ja kasvatin niitd 28 celsius-
asteessa vuorokauden. Taman jalkeen laskin bakteeripesdkkeet (colony forming unit, vastaa suurin
piirtein solujen maarad) niiltd maljoilta, joista ne erottuivat hyvin toisistaan. Laimennos huomioiden
saatiin ndin laskettua alkuperdisen liuoksen bakteerikonsentraatio, josta sain laskettua kaytetyt
bakteerimaarat (Taulukko 1 sivulla 20).

2.2. Varsinaisten kokeiden toteutus

Varsinaisissa kokeissa kaytin heindkuussa kerattyja koteloja ja tyoldisia. Keratyt tyolaiset laitoin
Kipsipohjaisiin noin 15 cm x 15 cm x 10 cm muovilaatikoihin ja otin niitd tarpeen mukaan
késittelyihin mukaan. Kotelot erottelin jo kerdysvaiheessa ja puhdistin ne kaikesta yliméaaréisesta
aineksesta laboratoriossa. Taman jalkeen asetin ne petrimaljoille, joita pidin muovilaatikossa, jonka
pohjalla oli kostea talouspaperi. Petrimaljat sdilytin kliimahuoneessa, jonka lampétila oli 22 astetta
ja valosykli 14 tuntia valoa ja 10 tuntia pime&d. Tarkastin kotelot pdivittain ja avasin ne, jotka
vaikuttivat valmiilta kuoriutumaan. Jatin jokaisesta pesasta viisi ensimmaisté kuorimaani tyolaisté
avaamaan koteloita ja auttamaan uusia tyolaisia kuoriutumisessa. Merkitsin ndma kéatilot”
merkintatussilla, jotta erotin ne muista kuoriutuneista. Muurahaiskétilot eivat kuitenkaan
osoittautuneet tehokkaiksi kuorijoiksi, joten jouduin itse avaamaan suurimman osan koteloista.
Avasin tummentuneet kotelot tekemalla pinseteilld aukon vatsapuolelle. Tamén jalkeen tyolaiset
pystyivat itse rimpuilemaan jalkojen ja leukojensa avulla kotelosta ulos. Avasin muutaman kerran
péivassa koteloita ja laitoin ne takaisin muiden koteloiden sekaan. Samalla kerésin kokonaan
kuoriutuneet tyolaiset erilliselle petrimaljalle ké&sittelyn aloittamista varten. Kéynnistin uuden
késittelyn aina kun yhdesté pesasté oli kuoriutunut 20 tyolaisté ja siirsin ne pieniin muovipurkkeihin
(koko noin 10 cm x 10 cm x 10 cm).

Varsinaisten kokeiden tehtdvana oli tutkia antimikrobiaalisten peptidien maaraa

vastakuoriutuneessa muurahaisessa erilaisissa patogeenipaineissa ja sosiaalisessa ymparistossa.
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Kéaytin kokeessa viitta eri kasittelya (Kuva 4): 1. Kontrolli, jossa tyolaiset siirrettiin suoraan
muovipurkkiinsa, ilman eri k&sittelyja. 2. Muurahaiset altistettiin kuolleelle bakteerille. 3.
Muurahaiset altistettiin elavélle bakteerille. 4. Tydldisten annettiin olla vanhojen tyolaisten kanssa,
jotka oli altistettu kuolleelle bakteerille. 5. Ty6laisten kanssa oli vanhoja altistamattomia tyolaisia.
Tartutuksia varten juotin tyolaisille bakteerikasvustoa, kuten pilottikokeessa. Bakteerikasvatuksen
juottaminen vastakuoriutuneille oli tyolastd, koska muurahaiset eivét olleet janoisia. Ratkaisuna
pidin muurahaisia muutaman tunnin ajan ilman juotavaa, jonka jalkeen tarjosin niille bakteerilienta.
Annoin vanhojen ty6laisten olla vastakuoriutuneiden kanssa molemmissa kasittelyissa kahden
paivéan ajan. Vanhat ty6laiset olin merkinnyt tussilla, jotta pystyn erottamaan ne joukosta.
Patogeenille altistamisen tein juottamalla kuollutta bakteeria noin kaksi paivaé ennen késittelyn
aloittamista, jotta mahdolliset immuunireaktiot ehtivat alkaa. Eri ké&sittelyjen tavoitteena oli
selvittdd onko vanhoilla tyolaisilla merkitystd immuunivasteen kdynnistamisessa tai onko vasteen
kaynnistyminen selkedmpé&a tai nopeampaa tilanteissa, joissa patogeenien aiheuttama paine on
suurempi. Koska muurahaiset eivat kuoriutuneet samanaikaisesti, pesasté riippuen tyolaisten ika oli
késittelyn alussa muutamasta tunnista pariin paivaan.

Kokeen alussa otin kymmenesté tyoldisestd naytteet kahden paivan jalkeen ja laskin
lopuista kuolleisuuden kahden viikon ajalta. Ensimmaisten maljausten jalkeen selvisi, ettei
yhdessékaan ndytteessa ollut kahden péivan jalkeen immuunireaktiota. Jouduin muuttamaan

koeasetelmaa niin, ettd t4std eteenpdin otin jokaisesta késittelystd kahden paivén jalkeen vain viisi
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Kuva 4: Varsinaisen kokeen koeasetelma
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naytettd, viikon jalkeen puolet elossa olevista tyolaisisté ja kahden viikon jalkeen kaikista ndytteet
(Liite 4). Td&ma johti luonnollisesti siihen, ettd kaikista késittelyista ei ole samanlaisia ndytemaaria
samoilta ajoilta. Otin myds vertailundytteitd siten, ettd jokaisesta kayttamastani pesésta otin
kymmenestd vanhasta ty6léaisesta ndytteen ja tartutin kymmeneen vanhaan tyolaiseen bakteeria ja
otin ndytteen kahden pdivan paésta tartutuksesta. Naita naytteitd voin kayttaa arvioidessani kuinka
voimakas kayttdmieni pesien taustaimmuunivaste on ja onko ik&antymisella merkitysta
immuunivasteen voimakkuuteen.

Poistin paivittdin pesisté kuolleet ty6laiset pois ja laskin kuolleiden méaéran. Tdman
tiedon perusteella pystyn arvioimaan onko jostain ké&sittelysta kustannuksia ty6léisille. Vaikkei
immuunipuolustuksen voimakkuudella olisi eroja, immuunipuolustuksen toimivuudella ty6laisten

valilla saattaa olla eroja, jotka nékyisivét eroina kuolleisuudessa.

2.3. Hemolymfanéaytteiden kasittely

Kaikissa kokeissa ottamani ndytteet ovat hemolymfandytteitd muurahaisten takaruumiista.
Né&ytteenotto tappaa muurahaisen, joten muurahaista kohden sai otettua vain yhden néytteen. Rikoin
muurahaisen ihon hyonteisneulalla ja imin kapillaariputkella mahdollisimman paljon hemolymfaa;
0,1 — 1 mikrolitraa ty6laisen koosta riippuen. Muurahaisten koko vaikutti ndytteen tilavuuteen —
suuresta yksilosta sai enemman hemolymfaa kuin pienesté. Pyrin vélttdmaan muurahaishapon
joutumista naytteeseen puhdistamalla muurahaisen takaruumiin paperilla ennen naytteenottoa ja
ottamalla ndytteen riittdvan edestg, toisen ja kolmannen tergiitin valistd. Suspensoin hemolymfan 20
mikrolitraan PBS-puskuria (Liite 2). Naytteité sailytettiin pakastimessa -18 celsiusasteessa.

Tutkin vasta-aineiden maaraa naytteen muodostaman estorenkaan avulla (inhibition
zone assay, Moret 2001). Hemolymfan antimikrobiaaliset peptidit tappavat bakteereja ja estavat
nain ollen niiden kasvun kasvatusalustalla. Mitd enemman muurahaisella on antimikrobiaalisia
peptideja, sitd suurempi estorengas muodostuu. Néytteiden analysointiin kaytin petrimaljalla olevia
bakteeriliuoksia, joiden agar-ravintoliuos -seokseen oli lisatty haluttua bakteeria (Liite 2). Maljoja
valmistaessani sulatin agar-ravintoliuoksen mikroaaltouunissa, jadhdytin sen vesihauteessa noin 40-
asteiseksi, lisésin kullekin petrimaljalle noin 10 millilitraa liuosta seké bakteereja niin, ettéd pitoisuus
oli noin 10° bakteeria millilitrassa. Koska kaikki bakteerit olivat aerobisia, ne kasvoivat vain maljan

pinnalla. Maljalle pipetoidun naytteen tilavuus oli 2 mikrolitraa ja niita sai yhdella maljalla testattua
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Kuva 5: Tyypillinen maljaus. Maljalla kahdeksan
naytettd, joista viisi on muodostanut estorenkaan.

kahdeksan kappaletta. Estin ndytteen leviamisen maljalla tekemélla pipetinkarjella kolon, johon
laitoin ndytteen.

Maljoja kasvatettiin yon yli 28 asteessa, jonka jalkeen mittasin hemolymfan
aiheuttaman estorenkaan halkaisijan viivoittimella millimetrin tarkkuudella. Lisaksi kaikki maljat
kuvattiin mahdollista myohempéé tarvetta varten. Renkaan koko ei muutu ajan mittaan, joten jos
bakteeri ei ollut kasvanut riittavasti, ettd rengas erottuu selke&dnd, mittaukset tehtiin vasta seuraavana
paivana. Jos naytteisiin oli paatynyt ulkopuolista bakteeria, rengasta ei voitu ottaa huomioon ja
tulos jatettiin huomioimatta.

Maljalle syntyneet estorenkaat olivat pyoreitd, joten halkaisija kuvaa hyvin inhibition
voimakkuutta (Kuva 2). Osalla maljoista agar tai bakteerikasvusto ei levittaytynyt tasaisesti, mutta

maljoilta sai silti tulokset helposti luettua.

2.4. Aineiston kasittely

Néaytteiden méarad on jakautunut ajoittain, kasittelyittdin ja pesittdin epatasaisesti (Liite 4). Arviolta
noin puolet koteloista ja vastakuoriutuneista tyolaisisté kuoli, joten jouduin hankkimaan muutaman
kerran uusia koteloita pesiin. Kontaminaatioita oli kaikkiaan 13 naytteessa ja namé jakautuivat eri

pesille ja kasittelyille. Jatin nuo ndytteet pois tulosten kasittelystd, koska niiden estorenkaita ei voi

pitéd vertailukelpoisina. Muiden naytteiden lisaksi otettiin 112 kontrollindytetta.
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Aineisto on analysoitu SPSS 16.0 for Windows -ohjelmalla. Aineiston vertailussa
kaytin padasiassa varianssianalyysid. Tartutuskokeen varianssianalyysissa kéaytin mallia, jossa
kuolleiden ja renkaiden maaré oli riippuva muuttuja, bakteerilajit ja tartutuksen tapa kiinteita
muuttujia ja bakteerien méara satunnaismuuttuja. Liséksi tarkastelin Wettex-liina -tartutuksia
regressioanalyysilla siten, ettd selitettdvat muuttujat olivat kuolleiden mééara ja estorenkaita
muodostaneiden osuus ja selittdvd muuttuja bakteerien madrén logaritmi. Kuvaajista voi ndhda, etta
kuolleiden ty6laisten maarélle soveltuu lineaarinen regressio. Renkaita muodostaneiden osuudessa
ei vaikuttaisi olevan minkaanlaista riippuvuutta, mutta tarkastelin sitékin lineaarisen regression
mallilla. Regressioanalyysin luotettavuuden varmistin tarkastelemalla silmamaéaréisesti residuaalien
normaalijakautumista ja kvantiilikuviota. Nain pienelld ndytekoolla residuaalien normaalisuuden
testaaminen tilastollisesti ei ole jarkevaa, silla tulokset voivat olla harhaanjohtavia. Residuaalien
silmamadrdinen tarkastelu sen sijaan paljastaa, jos regressiossa on jotain halyttavasti pielessa (Zuur
ym. 2007). Pilottikokeiden immuunivasteen sammumisen tuloksia tarkastelin varianssianalyysilla
kayttamalla paivia kiinteind muuttujina, eri bakteereita toistoina ja estorenkaiden halkaisijaa
riippuvana muuttujana. Tukeyn post-hoc —testin avulla sain selvitettyd, onko yksittéisten paivien
valilla merkittavia eroja.

Varsinaisen kokeen varianssianalyysejé varten rakentamisssani malleissa pesa toimii
satunnaismuuttujana, aika ja késittelyt kiinteind muuttujina. Ajan vaikutusta tarkastellessani kaytin
kovarianttina naytteen tilavuutta. Ensimmadisen ja toisen viikon ndytteiden keskindiseen
vertailemiseen kaytin Mannin-Whitneyn testid, koska aineisto ei ollut normaalisti jakautunutta ja
mahdollisti ei-parametrisen testin kdyton. Vertailin eroavatko naytteet tilavuutensa tai estorenkaan
koon suhteen. Estorenkaita tuottaneiden osuuden vertailuun ajankohtien valilla kaytin
varianssianalyysié, jossa aika huomioitiin toistona. Tama oli tarpeen, koska ty6laiset oli otettu
samasta joukosta. Koska analyysi vaatii tdydellisen sarjan kolmena eri ajanjaksona, tdhan analyysiin
voitiin kayttaa vain osaa pesisté (Nkontrolli = 7, Niuolteelia attistettu = 7, Nelavaiz attistetty = 7, Niysiaiskontrolli =
6, Naristetut tysisiset = 7). Pesien vahainen maéra myos esti pesien valisen vertailun tekemisen ja
mallissa vertaillaankin vain k&sittelyn vaikutusta. Vertailun kaikkien naytteiden vélilla tein
varianssianalyysilla siten, ettd naytteen tilavuus oli satunnaismuuttujana ja tapaukset kiinteana
muuttujina. Parittaisiin post hoc -vertailuihin kdytin Tukeyn testid. Varsinaisen kokeen
kuolleisuuden vertailuun kaytin Kaplanin-Meierin -testid, jolla voidaan vertailla onko eri
késittelyilla vaikutusta tyoldisten kuolleisuuteen. Testin ominaisuuksiin kuuluu muun muassa, etté
sill4 voidaan tarkastella myds kokeesta jossain vaiheessa poistettuja havaintoja. Omassa

aineistossani tyolaiset aloittivat kokeen samaan aikaan, mutta osa tyolaisista poistettiin joukosta
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naytteenoton takia. Parittaiset vertailut k&sittelyjen véalilla tein Breslowin-testill, joka painottaa
paivia jaljelld olevien ty6laisten maaran mukaan

Aina kayttéessani varianssianalyysié testasin aineiston normaalin jakautumisen
Wilkin-Shapiron testilld. Olen huomioinut tilaston kasittelyssa ndytteet, jotka eivat aiheuttaneet
immuunireaktiota ja antanut niille arvon 0. Koska ndit& ndytteita on suhtellisen paljon, aineistoni ei
ole normaalisti jakautunutta, enkd saanut normalisoitua sitd logaritmisella tai
neli6juurimuunnoksella. Ongelmana tilastollisessa ké&sittelyssa on, ettd soveltuvia ei-parametrisia
testeja ei ole. Varianssianalyysit ovat melko tehokkaita tyovélineitd, joten olen pd&osin kayttanyt
niitd tilastollisia analyysejé tehtédessé. Nollandytteiden suuri maara aiheuttaa néytteiden suhteen
ylidispersiota, joka entisestddn vahvistaa tilastollisten testien tuloksia.

3. Tulokset

3.1. Pilottikokeet

Tartutuskokeissa tyolaisia kuoli keskimaarin 17 = 22 % (keskiarvo + keskihajonta, n = 25,
Taulukko 1). Kuolleisuus vaihteli aina nollasta sataan prosenttiin ja 76 %:ssa kasittelyja tyolaisia
kuoli. Kaikissa késittelyissa, joissa jai eloon ty6laisid, oli myos estorenkaita tuottaneita tyolaisia
(estorenkaita muodostaneiden osuus 54 % * 14 %, estorenkaiden keskim&&rdinen koko 3,12 mm =
3,86 mm). Tartutuskokeissa ei ollut merkitsevia eroja bakteerikantojen, tartutustapojen tai
bakteerimadrien vélilla kuolleisuudessa eika renkaita muodostavien yksiléiden osuudessa (Taulukko
2).

Kun ty6laisid tartutettiin bakteereilla Wettex-liinassa, kuolleiden maara laski
bakteerien maaran funktiona (R2 = 0,327, df = 14, tieikiauspiste = 3,910, Preikkauspiste = 0,002; tiuimakerroin
= -2,608 ja pPruimakerroin = 0,021; Kuva 6). Renkaiden maarakin laski bakteerien mééran funktiona,
mutta ei merkitsevasti (R2 = 0,119, df = 183, tieikkauspiste = 3,495, Preikkauspiste = 0,004, tiuimakerroin = 1,322
Ja Prulmakerroin = - 0,209; Kuva 6). Molempien regressioiden residuaalit olivat melko hyvin

normaalisti jakautuneita.
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Taulukko 1: Tartutuskokeen kasittelyt bakteereittain. Tartutustavan lisdksi on kerrottu
kaytetyn bakteerin maara ja suun kautta tartutuksen tapauksessa kaytetyn bakteeriliemen
pitoisuus. Kasittelyittain on laskettu kuolleiden tytlaisten maara, estorenkaita
muodostaneiden osuus eloonjaaneista tyolaisista seka estorenkaiden halkaisijoiden keskiarvo
ja keskihajonta. Jokaisessa tartutuksessa naytekoko oli 10 tyo6laista.

Bakteeri Tartutustapa  Bakteerin m&ara  Kuolleita  Eldvista Halkaisija ja
(kpl) (kpl) renkaita keskihajonta
muodosti (%) (mm)
Arthrobacter ~ Wettex 5x10° 5 40 1,60 £ 2,61
Wettex 5x10° 7 67 0,55 + 3,06
Wettex 1x10* 0 50 6,43 * 8,04
Wettex 1x10° 0 50 4,00 + 4,93
Suun kautta  1x10° / ml 1 67 1,44 + 2,07
Micrococcus  Wettex 2x10" 2 75 2,60 + 3,58
Wettex 2x10° 4 33 3,25 + 2,49
Wettex 1x10° 0 60 3,50 + 3,81
Wettex 1x10’ 0 40 2,11 + 2,93
Suun kautta  1x10° / ml 4 83 5,50 + 3,27
Pseudomonas Wettex 6x10* 10
Wettex 6x10° 3 67 4,00 + 4,12
Wettex 1x10° 1 75 2,75 + 3,01
Wettex 1x10° 2 78 2,67 + 3,57
Suun kautta  1x10° / ml 1 44 4,00 + 4,53
Serratia Wettex 6x10* 1 67 1,75+ 2,55
Wettex 6x10° 0 30 3,56 + 3,78
Wettex 1x10° 0 40 1,90 + 2,69
Wettex 1x10° 1 50 3,56 * 4,25
Suun kautta  1x10° / ml 1 44 3,22 + 3,46
a)
b) 90
12
* Arthrobacter 80 - A 4
101 . = Micrococcus 70 1 A . x
g 4 Pseudomonas < 60 u
% N x Serratia £ 5 | T e e/
E 6 1 § 40 R x n
= 2] = 30 | ] o
20 A
2 i 10
0 0 T T T
1 100 10000 1000000 1000000 1 100 10000 1000000 10000000

bakteerin maara bakteerin maara

Kuva 6: Bakteerin maaran merkitys tartutuksessa Wettex-liinan avulla a) kuolleiden maaraan
ja b) estorenkaita muodostavien tyolaisten osuuteen. Jokaista bakteeria on nelja eri tartutusta.
Kuvaajiin on piirretty kaikille bakteereille yhteiset regressiosuorat.

-21-



Karanteenikokeessa ei paivien vélilla ollut tilastollisesti merkitsevia eroja estorenkaan
koossa. Koko vaihtelee huomattavasti péivien valilla (Kuva 7), mutta suuresta hajonnasta johtuen
tilastollisesti merkitsevid eroja ei synny. Naytteista 45 % muodosti renkaita ja keskimaaréinen
halkaisija oli 2,6 mm = 3,6 mm. Suurin ero oli 2:n ja 4:n pdivan valilla, mutta tdmakaan ei ollut
tilastollisesti merkitseva (p = 0,148, keskimaarainen ero 2,5, keskivirhe 1,0).

Immuunireaktion voimakkuuteen vaikutti ty6laisesta saadun hemolymfan tilavuus.
Kokeen alussa, 2 paivan ja 4 péivan kohdalla en mitannut naytteen tilavuutta, mutta myéhemmissa
naytteissé lymfan maara vaihteli merkittavasti paivien valilla (F4 395 = 21,234, p < 0,001).
Kuudennen paivan naytteessa lymfan keskimaarainen tilavuus oli 0,40 ul (n = 20, $*= 0,23 pl),
kahdeksannen paivan naytteessa 0,53 pl (n = 20, S°= 0,29 ul ), kymmenen paivan naytteessa 0,63
ul (n =20, S?= 0,31 pl), kahdennentoista paivan naytteessa 0,67 pul (n =20, $°= 0,33 ul ) ja
neljannentoista paivan naytteessa 0,42 pl (n = 20, $?= 0,25 pl).

Taulukko 2: Tartutuskokeen eri muuttujien vaikutus kuolleisuuteen, estorenkaiden
muodostamiseen tai estorenkaiden halkaisijoiden kokoon.

Riippumattomat muuttujat

Riippuva Bakteerin mééara Bakteerilaji Tartutustapa
muuttuja
Nelio- F df p Nelio- F df p Nelio- F a p
summa summa summa
Kuolleisuus 0,001 0,060 1 0,905 0,68 0,440 3 0,730 0,000 0,009 1 0,926
Renkaiden 0,003 0,140 1 0,716 0,83 1,231 3 0,349 2550x 0,001 1 0,974

5
muodostus 10

Renkaiden 0,067 0,026 1 0,875 6,251 0,805 3 0,519 0,192 0,074 1 0,791

halkaisija
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Kuva 7: Immuunivasteen sammuminen ajan kuluessa a) Arthrobacterin, b) Micrococcuksen, c)
Pseudomonaksen ja d) Serratian osalta. Kuvaajissa on esitetty keskiméarainen estorenkaan halkaisija
keskihajontoineen.

3.2. Pilottikokeen tulosten tarkastelu

Etsin sellaista bakteeriannostusta ja bakteeria, joka aiheuttaa infektion ja aiheuttaa ty6laisille
selkeitd kustannuksia, eli t4ssé tapauksessa kuolleisuutta. Lisaksi kuolleisuus varmistaa, etta
tyolaiset saavat tartunnan. Se ei kuitenkaan saa olla liian suurta, koska ndytteitd varten tarvitsen
elavia yksiloitad. Naytteiden pitdisi myos tuottaa tartuntatapauksissa mahdollisimman usein
estorenkaita.

Pienemmilla bakteerimaarilla kuolleisuus on suurta ja suurilla bakteerimaérilla ei
vaikuta olevan juuri lainkaan vaikutusta (Kuva 6). Tulos oli painvastainen kuin odotin, enk& osaa
ehdottaa muuta syytd kuin merkittavia virhelahteitd. Koska kayttaméni ndytekoot ovat niin pienia,
todennadkoisesti kyse on sattuman vaikutuksesta ja tulokset eivat ole luotettavia. En tiedd, mitka
kuolleista muurahaisista ovat kuolleet juuri bakteerin vaikutuksesta. Tat4 tietoa varten pitéisi

ruumista vield pystya eristdmaan tartunnanaiheuttaja, mutten taménkaltaista koetta tehnyt.
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Merkittavéa on, ettd bakteeriliuoksen juottaminen ei ndyté tappavan kaikkia tyolaisia, joten se
lienee paras vaihtoehto.

Juottamistulosten perusteella Pseudomonas ja Micrococcus soveltuvat kokeeseen
parhaiten: Lahes kaikki n&ill& bakteereilla altistetut eloonjadneet muurahaiset tuottivat estorenkaan.
Micrococcuksen etuna oli myds selked kuolleisuus. Merkittdvaa on, ettei pilottikokeiden perusteella
yksikaan bakteeri olisi mahdoton vaihtoehto. Estorenkaiden muodostuksen ja selkedn kuolleisuuden
perusteella paatin kayttaa varsinaisessa kokeessa bakteeria Micrococcus luteus ja tartuttaa bakteerin
juottamalla maksimitiheyteen kasvanutta bakteeriliuosta.

Pilottikokeen tulokset osoittavat selkeésti, ettei ty6laisten immuunipuolustus
sammunut karanteenissa. Tulokset olivat samanlaisia kaikilla bakteereilla, joten ndma tulokset eivat
vaikuta bakteerin valintaan. Koska ty6laisten pitdmisessa karanteenissa ei ollut selkedé hyotya,

kaytin kokeissa vastakuoriutuneita tyolaisia.

3.3. Varsinaiset kokeet

Kahden péivan jalkeen otetuissa ndytteissa immuunivaste on heikompi kuin myohemmissa
naytteissa seka estorenkaita tuottaneiden (Fi 30 = 58,513, p < 0,001) ett4 estorenkaiden
halkaisijoiden (Fz.25 127 = 34,739, p < 0,001) osalta. Kahden paivén ikdisistd muurahaisnéytteista
estorenkaita tuotti 1,7 % (n = 459) , viikon naytteista 55,7 % (n = 126) ja kahden viikon naytteista
58,5 % (n = 212). Vastaavat estorenkaiden kokojen keskiarvot keskihajontoineen samoista

naytteistd olivat 0,1 cm+0,8cm, 2,1cm+ 2,6 cmja2,0cm+ 2,1 cm.

Taulukko 3: Varianssianalyysi yksi ja kaksi viikoa kokeen aloittamisen jalkeen
otettujen lymfanaytteiden tilavuuksista ja estorenkaiden halkaisijasta.

Suure Aika N Keskiarvo Z-arvo  Merkitsevyys
Lymfa 1 viikko 126 124+74 -0,395 0,693

2 viikkoa 212 12,772
Rengas 1 viikko 126 21+26 -0,229 0,819

2 viikkoa 212 20+£21
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Taulukko 4: Eri muuttujien ndytemaarat, estorenkaiden halkaisijoiden keskiarvot ja keskihajonnat

Muuttuja N Renkaiden halkaisija (mm) ja keskihajonta
Viikko ja kaksi viikkoa 338 2,0+23

Kaksi paivaa 459 0,1+£0,75

Pilottikoe 400 2,6+3,6

Kontrollit 112 24+ 41

Yhden ja kahden viikon péésté otettujen naytteiden estorenkaiden halkaisijat tai lymfan tilavuudet
eivat eroa toisistaan tilastollisesti merkitsevasti (Taulukko 3). Koska merkitsevia eroja ei ollut,
tdmén jalkeen tarkasteluissa yhden ja kahden viikon aineistot ovat liitetty yhteen.

Kun kahden pdivan naytteet jatettiin analyysista pois, kasittelyiden valilla ei ole
tilastollisesti merkitsevid eroja estorenkaiden halkaisijoissa (F4.70.749 = 0,594, p = 0,668, Kuva 8),
eikd estorenkaita muodostaneiden osuuksissa. (Fe.65694 = 0,343, p = 0,912, Kuva 8).
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Kuva 8: Yhdistetyt yhden ja kahden viikon néytteet kasittelyittain. a) Estorenkaiden
halkaisijoiden keskiarvot keskihajontoineen ja b) estorenkaita muodostaneiden
ty6laisten osuuksien keskiarvot keskihajontoineen
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Tutkin kuinka paljon vastakuoriutuneiden muurahaisty6ldisten immuunivaste eroaa
vanhoista tyolaisista vertailemalla estorenkaiden kokoja. Jaoin kaikki ndytteeni neljaan eri
tapaukseen: (1) Varsinaisen kokeen ndytteet ensimmaisen ja toisen viikon jalkeen, (2) naytteet,
jotka on otettu kaksi paivaa kokeen alun jalkeen, (3) pilottikokeen kaikki néytteet ja (4) varsinaisen
kokeen kontrollindytteet (Taulukko 4). Vertailussa eri tapausten vélilla oli tilastollisesti merkitseva
ero (Fs 1305 = 26,383, p < 0,001). Kaksi paivaa kuoriutumisen jalkeen estorenkaat olivat
merkitsevasti pienempid (Tukeyn post hoc —testi, p < 0,001) kuin muissa tapauksissa. Viikon ja
kahden viikon na@ytteiden muodostamat estorenkaat eivat eroa merkitsevasti kontrolleista (p =
0,582), mutta ovat merkitsevasti pilottikokeen estorenkaita pienempi (p = 0,002). Pilottikokeen ja
kontrollien renkaiden koko eivat eroa toisistaan merkitsevasti (p=0,683).

Bakteereilla altistetuilla muurahaisilla oli suurin kuolleisuus (Taulukko 5, Kuva 9).
Keskiméaarainen selviytymisaika kuolleille bakteereille altistetuilla yksildilla on 8,8 péivéaa (95 %
luottamusvali 8,1 - 9,7 péivaa) ja eldvalle bakteereille altistetuilla yksiloilla 8,6 péaivaa (95 %

107 Kasittely
e 1 kontrolli
— ~Ielavilla altistettu
0,97 ey ~Mkuolleilla altistettu
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e 1 altistetut tydlaiset
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Kuva 9: Kaikista pesista yhdistelty selviytymiskuvaaja. 0-paivan kohdalla
kaikkien lahtotilanne on 1, eli kaikki ovat elossa. Ajankohdat, jolloin joukosta
otettiin muurahaisia naytteiksi, on merkitty risteilla.

-26 -



Taulukko 5: Breslow-testi parittaisista eroista selviytyvyydessa eri kéasittelyissa.
Vapausasteiden maara jokaisessa vertailussa on yksi.

Késittely Kuolleilla Elavilla
altistetut altistetut Tyolaiskontrolli  Altistetut tyolaiset
X p X p X p X2 p
Kontrolli 8,11 0,00 1464 0,00 1,84 0,18 3,21 0,07
;;’I‘;t'éiut'a 145 023 1676 0,00 20,70 0,00
Elavilla altistetut 33,05 0,00 33,09 0,00
Tyolaiskontrolli 0,24 0,62

luottamusvali 7,8 — 9,4 péivad). Kontrollityolaisilla keskimadrainen selviytymisaika oli 10,4 paivaa
(95% luottamusvali 9,7-11,2 péivad), joka oli merkitsevasti edellisia pidempi (Breslow, p < 0,001).
Vanhojen altistamattomien ty6laisten kanssa olleilla ty6l&isilla keskimaardinen selviytymisaika oli
10,8 paivaa (95% luottamusvéli 10,2 — 11,4 pdivad) ja altistettujen tyolaisten kanssa olleilla 11,0
paivaa (95% luottamusvali 10,4 — 11,7 pdivad). Namakin molemmat erosivat merkitsevasti

kuolleilla ja elavilla bakteereilla altistettujen muurahaisten selviytyvyydesta (p < 0,001).

4. Tulosten tarkastelu

Tutkimukseni selkein tulos on, ettei tyoldisilla vaikuta olevan heti kuoriutumisen jalkeen
antimikrobiaalisiin peptideihin liittyvdd immuunipuolustusta. Vain harvassa kahden péivén jalkeen
otetussa naytteessa oli antimikrobiaalisia peptideja ja viikon naytteista jo yli puolessa havaittiin
peptidejd. Yhden ja kahden viikon ndytteissa eri kasittelyjen valilla ei ollut eroja, joten
puolustuksen k&ynnistyminen vaikuttaa olevan ympéristosta rilppumatonta. Laboratoriossa kaksi
viikkoa olleilla muurahaisilla immuunivaste vaikutti yht& voimakkaalta kuin vasta laboratorioon

tuoduilla. Immuunivaste ei siis katoa ajan mukana, vaan se pysyy suhteellisen tasaisena.
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4.1. Immuunivasteen sammuminen

Muurahaisten immuunivasteessa ei tapahtunut voimakkuuden heikentymistd ajan funktiona. Sen
sijaan immuunivasteen voimakkuudessa nayttéisi olevan aaltoliikettd ajan suhteen (Kuva 7). Erot
paivamaarien valilla eivat kuitenkaan ole tilastollisesti merkitsevia, eiké selkedd syytd mahdolliselle
sédannolliselle vaihtelulle ole. Vaihtelua voisi tapahtua pienemmassa mittakaavassa, esimerkiksi
vuorokauden mukaan tai laajemmassa mittakaavassa, kuten vuodenaikojen vaihtelun mukaan ja
muurahaisten ikddntymisen myo6td. Kaikki pdivan naytteet on otettu eri paivina eri vuorokauden
aikoina aamukahdeksan ja iltapaivélla neljan vélissa. Jos muurahaisilla on rytmi, jonka puitteissa
immuunipuolustuksen voimakkuus vaihtelee vuorokauden aikana, tulokset saattaisivat olla saamani
kaltaisia.

Koeasetelma ei ollut taysin steriili. Koska pyydystin muurahaiset luonnosta, niiden
mukana kulkeutui varmasti joitain patogeeneja koeasetelmaan. Tyo6l&iset vaativat jatkuvaa
kosteutta, joten asetelma oli oivallinen mikrobien kasvulle. Muurahaisia pitéa ruokkia saannollisesti
ja ruokakin oli kokeessani mahdollinen uusien infektioiden l&hde. Joka tapauksessa, patogeenipaine
vaheni huomattavasti luontoon verrattuna, mutta muurahaisten mitattu immuunivaste ei kuitenkaan
pienentynyt. Muurahaisten luonnollisesti k&ynnissa oleva immuunivaste ainakaan kayttamiani
bakteereja vastaan ei siis vaikuta reagoivan herkasti muutoksiin ympériston patogeenimaarissa.

Ensimmaisissé ndytteissa hemolymfan tilavuus saattoi olla huomattavasti seuraavia
pienempi, koska néytteenottotekniikkani ei varmasti tuolloin ollut vield yhta hyvin toimiva kuin
myO0hemmissa naytteissd. TAman arviointi on kuitenkin vaikeaa, koska mittasin hemolymfan

tilavuuden vasta 6 pdivasta lahtien.

4.2. Immuunivasteen kaynnistyminen

Kaksi paivéaa kuoriutumisen jalkeen, kasittelysté riippumatta, tyolaisisté otettu hemolymfanéyte —
kahdeksaa poikkeusta lukuun ottamatta — ei estanyt bakteerien kasvua maljalla. Sen sijaan viikon
paasta késittelyjen jalkeen estorenkaita ilmaantui jo merkitsevastii enemman. Viikon jalkeen ei
kuitenkaan estorenkaiden koossa tai madrassa ole merkitsevaa kasvua. Nama tulokset osoittavat,
ettd vastakuoriutuneilla tyo6laisilla ei ole antimikrobiaalisten peptidien tuottoa, mutta se k&ynnistyy

muutaman paivén kuluessa tdman jalkeen. Tdma kumoaa ensimmaisen hypoteesini, eli ettd
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muurahaisilla olisi jo kuoriutuessaan toimiva immuunipuolustus. Tulos eroaa mehiléisilla tehdysté
tutkimuksesta (Wilson-Rich ym. 2008), jossa toukilla, koteloilla ja paivan ikaisill tyolaisilla oli
selked immuunivaste. Tosin Wilson-Richin ym. tutkimuksessa kéytettiin immuunipuolustuksen
arvioimiseen eri menetelmid kuin minulla: hemosyyttien maaréd, enkapsulaatiota ja
fenoloksidaasiaktiivisuutta.

Peptidien ilmaantuminen hemolymfaan on merkittdvdn samanaikaista, eika siind ole
suurta vaihtelua kasittelyjen valilla. Tdma kumoaa kolmannen ja neljannen tutkimushypoteesini,
joiden perusteella k&ynnistymisessa olisi pitdnyt syntya eroja késittelyiden vélille. Koska kuolleille
bakteereille altistettujen tydlaisten immuunireaktio ei ollut voimakkaampi kuin kontrolleissa,
sosiaalinen immuunipuolustuksen k&ynnistyminen ei ole todennékdista. Eléaville ja kuolleille
bakteereilla altistettujen vélill4 ei ollut eroa, eikd kumpikaan eronnut merkitsevésti kontrollista,
joten ympadriston aiheuttama immuunipuolustuksen kdynnistyminen ei vaikuta todennakdiselta.
Toinen hypoteesini on I&hinna tuloksiani: muurahaisten immuunipuolustus kaynnistyy
automaattisesti ymparistosta riippumatta. Kotelosta kuoriutumisen jalkeen muurahainen saattaa olla
fysiologisessa shokkitilassa, josta tokenemiseen kuuluu myds immuunipuolustuksen
kéynnistyminen. Kotelossa muurahainen ei mydskaan altistu patogeeneille, joten silloin ei ole
tarvetta immuunipuolustukselle.

Muurahaiset, jotka varttuivat vanhojen tyolaisten kanssa, selviytyivat paremmin kuin
tyolaiset, joilla ei ollut seuranaan vanhoja ty6laisiad. Tama ei ole yllattavas, koska vastakuoriutuneet
tyOlaiset eivat ole vield tarpeeksi voimakkaita selviytydkseen omillaan. Kuolleisuus oli suurempaa
elavilla ja kuolleilla tartutetuilla bakteereilla kuin kontrolleilla. Elavien bakteerien vaikutus on
ymmarrettdvad, koska tartunta aiheuttaa kustannuksia, mutta se, etté kuolleet bakteerit vaikuttavat
samalla tavalla on yllattavampad. Bakteerien kasvatusliemessd, jota vastakuoriutuneille tydlaisille
juotettiin, saattoi olla bakteerien tuottamia toksiineja, jotka myrkyttivat tyolaisid. Kuolleet bakteerit
ovat myo0s saattaneet kdynnistdd muurahaisissa samanlaisen reaktion kuin eldvat bakteerit. Reaktio
ei kuitenkaan ndy antimikrobiaalisten peptidien tuotannossa. Kyseessé voivat olla
immuunipuolustuksen muut osa-alueet, joita ei havainnoitu. Mahdollisia kdynnistyneita
immuunipuolustuksen osia olisivat esimerkiksi lisd&ntynyt hemosyyttien maard, kohonnut
fenoloksidaasi-pitoisuus tai antimikrobiaaliset peptidit, jotka eivat toimi Micrococcusta vastaan.

Sek& immuunireaktion sammumisen ja kdynnistymisen suhteen on mahdollista, etta
muurahaiselle paras vaihtoehto on pit&a jatkuvasti yll& immuunipuolustusta. Vaikka puolustuksen
yllapito olisi hyvinkin kallista, se saattaa olla kannattavaa, jos puolustuksen k&ynnistymisen hitaus

saattaisi aiheuttaa kustannuksia. Y llapidon kustannuksissa merkittdvaé on lahinnd kuinka vakaita
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molekyyleja antimikrobiaaliset peptidit ovat ja aiheuttavatko ne haittavaikutuksia elimistolle.
Kumpaankaan ei tiedetd vastausta.

4.3. Ongelmia ja ratkaisuja koeasetelmassa

Né&ytteiden epatasainen jakauma on pienoinen ongelma (Liite 4). Yllattava tulos kahden péivén
naytteiden osalta ja nopea suunnitelmien muutos aiheuttivat sen, ett4 kahden péivan néytteit4 on
paljon ja my6hempid naytteitd huomattavasti vahemman eik& yhta systemaattisesti. Naytemaara on
kuitenkin riittdvan suuri, jotta tulokset olivat merkitsevid. Suuri ndyteméaéara kahden paivan osalta
ainakin kertoo vastaansanomattomasti, ettei tyolaisilla — muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta —
ole antimikrobiaalisia peptidejd hemolymfassaan heti kuoriutumisen jalkeen. Poikkeustapauksia oli
kahdeksan yksilo4, ja ne jakautuivat eri pesille, niin ettd samasta pesésté ei ollut kahta yksilo&
enempad. Poikkeukset saattavat olla omien késittelyjensé ensimmaisié kuoriutujia, jolloin niilla olisi
ollut eniten aikaa kaynnistdd antimikrobiaalisten aineiden tuotanto.

Tilastollista analyysia vaikeutti tulosten jakauman poikkeaminen normaalista. En
voinut kayttaa ei-parametrisia testejd, koska tarpeisiini soveltuvia riittdvan yksinkertaisia testeja ei
ole olemassa. Varianssianalyysien tuloksiin voi kuitenkin suhtautua melko luottaen, koska
menetelméat ovat voimakkaita , eikd epdnormaalisuus valttamétta aiheuta vaaria tuloksia. Erityisesti
on merkittavaa, ettd epdnormaalisuus aiheutuu suuresta nollandytteiden maarésta. Talloin syntyy
naytteiden ylidispersio, eli kuvaajaan syntyy yliméérdinen héntd. Tassa tapauksessa
varianssianalyysi vahvistaa eri tekijoiden merkitysta ja merkitsevat vaikutukset syntyvét
helpommin. Pd4osa vaikutuksista ei kuitenkaan ole merkitsevig, joten en usko analyysien olevan
virheellisid. Jos aineisto olisi normaalinen, uskon, ettd tulokset olisivat samansuuntaisia.

Miksi nollandytteita sitten on niin paljon? Epéilematta osassa naytteista tyolaisilla ei
ole antimikrobiaalisia peptidej& Micrococcusta vastaan. Kahden pdivan néytteet olivat luultavasti
naitd, koska nollandytteiden maara oli niin suuri. Estorenkaiden puute voi johtua myds
koeasetelman aiheuttamista virheisté: Pienilla hemolymfamaarilla estorengasta ei valttdmatta
havaita, joten ndytteen tilavuus on merkittdva asia. Muurahaisella saattaa olla jollain tasolla toimiva
immuunipuolustus, mutta se ei toimi bakteereita vastaan. Nayte voi olla syysté tai toisesta
tuhoutunut, jolloin maljatussa ndytteessa ei endd ole bakteereista tuhoavia aineita. Antibakteeristen

aineiden maaré saattaa olla liuoksessa niin pieni, etté ne tappavat bakteereja, mutta eivat riittavasti,
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jotta muodostuu rengas. Kasittelin kaikki naytteet samalla tavalla, joten estorenkaiden puutos ei
todennadkaisesti johdu eroista naytteiden kasittelyssa.

Nollanaytteité ei voi jattdd huomioimatta tulosten késittelyssé, koska se saattaisi
valikoida naytteitd epétasaisesti: Estorenkaan puuttuminen saattaa johtua immuunivasteen
puuttumisesta, joka on merkittavé asia. Emme kuitenkaan voi tietdd mistd estorenkaan puuttuminen
johtuu. My6skaan naytteitd, joissa on liian pieni ndytteen tilavuus, ei voi jattaa pois, koska
luontevaa leikkauskohtaa ei ole. Tasté saavutettava hyotykaan ei olisi merkittéavé, koska
nollandytteitd on runsaasti myos siind joukossa, jossa saadun néytteen tilavuus on suuri.

Néaytteet olivat terminaalindytteitd — kaiken mahdollisen hemolymfan eristdminen
muurahaisesta tappaa yksilon. Jos yhdestd muurahaisesta saisi useampia ndytteitd, immuunivasteen
kehittymisen seuraaminen olisi helpompaa, tai ainakin varmempaa, eikd vastaavia ongelmia
naytteiden epdtasaisen jakautumisen osalta valttamatt tulisi.

Hemolymfan maard muurahaisissa vaihtelee rutkasti. Muurahaisten koon vaihtelu on
suurta, joten osalla muurahaisista ei ollut riittdvasti nestettd tayttamaan kapillaariputkea.
Hemolymfan madréén saattaa vaikuttaa myos mahdollinen tartunta: Jos tartunta aiheuttaa
esimerkiksi ripulia tai muurahaiset pyrkivat nostamaan itselleen kuumeen, on mahdollista, etté
tyolaiset dehydroituvat ja hemolymfan maaré véhenee. Arvelin pilottikokeiden aikana, ettd tasta
saattaisi tulla merkittdva ongelma, mutta nuorilla ty6laisilla ongelma ei vaikuttanut olevan yhta
suuri. Mahdollisen virheen suuruuden arvioiminen vaatisi paljon tarkempaa tietoa muurahaisten
patologiasta.

Pilottikokeissa kaytin vanhoja ja varsinaisessa kokeessa nuoria ty6laisia.
Talvehtiminen ja pitkd ika saattaa vaikuttaa niin hemolymfan mé&raan kuin immuunipuolustuksen
voimakkuuteen. Lisdksi vanhojen tyolaisten stressinsietokyky saattaa olla heikompi kuin nuorilla
tyolaisillad. Vanhoissa tyolaisissa on lisdksi mukana seka ravintoa pesan ulkopuolelta kerddvia
yksilgitd, jotka ovat palanneet peséén ettéd pesan sisalla tyoskentelevia yksiloitad. Naiden
muurahaisten kokemassa patogeenipaineessa on isoja eroja. Luultavasti ulkona liikkuneet ty6laiset
ovat kokeneet enemmadn stressid ja esimerkiksi menettaneet herkemmin nestettd. Ndiden erojen ei
kuitenkaan pitdisi vaikuttaa tuloksiini: Vertailin vanhoja ja nuoria tyolaisia keskendaan (Taulukko 4)
ja erot eivét ole suuria. Oletettavasti pilottikokeissa oli suhteellisen tasaisesti pesén ulkopuolella
liikkuneita ettd pesan sisalla oleskelevia ty6laisid. Oma ongelmansa tietenkin on, voisiko nuorilla
tyolaisilla tapahtua immuunipuolustuksen sammumista. En usko siihen, koska on vaikea keksié
hyvaa syytd, miksi sammuminen hyoddyttdisi nuorta, mutta olisi vanhalle ty6laiselle selkedsti

haitallinen.
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Olosuhteet muurahaisten kasvatuksessa eivat olleet kohdallaan, koska muurahaisia
kuoli paljon kokeiden aikana. Muurahaisten siirtdminen luonnosta laboratorio-olosuhteisiin johti
luultavasti stressaantumiseen ja lisddntyneeseen kuolleisuuteen. Tdma saattoi vaikuttaa
karanteenikokeen ensimmaisiin naytteisiin, jotka oli otettu suoraan luonnosta keréatyista
muurahaisista. Seuraavien péivien aikana heikommat yksil6t olivat kuitenkin kuolleet, eivatka
vaikuttaneet endd tuloksiin. Selviytymiskokeissa suurin yksittadinen kuolleisuutta aiheuttava tekija
on luultavasti vanhempien tyolaisten puute, koska vastakuoriutuneet ty6laiset olivat melko heikosti
toimivia. En n&dhnyt niiden syovan kertaakaan parin paivén aikana kuoriutumisensa jélkeen.
Ymmarrettavasti kuoriutuminen on merkittédvé tapahtuma muurahaisen eldméssa ja siité seuraava
fysiologinen stressitila voi olla pitkdaikainen. Kuolleisuus voi my6s johtua koteloiden kuorimisesta
vaadradn aikaan: Liian aikaisin kuorittu yksilo ei ole vield kypsé, mutta saavuttaa parissa paivassa
tarvittavan toimintakyvyn. ”Kuoriutuminen” onkin melko venyvé késite. Muurahaiseni valilla
kuorivat selvésti vield epékypsia yksiloita ja sitd tapahtunee luonnossakin. Kotelosta ulos
paaseminen ja tdysi toimintakyky eivat valttamatt4 tapahdu samaan aikaan. Kuoriutumisen
ongelmasta voisi paasta kayttamalla tutkimuksessa lajeja, jotka eivat lainkaan luo koteloa. T&llgin
kokeen aloittamisajankohdan voisi paattda sen mukaan, koska tydlaiset alkavat liikkua. En ollut
yht& népparé pinsettien kanssa kuin tyolaiset ovat leukojensa kanssa ja jouduin avaamaan ty6laisia
melko suuria mééarid. Tyolaisilta irtosi raajoja tai tuntosarvia operaation aikana. Sormindpparyyteni
kuitenkin parani alkukankeuden jalkeen huomattavasti, joten tdméankaltaisten vahinkojen méaara
vaheni ajan kuluessa. Noin puolet avatuista koteloista ei kuitenkaan koskaan lahtenyt liikkeelle,
vaan jai kuolleena maljalle.

Muutamat kontaminaatiot ndytteissé kertovat, etté steriili tyotapa ei onnistunut
moitteettomasti. Noin prosentin verran kontaminaatioita on kuitenkin vahan, eik& hairitse tulosten
tulkinta. Ongelmallisempi naytteiden laatua heikentdva tekija on mahdollinen naytteeseen joutuva
muurahaishappo. Happo luultavasti tuhoaa antibakteriaaliset aineet, joten nayte, jossa on
muurahaishappoa, ei saa aikaan estorengasta. On vaikea arvioida kuinka monessa néytteessa on
ollut mukana muurahaishappoa. Osalla yksiloista happoséilio oli kuitenkin selkeasti nahtévissa ja se
séilyi ehjand. Monella yksilolla happoséilio oli jo tyhjentynyt kasittelyn aikana, ymmarrettavasti
siséltoa oli kaytetty puolustautumiseen, kun tartuin muurahaiseen. Pikkutarkassa tyossa pienetkin
erot ndytteenotossa johtavat suurin eroihin tuloksissa. Etenkaan, kun en ole kovin kokenut
naytteenotossa ja paras ndytteenottotapa muotoutui kokeiden edetessé. Joidenkin néytteiden tilavuus
oli liian pienid, mikrolitran kymmenyksié. Tyolaisista ei kuitenkaan saa helposti suurempaa
naytetilavuutta — uskon, ettd sain kapillaariin tiristettyd sen, mitd muurahaisen ruumiista on

saatavissakin.

-32-



Ongelmista huolimatta pidan kayttamiéni menetelmi& toimivina. Naytteenotto ja
analysointi oli suoraviivaista ja helppoa. Ongelmia tuotti ensisijaisesti muurahaisten kasvattaminen
mahdollisimman bakteerivapaassa ymparist0ssa, eivatké niink&an ndytteiden ottoon tai kasittelyyn
liittyvat ongelmat. Muurahaisia kaytettédessé voidaan helposti kayttéa suuria ndytekokoja, jolloin

pienet menetykset eivat ole niin suuri ongelma.

4.4. Mita antimikrobiaaliset peptidit kertovat immuunipuolustuksesta?

Antimikrobiaaliset peptidit ovat vain yksi osa immuunipuolustusta ja immuunipuolustuksen eri
osien valilla saattaa olla trade-offeja. Siksipd onkin oleellista pohtia tuloksieni suhteen, mité
antimikrobiaalisten peptidien mééara oikeasti kertoo.

Lemaitre ym. (1997) huomasivat, ettd Serratia marcescens ei aiheuta
antimikrobiaalisten peptidien tuottoa Drosophila-karpasissé. He epéilivat, ettd bakteeri tappaa
kérpésen vaikuttamalla suolen toimintaan, eika siirry lainkaan elimiston sisélle. Serratia oli yksi
kayttamistani bakteereista, ja on mahdollista, ettd muutkin patogeenini toimivat samoin. Toisaalta,
kayttamani Arthrobacter globiformis tuottaa jauhopukilla (Tenebrio molitor) estorenkaan (Haine
ym. 2008) ja suolistotartunnatkin saattavat k&ynnistad immuunireaktion hemolymfassa (Brown ym.
2003). Tyolaiset saivat bakteerit suun kautta ruuansulatusjarjestelmaan, joten on mahdollista, etté
bakteerit eivat muuttuneet patogeeniseksi tai padsseet sisélle hemolymfaan. Hemolymfaan paasevan
tartunnan varmistamiseksi muurahaiset olisi voinut infektoida tekemalla bakteeria siséltavalla
neulalla reidn kutikulaan. Surullinen tosiasia on, ettd hyonteisten patologia on heikosti tunnettua ja
patogeenien vaikutustavat ovat haméran peitossa (Shirasu-Hiza & Schneider 2007). Kéyttamiani
bakteerien vaikutuksesta muurahaisiin ei tiedetdkdan juuri muuta kuin ettd ne voivat olla
patogeenisi.

Meylaers ym. (2003) havaitsivat, ettd monilla hyonteisill4 on valmiina
hemolymfassaan antimikrobiaalisia peptideja ja Lambertyn ym. (2001) tulokset termiiteill& ovat
samansuuntaisia: haastamattomillakin yksiloilla oli peptidejd, eik& immuunihaaste lisdnnyt niiden
ma&éarad. He esittivatkin, ettd on olemassa kaksi eri tapaa taistella mikrobeja vastaan:
peptidituotannon k&ynnistdminen tai jatkuva peptidien tuottaminen ja sailominen hemosyytteihin.
Jalkimmainen on yleistd muissa elioryhmissd, muttei vield todennettu niveljalkaisilla. Haine ym.

(2008) huomasivat, etta 99,5 % hydnteisen ruumiiseen injektoiduista bakteereista kuolee puolessa
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tunnissa. He epéilivét, ettd kaynnistymisté vaativan puolustuksen tehtdva on ainoastaan siivota pois
jaljet, jotka ja&vat valmiina olevan puolustuksen toiminnan jalkeen.

Mita tama kaikki sitten tarkoittaa tulosteni kannalta? Jarkevé oletus olisi, etta
muodonmuutoksen aikana tyolaisen ruumiissa ei ole antimikrobiaalisia peptidejd, mutta niiden
tuotanto alkaa heti, kun metamorfoosi on viety loppuun. N&in ollen muutaman péivéan kuluessa olisi
saavutettu yleinen taso, jonka havaitsin yhden ja kahden viikon ndytteisténi. Luultavasti
luonnollisissa olosuhteissa peptideja olisi nopeammin muurahaisen ruumiissa, mutta nyt
menetelmani aiheuttivat muurahaisten kuoriutumisen hivenen aikaisemmin kuin ne olisivat

luonnollisesti kuoriutuneet.

4.5. Tulosten merkitys

Tulosteni perusteella muurahaisen antimikrobiaalisilla peptideilld valittyva immuunivaste
kéynnistyy ymparistosta riippumatta muutaman pdivan kuluttua kuoriutumisesta. Tdma on uutta
tietoa, eikd tamankaltaista tulosta ole aiemmin raportoitu.

Muurahainen on ensimmaiset kuoriutumisen jalkeiset hetkensa immunologisesti
haavoittuvainen. Ty6lainen ei kuitenkaan heti joudu kohtaamaan maailmaa, vaan se voi myos
valmistautua rauhallisesti pesan suojassa. Moniin muihin hyonteislajeihin verrattuna muurahaisen
ensi hetket ovat hyvin suojattuja ja turvallisia. TAmé saattaa selittdd myos erot
mehiléistutkimukseen (Wilson-Rich ym. 2008), sillda mehildisten kotelot ovat huomattavasti
enemman ympériston armoilla kuin muurahaiskotelot. Muurahaisten kotelo on toukan itse
rakentama, eikad pesdaineksesta tehty ja lisdksi muurahaisty6laiset voivat puhdistaa kotelon
ulkopintaa seka siirtd4 koteloa turvaan ulkoisilta uhilta. Tdma saattaisi selittdd, miksi muurahaisten
ja mehildisten valilla on eroja immuunivasteessa yksilonkehityksen aikana.

Y hteiskuntahyonteisilla olisi ymmarrettavaa, ettd yhteiskunnan muilla jasenilla olisi
roolinsa immuunipuolustuksen kdynnistymisestd. Tama ei kuitenkaan vaikuta tapahtuvan
sosiaalisen rokotuksen kautta. Vanhempien ty6ldisten antamat evaat vastakuoriutuneiden eldméan
tuntuvat enemman liittyvan ravinnon ja nesteen antamiseen. Téhan voidaan ajatella kahta eri syyté.
Immuunipuolustuksen kustannukset eivét ole valttdmatta kovin suuria, jos ymparistolla ei ole
merkitysta. Talloin ty6lainen ei sddstd kustannuksissa, vaikka k&ynnistéisi immuunipuolustuksensa

“tarpeen mukaan”.
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Koska immuunipuolustukseen kuitenkin kuluu luultavasti paljon resursseja,
todenndkdisempaé on, ettd jatkuvasti toimivan immuunipuolustuksen hyédyt ovat suuria.
Yhteiskuntahyonteisilla ei ehka ole varaa luottaa siihen, ett ympéristosta riippuva reagointi
muodostaa tarpeeksi nopeasti suojan patogeeneja vastaan. Yhteiskunnissa taudit levidvat nopeasti ja
lilan hidas reagointi saattaisi olla kohtalokasta. Sosiaalisuuden tuoma tuki voi tapahtua jo
toukkavaiheessa, kuten mehildisilla on oletettu. Muurahaistoukat ovat taysin riippuvaisia tyolaisten
antamasta ravinnosta ja tdmé ravinto olisi oiva keino toimittaa toukille immuunipuolustusta
tehostavia aineita.

Sosiaalisuudesta on eittdmatta etua immuunipuolustuksen suhteen, aivan kuten se
my0s altistaa suuremmalle patogeeniriskille. Tulosteni ja tdhan asti tehdyn tutkimuksen perusteella
on kuitenkin vaikea muodostaa kokonaiskuvaa siitd, miten sosiaalisuuden ja immuunipuolustuksen
yhteinen evoluutio on tapahtunut (Thorne & Traniello 2003). Ekologisen tai evolutionaarisen
immunologian keskeinen k&site on immunokompetenssi (Kéning & Schmid-Hempel 1995, Owens
& Wilson 1999, Ryder 2003). Tama kasite tarkoittaa, kuinka tehokas eldimen immuunipuolustus on
tehtdvassaan, eli kuinka hyvin eldin pystyy vélttdmaan patogeenien aiheuttama kustannukset. On
huomattava, ettd immuunipuolustuksen voimakkuus ei vield kerro mitdan evolutiivisesti

merkityksellistd. Valia ei ole immuunipuolustuksen koolla, vaan silla miten sitd kéyttaa.

4.6. Tutkimuksen herattdmia uusia kysymyksia

Muurahaisten patogeenit ovat heikosti tunnettuja. Emme tied& mille patogeeneille muurahaiset
voivat luonnollisissa olosuhteissa altistua, saati sitten mink&lainen ndiden patologia on. Molemmat
olisivat ensiarvoisen térkeitd tietoja, jotta voimme arvioida immuunipuolustuksen tehokkuutta tai
muodostaa kokonaiskuvaa siitd minkalaisessa ympéristossd muurahaisten immuunipuolustus on
kehittynyt. Oma ongelmansa on selk&rangattomien kirjava immuunipuolustus. Jotta voisimme
arvioida paremmin, kuinka laajalle tulokset ovat yleistettavissa muurahaisiin, hyonteisiin tai
selkdrangattomiin, meidén pitdisi tietdd enemman loviniskamuurahaisen immuunivasteen
molekyylibiologisesta perustasta. Talla hetkell& tietomme siit4 on olematonta. Yleisemmin myos
monet spesifisyyteen liittyvat ongelmat selkarangattomien immuunipuolustuksessa ovat avoinna:
Miten néenndisen laajavaikuitteiset signaaliketjut voivat yllapit&4 tiukan patogeenispesifia

immuunivastetta (Schmid-Hempel 2005b, Schulenburg ym. 2007)?
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Kuoriutumishetken madrittdminen on vaikeaa. Tunnemme ylipddnsa kehnosti
fysiologisia prosesseja, jotka méarailevat hyonteisen aikuisvaiheen kaynnistymisté.
Immuunipuolustuksen kdynnistymisen tunteminen vaatisi seurakseen muita tutkimuksia, joissa
selvitetdén tyolaisten muiden elintoimintojen k&ynnistymisté ja muurahaisen valmistumista
aikuisvaiheen eldmaén.. Olisi tarpeellista tietad, ovatko tulokset samansuuntaisia my6s muiden
immuunipuolustuksen osa-alueiden osalta. Laajemmalla tydmééralla samassa yhteydessa olisi
voinut tutkia my6s muita osa-alueita, kuten esimerkiksi melanisaatiota ja
fenyloksidaasiaktiivisuutta. Jos antimikrobiaalisten peptidien tuotanto k&ynnistyy
muodonmuutoksen jalkeen, vastakuoriutuneiden hyonteisten hemolymfasta pitéisi havaita
aktiivinen peptidisynteesi. Se saattaa aluksi olla voimakkaampaa ja saavutetun tason jalkeen sen
madré vahenee, kunnes peptidien tuhoutuminen ja valmistaminen saavuttavat tasapainon.

Ongelma on myos se, ettd on vaikea arvioida immuunipuolustuksen todellisia
kustannuksia muurahaisille. Jos haluamme arvioida eri sopeutumien merkitystd muurahaisten
immuunipuolustukselle, olisi tarpeen myds osata mahdollisimman tarkkaan arvioida kustannukset,
joita tyolaisille aiheutuu. Mahdollisia menetelmid on kayttdmamme selviytyvyys seké kasvuun ja
lisddntymiseen liittyvat tekijat. On myods mahdollista rajoittaa ravinnon mééraa, jolloin kustannukset
tulevat selkedmmin esille (Moret & Schmid-Hempel 2000). Kustannusten mittaamisessa on
kuitenkin omat ongelmansa: ympéristovaikutukset voivat olla niin merkittdvid, etta on vaikea
erottaa mitka kustannukset syntyvat immuunivasteesta ja mitk& puolestaan jostain muusta tartunnan
saaneen biologiasta. Onkin tarked4 arvioida immuunivasteen kustannuksia useammalla
menetelmalla (Sandland & Minchella 2003).
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5. Loppuyhteenveto

Tutkimukseni osoitti selvasti, ettei muurahaisty6laisilla ole kuoriutuessaan antimikrobiaalisia
peptidejd. Puolustus kdynnistyy muutaman paivan kuluessa riippumatta ymparistosta. Ulkoisella
patogeenipaineella on vaikutusta ty6laisten selviytymiseen, mutta immuunivasteen kaynnistymiseen
silld ei ole vaikutusta. Immuunireaktio ei vaikuta sammuvan parin viikon kuluessa, vaikka ulkoinen

patogeenipaine olisi véhainen.

6. Kiitokset

Lampimat kiitokset tutkimukseni mahdollistamisesta kuuluvat rahoittajilleni, Helsingin yliopiston
Matematiikan ja luonnontieteiden rahastolle, Suomen biologian seura Vanamo ry:lle seka Societas
pro Flora et Fauna Fennicalle. Sain tydskennelld kannustavassa ja kansainvalisessa ympéristossa
Tvéarminnen eldintieteelliselld asemalla, jossa erityisesti laboratoriomestari Jaana Koistinen seka
amanuenssi Marko Reinikainen auttoivat k&ytdnnon jarjestelyissa. Bakteerit sain Jouni Laakson
tutkimusryhmaéltg, jonka liséksi erityiskiitos kuuluu ko. ryhmén Minna Pekkoselle, joka opasti
Viikin laboratoriotilojen k&ytossa seka antoi k&yttéoni hienon bakteerimaljojen kuvauslaitteistonsa.
Monet kommentoivat yksittaisia tai laajempia osia gradustani ja pohtivat kanssani madritelmiin ja
paatelmiini liittyvid ongelmia ja he ansaitsevat syvimmat kiitokseni avustaan. Liséksi haluan kiittaa
suurta laumaa ystévia, jotka ovat pyytteettomasti tukeneet eri tavoin gradutydskentelyni yla- ja
alamaissa. Mahtavaa ettd olette olemassa!

Suurimmat kiitokset kuuluvat Team::Antzz:ille, jonka jasenet ovat tarjonneet oivaa
apua ajatusteni peilaamiseen, kaytannon vinkkeja muurahaisten kanssa tydskentelyyn ja
vastapainoksi rentoutumista ja huolien unohtamista. Erityishuomion ansaitsevat ohjaajani professori

Lotta Sundstrom ja FM Emma Vitikainen sekéd kanssagradulaiseni Hannele Luhtasela.
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Liitteet

Liite 1: Tutkittavat pesat varsinaisessa kokeessa

Paikka Pesé Haettu
Joskéar
J2 13.7.,24.7., 30.7.
J31 13.7., 25.7.
Furuskar
F9 13.7., 30.7.
F35 13.7.,24.7., 30.7.
F72 13.7., 30.7.
F73 12.7.,22.7.
F76 13.7., 30.7.
F103 12.7., 28.7.
F110 13.7., 28.7.
F113 13.7., 28.7.
Oby
Polygyninen pesg, 31.7.
josta kaksi
rinnakkaista sarjaa
késittelyitd
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Liite 2: Kaytetyt reseptit liuoksiin

Agar 1%

- 5 grammaa ravintosekoitetta Nutrient Broth (Merck KGaA, Damstadt, Saksa)
- 2,5 grammaa hiivatiivistettd (Scharlau Microbiology, Barcelona, Espanja)

- 10 grammaa agaria (Scharlau Microbiology, Barcelona, Espanja)

- 1 litra vetta

Steriloidaan autoklaavissa 25 minuuttia, 121 astetta.

PBS (pH 7.4)

- 2,314 grammaa kaliumdivetyfosfaattia (KH,PO4)

- 7,384 grammaa dinatriumvetyfosfaattia (Na;HPO,)
- 87,66 grammaa natriumkloridia (NaCl)

- 1 litra vetta

Steriloidaan autoklaavissa 25 minuuttia, 121 astetta.

NB

- 10 grammaa ravintosekoitetta Nutrient Broth
- 1,25 grammaa hiivatiivistetta
- 1 litra vetta

Steriloidaan autoklaavissa 25 minuuttia, 121 astetta.

Muurahaisten ruoka (Bhatker-Whitcomb)

- 0,5 litraa vetta

- 5 grammaa agaria

- 1 kananmuna

- 2-3 ruokalusikallista hunajaa

Sekoitetaan agar kiehuvaan veteen. Annetaan jadhtya
hieman ja sekoitetaan loput aineet mukaan.
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Liite 3: Bakteerikantojen alkupera

Jouni Laakson tutkimusryhman kautta hankittiin seuraavat Yhdysvalloista ostetut bakteerikannat
(American Type Culture Collection) sekd Belgiasta ostettiin suoraan yksi bakteerikanta (Belgian
Co-ordinated Collections of Micro-organisms / Laboratorium voor Microbiologie, Gentin

yliopisto):

Bakteeri Alkupera Kannan tunniste
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525
Micrococcus luteus ATCC 4698

Serratia marcescens ATCC 13880
Arthobacter globiformis BCCM/LMG 3813
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Liite 4: Varsinaisen kokeen naytteet pesittain ja kasittelyittain

Pesa Késittely 2 paivda  1viikko 2 viikkoa
J2 C 5 3 3
D 10 0 6
L 10 0 3
wC 10 2 1
WD 10 4 4
J31 C 6 5 6
D 1 0 0
L 10 1 0
wC 5 6 5
WD 5 5 5
F9 C 10 1 0
D 10 0 1
L 5 3 2
wWC 10 0 8
WD 10 0 3
F35 C 10 0 0
D 10 0 5
L 10 0 2
wcC 10 2 2
WD 10 1 0
F72 C 5 6 6
D 10 0 2
L 10 0 0
wcC 5 3 3
WD 0 0 0
F73 C 10 3 0
D 10 2 3
L 10 0 7
wWC 10 0 6
WD 10 0 5
F76 C 10 0 7
D 10 2 3
L 10 1 1
wcC 5 5 4
WD 10 0 10
F103 C 10 1 1
D 5 1 2
L 5 4 4
wWC 10 0 6
WD 10 0 5
F110 C 10 3 3
D 5 2 3
L 3 4 3
wcC 5 0 8
WD 10 3 2
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F113 C 10 1 2
D 10 1 2
L 10 2 2
WC 10 3 3
WD 5 4 5
POLY1 C 10 0 2
D 5 4 3
L 5 3 5
WC 5 7 6
WD 5 6 4
POLY?2 C 5 6 8
D 5 6 5
L 5 3 2
wWC 5 5 3
WD 5 7 5
Y hteensa 459 1 2

Luvuista on poistettu kontaminoituneet naytteet

kasittely N pesa N
C 166 F103 64
D 144 F110 64
L 140 F113 65
WC 180 F35 62
WD 167 F72 50
F73 76
F76 77
F9 62
2 0N
31 59
POLY1 75
POLY?2 72
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