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Tiivistelma

Valtaosa maapallon elidlajeista odottaa yha tiegeélkuvausta. Perinteisten menetelmien
soveltaminen miljoonien nimedmattdmien lajien kuaéaeen on kuitenkin hidasta ja edellyttaa
enemman taksonomista tydvoimaa, kuin mitd todelligssa lienee koskaan saatavilla. Uutena
ongelmana morfologisin menetelmin kuvattujen lagesélta on yha enenevassa maarin paljastunut
jopa useita piilevia eli kryptisia lajeja, jotkeoawat merkittavasti muilta kuin ulkoisilta
ominaisuuksiltaan. Ratkaisuksi naihin haasteisirebdotettu DNA-taksonomiaa; lyhyiden,
vakioitujen DNA-sekvenssien kayttéa uusien lajiennistamiseksi ja kryptisten lajien
erottamiseksi. Tahan tarkoitukseen soveltuvakselsi eldaimille on osoittautunut osa sytokrami
oksidaasi | (COI) -geenia. Tutkielmassani tarka&stddNA-taksonomian soveltuvuutta vastikaan
kuvatun, ulkoisin tuntomerkein vaikeasti eroteltavaiparin Aphodius fimetariugpihalantiainen)

ja Aphodius pedellugsalalantiainen) lajinmaaritykseen. Kysyn: Onkodedi
kromosomituntomerkein erotettujen lajien tunnistaen mahdollista COI -geenin sekvenssierojen
avulla? Voiko lajit tunnistaa aiemmin esitetyin ailkin tuntomerkein? Mika on tutkimuslajien
maailmanlaajuinen levinneisyys? Kumpi lajeistarggy Suomessa, ja millainen on taman lajin
geneettinen populaatiorakenne?

Selvittadkseni tutkimieni lantakuoriaisyksiloidexih kaytin kahta geneettista menetelmaa:
kromosomipreparaatteja ja COIl-geenin sekvenssekd, \&haisiin ulkoisiin tuntomerkkeihin
perustuvaa maarityskaavaa. Selvitykseni salalaetiagsiintymisestd Suomessa perustui kahteen
koko maan kattavaan lantakuoriaisaineistoon, dskébtela- ja Lansi-Suomesta keraamaani
aineistoon. Kaytdssani oli myds museonaytteitd hmedia, sekd GenBankissa julkaistuja COI-
sekvensseja.

COl-sekvensseisséa havaitsemani erot jakoivat dorelsahdeksi toisistaan merkittavasti eroavaksi
lajiksi: lajien valilla oli 8,1 % ero emasjarjesgassa, mutta lajien sisalta 10ytyi vain vahan
muuntelua (0,2-0,7 %¥ekvenssituntomerkit erottelivat salalantiaisepilelantiaisen samoiksi
lajeiksi kuin aiemmin kuvatut kromosomituntomerltaarityskaava sijoitti yli puolet yksildista
samoihin ryhmiin kuin sekvenssitkin, mutta moniksilGilla oli kummankin lajin tuntomerkkeja.
Kehittamani DNA-lajitunnisteet osoittivat, etta $nessa esiintyy tutkituista lajeista vain
salalantiainen, ei pihalantiaine@OI-tuntomerkein tunnistin salalantiaisen ensingeaa taysin
varmana havaintona myds Pohjois-Amerikasta sekalidtgp. Suomessa tavatuista salalantiaisen
27 COl-haplotyypista yksi on yleinen ja laajallgileyt, muut harvinaisempia ja
levinneisyydeltaan paikallisia. Suomalaisen haplppyverkoston tdhtimainen muoto viittaa siihen,
ettd salalantiainen olisi vastikdan nopeasti laytitnyt uusille alueille.

Kokonaisuudessaan tulokset osoittivat DNA-lajitisteet tarkaksi tyokaluksi piha- ja salalantiaisen
erottelemiseksi. DNA-tuntomerkkien toimivuus petussiihen, etta lajien vélinen
sekvenssivaihtelu on merkittavasti lajinsisaistéitedua runsaampaa. Soveltamalla uutta
tunnistustytkalua laajaan aineistoon osoitin yha@amme yleisimman kovakuoriaisen kuuluvan
eri lajiin kuin aiemmin on oletettu, ja tAman laglevan maailmalla laajalle levinnyt. llman COI-
sekvenssien tarjoamaa erottelukykya morfologisatiolmerkit eivat olisi riittaneet asian
selvittamiseen. Tulevaisuudessa olisi kiinnosta@eaeltaa kehittamiani tuntomerkkeja néiden
lajien maailmanlaajuisen levinneisyyden entistédarpaan selvittamiseen. Vertailu kotimaiseen
museoaineistoon voisi valaista, onko pihalantiaikitenkin joskus asuttanut maatamme ja kenties
joutunut vaistymaan nopeasti levittaytyvan sisarég tieltd. Tahan lajitunnisteet tarjoavat nopean
ja varman keinon.

Avainsanat: pihalantiainephodius fimetariyskryptiset lajit, DNA-sekvenssi, mitokondrio-DNA,
COl, lajitunniste, haplotyyppi, karyotyyppi
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1. Johdanto

Tiedeyhteison yli 250 vuoden ponnisteluista huotiam&asta noin 1,7 miljoonaa elidlajia on
kuvattu tieteellisesti (Costa & Carvalho 2010). fdaka planeettamme miljoonista lajeista odottaa
siis yha loytymistaan. Ihminen kuitenkin kiihdyttiégkuisin tavoin sukupuuttotahtia (Jackson ym.
2001; Root ym. 2003), joten monet lajit saattaaddéa ennen kuin ehdimme saada niistd mitaan
tietoa. Vahimmaisvaatimuksena voisi pitaa yksisgaen nimen antamista jokaiselle eliokunnan
lajille. Elibiden nimeamisty0 vaatisi kuitenkin vavan maaran taksonomista asiantuntemusta, silla
yksistaan hyonteisia lienee lahes 10 miljoonaa Ig@gsim. Novotny ym. 2007). Erityisesti huonosti
tunnettujen, seka kaikkein lajirikkaimpien elinymisdjen jokaisen kasvi- ja eldinlajin kuvaaminen
morfologisin perustein on eparealistinen tavoital@tini ym. 2008). On myds huomattu, etta
joissain tapauksissa morfologiset tuntomerkit etagpakaan luotettavaa keinoa lajirajojen
maarittelyyn — jo tunnetut lajit voivatkin muodoatjopa useista samannakoisista lajeista (esim.
Knowlton 1993; Manguin ym. 2007; Lumley & Sperliag10).

1.1 Kryptiset lajit

Kryptiset lajit ovat ulkomuodoltaan lahes identiignutta todellisuudessa erillisia elidlajeja, gtk

on virheellisesti luokiteltu saman lajinimen aliickford ym 2006; Detwiler ym. 2010). Téallaisten
piilo- eli kryptisten lajien erottaminen morfologisperustein toisista samannakoisista lajeista on
usein hankalaa, ellei joissain tapauksissa lahdglatanta (esim. Colborn ym 2001). Morfologisten
tuntomerkkien kaytté on ongelmallista etenkin ssilia lajeilla, joilla fenotyyppinen plastisuus on
suurta erilaisten ymparistétekijoiden, kuten ragnsaannin seurauksena (Tan ym. 2009).
Joidenkin kryptisten lajien tiedetd&n eriytyneemjjoonia vuosia sitten ilman havaittavien
morfologisten tai edes ekologisten erojen muodostian{Colborn ym. 2001). Er&&n arvion mukaan
yli 2000 nisdkaslajia on tunnistamatta, silla piimen morfologinen lajikasite ei kykene
erottelemaan niitéa (Baker & Bradley 2006). Kryistajien I6ytyminen voi muuttaa tietojamme jo
hyvin tunnettuina pidettyjen lajien ekologiastatdauniiden levinneisyydesta ja runsaudesta, seké
suojelun tarpeesta (Ashrafi ym. 2010). Niin voi #&ymikali laajalle levinnyt ja yleinen laji koostuu
todellisuudessa useista paikallisemmista lajeld&bért ym. 2004). Kryptiset lajit voivat paljastua
aivan sattumalta esimerkiksi kromosomistotutkimusteteydessa (Wilson 2001; Falahee & Angus

2010). Tosin yh& useammin naité piilolajeja osajaagtsia tiettyja geenialueita vertailemalla



(Fontaneto ym. 2010; Kaartinen ym. 2010). Tavalliskryptisten lajien vahaiset morfologiset erot
huomataan vasta kun lajit on ensin erotettu jonkirun ominaisuuden perusteella (Glaw & Vences
2002). Silloinkin ulkoiset tuntomerkit lajien vdlvoivat menna osittain paallekkain, jolloin
erotteluanalyysi usealla morfologisella muuttujaita osoittautua tehokkaaksi valineeksi (Ashrafi
ym. 2010; Lumley & Sperling 2010).

1.2 DNA-taksonomia

tehokkaampia menetelmia. DNA-sekvenssien vaihtejoda monenlaisia menetelmié lajiutumisen
ja lajirajojen tutkimiseen. Erityisesti vimeiseahden vuosikymmenen aikana DNA-sekvensointi
on kehittynyt yha nopeammaksi ja edullisemmaksieteimaksi (Dasmahapatra & Mallet 2006).
Nama edistysaskeleet ovat johtaneet siihen, ettét ggnomiprojektit ovat ansiokkaasti selvittdneet
joidenkin mallilajien koko genomin sekvenssijangsten (Costa & Carvalho 2010). Nykyaan
automatisoidut sekvensointikoneet voivat tuottaia tithat tuhannen emasparin pituista sekvenssia
paivassa. Tulevaisuudessa yleistynevat niin sasetutaavan sukupolven sekvensointikoneet, jotka
kasittelevat vahintdén satoja tai tuhansia nagtsamanaikaisesti (Valentini ym. 2008).

DNA-taksonomian idea perustuu lyhyiden, vakioitullNA-sekvenssien kayttoon
uusien lajien tunnistamiseksi ja kryptisten lajenttamiseksi (Hebert ym. 2003a; Valentini ym.
2008). DNA-taksonomian pohjalta on kaynnistettydasnke tarkoituksena tuottaa yksilolliset
lajitunnisteet kaikille maapallon eukaryoottilajei{Barcode of Life -hanke 2012). Lajitunnisteita
on 12.3.2012 mennessa kertynyt jo yli 1,5 miljota&djille (Ratnasingham & Hebert 2007). Uutta
ja osin kiistanalaistakin on idea kayttaa pientietih yhdesta tietysta geenista taksonomisesti
laajalle elijoukolle (Dasmahapatra & Mallet 2008jiden suhteellisen lyhyiden DNA-
sekvenssien on kuitenkin osoitettu sisaltavaraxiasti muuntelua luotettavan lajinmaarityksen
saamiseksi (Hebert ym. 2003a; Costa & Carvalho 2B&fAtaneto ym. 2010).

DNA-pohjaisilla lajitunnisteilla on jo havaittu alan useita etuja seka sovelluksia:
Toisin kuin useimmissa maarityskaavoissa, elamérddesri vaiheissa olevat yksilét voidaan
tunnistaa, elididen fenotyyppinen plastisuus efawmgelmia ja uusia kryptisia taksoneita voi
l6ytya (Hebert ym. 2003a). Menetelma soveltuu mydsenlaiseen ekologiseen tutkimukseen,
kuten lajikoostumuksen selvittdmiseen eri-ikaisigtéparistonaytteista (Valentini ym. 2008), tai

lajien valisten troofisten suhteiden paljastamisestntoverkoissa (Kaartinen ym. 2010).



Elaimille hyvin soveltuvaksi lajitunnisteeksi onaitsautunut mitokondriossa
sijaitsevan sytokront oksidaasi 1 -geenin (COI) alkuosa (esim. Folmer 3894; Valentini ym.
2008). Lahes poikkeuksetta lajien valinen vaihtel-geenin emasjarjestyksessa on lajinsisaista
sekvenssivaihtelua suurempaa (esim. Hebert ym.lg08&hoastaan sienieldimille ja eraille
polttiaiselaimille soveltuvaa geenia viela etsit§@osta & Carvalho 2010). COIl-geenialueen

monistamiseen on kehitetty monilla taksoneilla tgimalukkeita (esim. Folmer ym. 1994).

1.3 Tavoitteet

Tassa tutkielmassa tarkastelen DNA-pohjaisterulajitsteiden kayttokelpoisuutta kryptisten lajien
erotteluun. Esimerkkina kaytan lajipaAphodius fimetariuga Aphodius pedellyga kysyn: Onko
naiden kromosomituntomerkein erotettujen lajiemtstaminen mahdollista COI-geenin
sekvenssierojen avulla? Entéd voidaanko lajit aidashistaa aiemmin esitetyin ulkoisin
tuntomerkein? Miké& on tutkimuslajien maailmanlaagn levinneisyys? Kumpi lajeista esiintyy

Suomessa, ja millainen on taman lajin geneettimpulaatiorakenne?

2. Aineisto ja menetelmaét

PihalantiainerAphodius fimetarius sensu latbinnaeus, 1758) on yleinen kovakuoriainen, joka
esiintyy koko palearktisella, orientaalisella sekétralialaisella alueella (Dellacasa & Dellacasa
2003). Se esiintyy myos tulokkaana etelaisessa damsa, kaikkialla Yhdysvalloissa sek& Pohjois-
Meksikossa. Pihalantiainen lienee yleisimpia lantakaisia niin Pohjois-Amerikassa (Gordon &
Skelley 2007) kuin Euroopassakin (Tomas Roslin, tslaastieteiden laitos, Helsingin yliopisto,
keskustelu toukokuussa 2011). Suomessa sita taviiiaes koko maassa aivan pohjoisinta Lappia
lukuun ottamatta (Roslin & Helibvaara 2009).

Kooltaan pihalantiainen edustAghodiussuvun keskikokoa (5,5-8,2 mm). Taman
mustaselkaisen ja punasiipisen kovakuoriaisenax@ta mitd moninaisimmista elinymparistoista:
pihalantiainen viihtyy niin lehméan-, hevosen- kuistaelaintenkin lannassa. Lisaksi sille kelpaavat
raadot seka lahoava kasviaines (Roslin & Heliova@f0). Pihalantiaisen on havaittu lisdéantyvan
menestyksekkaasti jopa perunalla (Gordon & Sk&@y7). Lahes kaikista muista
lantakuoriaisistamme poiketen pihalantiaisen vgidé vuoden vanhasta, jo kuivahtaneesta



lannasta ja toukat voivat ilmeisesti kehittyd hyegniikaisissa lajissa. Se ei siis ole
lisdantymispaikkansa suhteen valikoiva, mutta m@imempi ymparisto, sitd runsaammin
yksiloita sielta yleensa 16ytyy. Pihalantiainenttaa useita sukupolvia vuodessa, ja niinpa aikuisia
yksil6ita voi tavata kaikkina vuodenaikoina. Suumiat esiintymat ajoittuvat kuitenkin alkukesééan
ja syksyyn. Pihalantiaiset talvehtivat useimmitdisina, vaikka muutkin kehitysasteet pystynevat

talvehtimaan (Roslin & Helidvaara 2009).

2.1 Lajipari pihalantiainen ja salalantiainen

Pihalantiaisestaensu strictmn hiljattain erotettu sisarlaji, joka nimettiin@meksi salalantiaiseksi
(Roslin & Helidvaara 2007). Salalantiaisen tietiseksi nimeksi valittinAphodius pedellus
(DeGeer 1774), koska lajila. fimetariusvanhin synonyymi oiscarabaeus pedelludeGeer
(Wilson 2001). Uusi laji paljastui yllattaen, kuatlo-opiskelija Christine Wilson valmisti
preparaatteja erinaisten lantakuoriaislajien kravnastoista Tall6in han huomasi englantilaisten
pihalantiaisnaytteiden sisaltavan kahta, huomastat@isistaan poikkeavaa, karyotyyppia (Wilson
2001, kuva 1). Valtaosa alan tutkijoista pitaagtagntiaista omana lajina (T. Roslin, keskustelu
kevaalla 2011), mutta lajinimien synonymisointiakim puollettu (Bordat 2002).

Vaikka piha- ja salalantiainen esiintyvat saanseébti rinnakkain (Wilson 2001; Jason
Maté, Hyonteistieteen osasto, Lontoon luonnonhisttoren museo, sahkdpostikeskustelu
11.3.2011), niiden risteytymisesta ei ole I6ytymytaan merkkeja. Hybridiyksilén karyotyypissa
yhdistyisivat molempien lajien tunnusomaiset pétfgoten sellainen olisi helppo huomata. Taméa
on Wilsonin ja Angusin (2004) mukaan yksi painavianfpdisteita sille, etta. fimetariuga A.
pedellusovat erillisia lajeja. Wilson (2001) kuvailee mysdseita lajit erottavia ulkoisia

tuntomerkkeja, mutta niiden toimivuus on asetettselenalaiseksi (esim. Bordat 2002).



Tietolaatikko 1. Karyotyypit

Karyotyypilla tarkoitetaan mitoosin metafaasivaiheisen kromosomiston rakenteellisia ominaisuuksia. Niité
ovat esimerkiksi kromosomien lukumaara, koko ja morfologia. Karyotyyppianalyysié varten solut aktivoidaan
jakautumaan, minka jalkeen mitoosi keskeytetddn. Seuraavaksi metafaasivaiheen kromosomit erotellaan ja
valokuvataan. Erindkoisia kromosomeja jaotellaan sentromeerin sijainnin perusteella: Jos sentromeeri
sijaitsee kromosomin keskivaiheilla, puhutaan meta- ja submetasentrisistda kromosomeista. Sen sijaan
akro- tai subakrosentrisissa kromosomeissa sentromeeri sijaitsee lahella kromosomin toista paata. Mikali
karyotyyppitutkimuksessa halutaan saada nakyviin muitakin tuntomerkkeja, kromosomit voidaan varjata
jollain monista raitavarjaysmenetelmista. Esimerkiksi C-varjays paljastaa heterokromatiinisegmentteja . B-
kromosomit ovat kromosomiston ylimaaraisia elementteja, eivatka ne yleensa sisalla aktiivisia geeneja.
Niita pidetdan erddnlaisina DNA:n loisina, joiden alkupera on epéselva ja luultavasti vaihteleva. Geneettisesti
vaimennettujen B-kromosomien esiintyminen on kovakuoriaisilla melko tavallista ja usein B-kromosomit
muuttuvat evoluution kuluessa lopulta heterokromaatiiniksi.
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Kuva 1. Piha- ja salalantiaisen karyotyypit. Karyotyypit a ja b kuuluvat pihalantiaiselle, ¢ ja d salalantiaiselle.
Kromosomit on lajiteltu preparaateista vastinkromosomipareiksi. Pihalantiaisen kromosomit ovat aina
metasentrisid tai submetasentrisia (Tietolaatikko 1). Salalantiaisella kromosomit 5, 8 ja 9 ovat akro- tai
subakrosentrisia (vertaa pihalantiaista a ja salalantiaista c). Pihalantiaisella 2. kromosomissa ja X-
kromosomissa nakyy leveét C-raidat (b), jotka salalantiaiselta puuttuvat (d). Salalantiaisen suuret X- ja 2-
kromosomit ovat kaventuneet sentromeerin kohdalta. Pihalantiaisella samojen kromosomien kasivarret ovat
"limautuneet” yhteen heterokromatiiniosien pituudelta, jolloin kaventuminen ei ole yhta selvaa.
Salalantiaiselta voidaan |6ytda myos yhdesta kahteen B-kromosomia: Ne ovat kooltaan ja muodoltaan 6. ja
7. autosomin kaltaisia, mutta kasivarsien paat ovat lahella toisiaan. Kuvan salalantiaisella B-kromosomeja ei
ole. Kuva Robert Angus.




2.2 Mita salalantiaisen levinneisyydesta tiedetaan?

Salalantiainen on tahan mennessa tavattu IsonABida liséksi Ranskasta, luultavasti Ita-
Siperiasta (Wilson 2001), Espanjasta (Wilson & Ang004), Italiasta, Slovakiasta ja Sloveniasta
(Whitehead 2006). Robert Angusin saamien tietojeRaan ruotsalainen laji olisi salalantiainen,
mita tukee myos hanen hiljattain kromosomein vaimninsa havainnot O6lannista. Han arvelee
myo6s suomalaisen lajin luultavimmin olevan salaknen (R. Angus, Biologinen tiedekunta,
Lontoon yliopisto, sdhkodpostikeskustelu 31.5.20WJson (2001) on tulkinnut Virkin (1951)
piirroksen suomalaisen yksilon kromosomistosta kuah salalantiaiselle. Todellinen tilanne on
kuitenkin tutkimatta. Myds Amerikan mantereen asahlilalantiaisen esiintyminen on pysynyt
arvoituksena: Pohjois-Amerikan Aphodiinae-lajiskaskevassa selvityksessa Gordon ja Skelley
(2007) viittaavat lajiparin piha- ja salalantiain@miuttuneeseen luokitteluun, mutta kasittelevdit laj
varmuuden vuoksi edelleen toistensa synonyymeiifadsaan he eivat silti sulje pois
mahdollisuutta molempien karyotyyppien esiintymidd2ohjois-Amerikassa. Amerikkalaiseen
museoaineistoon tutustuttuaan Wilson (2001) amioifologian perusteella kaikkien yksildiden
luultavimmin olevan salalantiaisia. Vuonna 2004t&nkin havaittiin Kaliforniasta elavana
kerattyjen yksil6iden olevan kromosomistoiltaangbémtiaisia (Wilson & Angus 2004).
Pihalantiainen on l6ytynyt hiljattain myds Koloradosavaltiosta (R. Angus, s&hkdpostikeskustelu
26.10.2011).

2.3 Tutkielman pohjana kaytetty lantakuoriaisaineigo

Kokosin laajan aineiston piha- ja salalantiaiserodastamasta lajiparista kolmeen
kayttotarkoitukseen: kromosomipreparaattien valamsseeen, COI- sekvenssien tuottamiseen
geneettisten lajitunnisteiden testaamiseksi, sekdaheadin (2006) esittamien morfologisten
tuntomerkkien tarkastelemiseen. Koska tavoitteenluselvittaa kattavasti salalantiaisen
mahdollinen esiintyminen Suomessa, tarvitsin suar@aran yksiloita eri puolilta maata.
Tarkoitusta varten sain kayttooni vuosina 20080al2keratyt laajat lantakuoriaisaineistot. Lisaksi
kerasin runsaasti tadydentavaa aineistoa kesak@04da Saadakseni lisaselvyytta lajien
maailmanlaajuiseen levinneisyyteen tarkastelin nufkemailta kerattyja piha- ja salalantiaisia.
Lantakuoriaisten etsimiseen kayttamani keruumemgt@n yksinkertainen, mutta
erittdin tehokas (Roslin & Helidvaara 2009: 57—-83itumelta valitaan sopivanikaisia, mieluiten

kolmesta viiteen paivaan vanhoja lehmanlgjia. Neoidaan yksitellen noin 10-litraisiin, vedella
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taytettyihin &mpareihin niin, etta 1aja jaa kokongnnan alle. Lannassa elavat hydnteiset nousevat
pintaan, josta kohdelajit on helppo poimia taltdeoska piha- tai salalantiaiset viihtyvét usein
syvalla lannan sisélla tai 1ajan alapinnalla (javkatuvat etenkin sadeséaalla myés maahan lannan

alle), niiden l6ytymiseksi taytyy naytteeseen yk#kuopaista mukaan myés ohuelti maata.

2.3.1 Suomalaisaineisto

LANTAKUORIAISHANKKEET 2008JA 2011- Selvittaakseni tutkimuslajien levinneisyydet Suosaes
kaytin kahta laajaa lantakuoriaisaineistoa. Ensimeréperustui kesalla 2008 toteutettuun
maanlaajuiseen hankkeeseen, jossa kerattiin laniaksia 133 tilalta ympari Suomen. Keruun
tulos, yli 12 000 lantakuoriaista, on ollut pohja®vityksille maatalouden muutosten vaikutuksista
suomalaiseen lantakuoriaislajistoon (Lantakuorte264.2). Vuoden 2008 aineisto loi ainutlaatuisen
pohjan tydlleni, silla piha- tai salalantiaisia ttittiin 119 tilalta ja kaikkiaan 2820 yksil6a.
Aineiston yksilot sailottiin keruupaikoilla denatituun etanoliin ja postitettiin valittomasti
Helsinkiin, jossa sailytysneste vaihdettiin puhtasetanoliin. Alustavien laboratoriotulosten
perusteella kuitenkin huomasimme, etta sailytysessten siséltyva denaturointiaine voi aiheuttaa
ongelmia sekd& DNA:n eristyksessa etta monistamas@sgos sailytysputken tilavuuteen ndhden
suuri yksildomaara voi heikentdd DNA:n sailymistikstvalikoin loput sekvensoitavat yksilot
sellaisista sailytysputkista, joissa oli vahan igigi. Taman aineiston lapikayminen antoi tarkeaa
tietoa morfologisten tuntomerkkien kayttamisesijiitaerottelussa.

Toinen kayttamani aineisto koostui kesalla 201 Besta lantakuoriaisista. Lahes
koko Suomen kattavalla hankkeella testattiin lantadaislajiston vaikutusta lehmanlgjien
hajoamiseen laitumilla (Lantakuoriaiset 2012). Sa&igttooni aineiston piha- tai salalantiaiset (829
yksiloa, yhteensa 56 tilalla) taydentamaan seltétyissalalantiaisen esiintymisesta Suomessa.
Tama aineisto oli 2008 vuoden tapaan alun peribtsadenaturoituun alkoholiin, mutta naytteet
oli siirretty vielakin nopeammin puhtaaseen alk@hdHelsingissa. Kattavan levinneisyystiedon
saavuttamiseksi valikoin naytteita lahinna ItéaPjhjois-Suomesta (Kuva2). Kultakin tilalta valitsin

sekvensoitavaksi keskimaarin kaksi yksiloa.

KESALLA 2011KERATTY OMA AINEISTO —Vuoden 2008 aineistosta saadut DNA-pitoisuudet
osoittautuivat monissa tapauksissa alhaisiksi.i pikatin keratd taydentavaa aineistoa kesalla 2011.
Kerasin piha- tai salalantiaisia aikavalilla 15.-68L&ekéa 18.—19.6. mahdollisimman laajalta alueelta

ympari Etela- ja Lansi-Suomea. Valikoin tutkituatipadasiassa silla perusteella, etta niista oli
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vuoden 2008 naytteenotodégtynyt runsaasti piha- tai salalantiaistgaavuttaaksel
maantieteellisesti kattavan naytteenoton valimyds muutaman lisatilavuonna 200&vdhemman
tutkituilta alueilta (Kuva 2)Kerasir tutkimiltani tiloilta mahdollisuuksien mukaan kymmel
yksil6itd; vain tarvoissa tapauksissa kohdelajien yksi |0ytyi vahemman. Can yksiloista l6ysin
lantalajan alta maata kaivamajéaeraalta tilalta kerasin yksil6itd myods hevosenkste Saildin
I6ytdmani lantiaisekkeruupaikallepuhtaaseen etanoliin.

Kavin mikroskoopin avulla lagkoko keraamani aineiston yalikoin kustakin
paikastaulkonaéltaan mahdollisimmeerilaisia yksiloitd sekvensoitavak&isallytin
sekvensoitavien yksildiden joukkoon myds ulkoistiemomerkkien perusteella keasti
maaritettavid yksiloitéeli sellaisia kovakuoriaisia, joiden tuntomerkipsat osittain kumpaanki
lajiin. N&in p&asi arvioimaan, toimiiko sekvenssitietoon perustwjamaaritys perinteist
maarityskaavaa paremmin naiepaselvissa tapauksissa (luku 3)1J®tta otos olis
maantieteellisesti mahdollisimman katt (Kuva 2), pyysin vieldisayksil6ita oululaiselt:
kovakuoriaistutkijalta, Mitko Pentinsaarelta. Han lah kesan aikana (15.624.8.201)
kerdamiaan lantiaisia Oulustaka Paltamos. Kromosomipreparaattien valmistusta vaiRiikka

Kaartinen ja Ika Osterblad kerasivé—10.9.2011 elavia yksiléita Kopposta Wattkastin saare

Kuva 2. Lajiparin pihalantiainen/salalantiainen levinneisyys vuosina 2008 (vasemmalla; n=133 tilaa), 2011
(keskelld; n=86 tilaa) ja 2011 (oikealla; n=21 tilaa) keratyissa lantakuoriaisaineistoissa. Naytteita otettiin
tarkasti vakioiduin menetelmin kaikilta kuvaan merkityiltd maatiloilta. Tyhjat ympyrat ovat tiloja, joilta ei
naytteenotossa I6ytynyt piha- tai salalantiaisia, taytetyt symbolit sellaisia joilta 16ytyi tdmén lajiparin edustajia.
Tahdet edustavat tiloja, joilta valitsin yksildita DNA-sekvensointiin.



2.3.2 Maailmanlaajuinen aineisto

Saadakseni kasityksen piha- ja salalantiaisersiagfiisestd muuntelusta kaytin Jason Matén
(Hyonteistieteen osasto, Lontoon luonnonhistonali museo) lahettamia yksildita. Tarkastelin
aineiston avulla méaarityskaavassa (Whitehead, 286i6ttyja morfologisia lajituntomerkkeja, seka
valikoin useita yksilGita sekvensoitavaksi genséth lajitunnisteiden tuottamiseksi.
Vertailuaineisto sisélsi piha- ja salalantiaisimemakseen Espanjasta mutta myds muualta
maailmasta. Valitsin sekvensoitavaksi kymmenenlgédtspanjasta (Madrid ja Guijuelo), kaksi
Turkista (Ihsaniye), ynden Nepalin vuoristosta (Rliag, 2460 m), viisi Pohjois-Amerikasta (New
York, Lansi-Virginia ja Kalifornia) seka kaksi Chtine Wilsonin (2001) kromosomituntomerkein
maarittAmaa pihalantiaista Isosta-Britanniasta (=)n Liséksi sain tutkittavaksi kaksi
kreikkalaista museonaytetta Olof Bistromilta (Elauseo, Luonnontieteellinen keskusmuseo,

Helsingin yliopisto), joita tarkastelin vain ulkéés tuntomerkkien osalta.

KARYOTYYPITETTY KORSIKALAISYKSILO —N&hdakseni, erottelevatko DNA-sekvenssit ja
kromosomituntomerkit yksilét samoiksi lajeiksi, hiain sekvensoida seka piha- etta salalantiaisiksi
karyotyypitettyja yksiloita. Aineistossani ei kuiteaan ollut yhtd&n kromosomituntomerkein
varmistettua salalantiaista. Siksi Robert Angugttipyynndstani karyotyypittamansa
korsikalaisen salalantiaisen. Nain sain tutkitteseak yksilon, joka oli varmistettu salalantiaiseksi
samalla menetelmalla jolla Iaji oli alun perinkiéydetty ja johon muun aineiston COl-sekvensseja
voitiin my6hemmin verrata. Yksilo tarjosi myos akkaan lisén ulkoisten tuntomerkkien

tarkastelua varten.

JULKAISTUT SEKVENSSIT— Kullakin sekvenssilla on GenBankin® tietokannadssil§illinen
tunnisteensa. Loysin GenBankista nelja Jason Matéifried Voglerin julkaisemaa COI-
sekvenssia (Benson ym. 2006 [tunnisteet AY132538Y1,32532.1, AY132527.1 ja

EF487730.1]). Loytaédkseni aineistoani vastaavia-6€kivensseja tein GenBankista haun myos
Geneious-ohjelmalla. N&in pyrin saamaan lisaadipiba- ja salalantiaisen valisesta geneettisesta

etaisyydesta, maailmanlaajuisesta levinneisyydsta populaatiorakenteesta.



Kuva 3. Tutkielmassa kayttaméani maailmanlaajuinen aineisto. Kartassa tahdet merkitsevat paikkoja joista
valikoin yksiloitd DNA-sekvensointiin (USA, Iso-Britannia, Espanja, Turkki, Korsika ja Nepal) tai joista oli
julkaistu valmis COl-sekvenssi GenBankissa® (Saksa). Ympyralla on merkitty pelkdn maarityskaavan avulla
tarkasteltuja yksiloité (Kreikka). Kartta on muokattu sivustolta http://www.freeworldmaps.net/.

2.4 Maarityksessa kaytetyt tuntomerkit

Selvittadkseni tutkimieni lantakuoriaisyksildidexji-identiteetit kaytin kolmea toisiaan taydenta
menetelmaa: kahta geneettisiin tuntomerkkeihin giexaa menetelmaa 1llajien valisia
kromosomieroja ja 1b) CQjdeenin sekvensseja seka 2) vahaisiin ulkoisiinotmetkkeihin

perustuvaa "perinteista” maarityskaa\

2.4.1 Karyotyypit

Todistaakserkumpaa lajia suomalaiset lantiaiset edustavattililypdeksan elavaa pi-tai
salalantiaista Englantiin kromosomipreparaattedrikoistuneelle Robert Angusi. Kuusi yksiloa
(nelja koirasta ja kaksi naarasta) oli keratty l@hitannasta ja kolme hirvenlannasta (yksi koire
kaksi naarasta). Sailytin lantiaisia jAdkaapissstealla talouspaperilla taytetyissa pakasterasi
Lontooseen lahettdmiseen saakka. Viisi karyotyyty#iesuomalaisyksiléa jai Lontoc

luonnonhistoriallisen museon kokoelmiinuut nelja palautettiitapuille liimattuine Suomeen
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sekvensoitavaksi. Nain saimme COIl-sekvenssit kgyyatetyista suomalaisyksiloistd, johon
vertasimme myohemmin muuta suomalaisaineistoa. Rélpgusin soveltamat

karyotyyppiselvityksen tyovaiheet on julkaistu kgga Coleopterist's Handbo@angus 2006).

2.4.2 COl-sekvenssit

Varmistin DNA-menetelmin, onnistuiko lajintunnistogiarityskaavan (Whitehead 2006)
tuntomerkkien perusteella. Monistimme ja sekvenssn€OI-geenistd 710 emasparin pituisen
alueen (Folmer ym. 1994). Laboratoriotdissa minuest Andreia Miraldo
Metapopulaatiobiologian huippuyksikosta.

DNA-EeRISTYS—Valitsin DNA-eristykseen ja mitokondriaalisen CQdHidegeenin sekvensointiin
yhteensa 190 piha- tai salalantiaista. Eristin DigAantiaisten paasta ja keskiruumiista, mukaan
lukien etummaisesta raajaparista (Liite 1). Uptdimtakuoriaisyksildista erottelemani kudokset 1,5
ml Eppendorf-putkissa nestemaiseen typpeen ja rasirskie mekaanisesti mahdollisimman
hienojakoisiksi, jotta solukalvot hajottava entsyyraasisi vaikuttamaan kaikkialle kudokseen.
Eristin DNA:n kayttamalla kaupallista NucleoSpiissue -eristyspakkausta (Macherey-Nagel,
Diren, Saksa). Jatin naytteet yon yli%86een, jotta proteinaasi-K -entsyymi ehtisi varrntsmia.
Eristyspakkauksen ohjeesta poiketen inkuboin négtheioneenlammadssa yhden minuutin sijaan
noin nelja minuuttia DNA-eristyksen viimeisessahesgssa. Eristyksen jalkeen mittasin DNA-
pitoisuuden ja -puhtauden NANODROP 2000 -spektoyfatrilla (Thermo SCIENTIFIC),
NanoDrop 2000/2000c -ohjelmalla (Thermo Fisher QTIEIC Inc., Waltham, MA, USA).

POLYMERAASIKETIJUREAKTIO— 710 emasparin pituisen mitokondriaalisen COl-alueen
monistamiseen kaytin lukuisilla selkarangattomitiamivia alukkeita: LCO1490 (5°-
ggtcaacaaatcataaagatattgg-3’) ja HCO2198 (5" -taagggtgaccaaaaaatca-3"; Folmer ym. 1994).
Samoja alukkeita on kaytetty menestyksella myodsagaskarilaiseen lantakuoriaislajistoon
(Andreia Miraldo, keskustelu kesékuussa 2011). éiichuutamien yksildiden kohdalla, joilla
geenin monistaminen ei ensimmaiselld alukeparitldisiunut, kaytimme alukkeitafBrent ja R-
Brent. Reaktiotilavuus 20 ul sisalsi 13,3 pl vémli-Q®) , 2,0 pl reaktiopuskuria, 1,6 pl vapaita
nukleotideja (ANTP Mix, Finnzymes, Thermo SCIENTHI 1 ul (10 uM) molempia alukkeita, 0,1
(I DNA-polymeraasientsyymia (KAPATaq, KAPABIOSYSTEMVWoburn, MA, USA) sekéa 1 ul
DNA:ta. Niissa tapauksissa joissa DNA-pitoisuushgivin alhainen, kaytin reaktiossa 2 pl DNA:ta
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ja vahensin vastaavasti veden méaaraa 12,3 milaalfitrVarmistaakseni, ettei naytteissa esiintynyt
kontaminaatiota, sisallytin PCR-reaktioon mukaardswyegatiivisen kontrollin. Kontrolli sisalsi
samat reagenssit kuin varsinaiset naytteetkin,aridiA:n tilalla oli vetta iilli-Q®).

Polymeraasiketjureaktion vaiheet on lueteltu taohsga 1.

Taulukko 1. Polymeraasiketjureaktion vaiheet

1) Inkubointi 95 °C 4 minuuttia

2) Inkubointi 95 °C 1 minuutti

3) Inkubointi 49 °C 30 sekuntia

4) Inkubointi 72 °C 1 minuutti

5) 2-, 3- ja 4-vaiheen toistaminen 39 kertaa

6) Inkubointi 72 °C 3 minuuttia

7) Inkubointi 15 °C kunnes siirto jagkaappiin (4°C) seuraavia kasittelyja varten.

Varmistin halutun geenialueen monistumisen 1 % @umgeelielektroforeesin avulla.
Samalla tarkistin negatiivisen kontrollin, joka kdéikissa tapauksissa puhdas. Poistimme jaljelle
jaaneet nukleotidit ja alukkeet PCR-tuotteista EXBST® - puhdistuspakkauksella (USB
Products, Affymetri®, Inc., Santa Clara, CA, USA). Kaytimme puhdistustita ohjeessa mainittua
pienemmassa suhteessa (10 pl PCR-tuotetta + dgstd); muuten toimimme pakkauksen ohjeen

mukaan.

SEKVENSOINTI— Sekvensointireaktiossa kaytimme Big[Sygerminator v1.1 -pakkausta ohjeen
mukaan (Applied Biosyster$, Carlsbad, CA, USA). PCR-tuotteiden voimakkuudes@uen
kaytimme kussakin reaktiossa neljaa eri tilavu(@ta, 0,5, 1,0 tai 1,5 ul) puhdistettua malli-
DNA:ta, niin etta lopullinen reaktiotilavuus oli 0. Toteutimme reaktion erikseen molemmille
alukkeille. Sekvensointireaktion jalkeen puhdistimhkiinnittymatta jaaneet nukleotidit seké& suolat
Montage SE@-pakkauksella ohjeen mukaan (Millipore CorporatiBillerica, MA, USA).
Sekvensoimme COl-geenialueen Sangerin meneteliaitiella MegaBACE1000 (GE
Healthcare Fairfield, CT, USA). Saadaksemme luateit emasjarjestyksen sekvensoimme
kohdegeenin molempiin suuntiin. Siten sekvenssigausvaiheessa oli jokaisesta yksilosta
kaytossa kaksi sekvenssid COIl-geenin samalta & iséta varalta ettd jommankumman
sekvenssin emasjarjestys olisi hankalasti tulkatav

SEKVENSSIEN LINJAUS JA ANALYSOINTI-Linjasin COIl-sekvenssit silmémaaraisesti yksiltradaan
Geneious v5.3-ohjelmalla (Drummond ym. 2010), mgensekvensseja yhtaaikaisesti tarkastellen.
Nahdaksemme, milla geenialueilla esiintyi muuntsiisiloiden valilla, linjasimme taman jalkeen

kaikkien 128 yksilon sekvenssit toisiaan vastenkastelin samalla, oliko havaittu
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sekvenssivaihtelu vaikuttanut aminohappojarjestgRseopuksi tasasimme kaikki sekvenssit
samanpituisiksi leikkaamalla molemmista paista egadssekvenssista pois. Tuloksena
saavutimme luotettavat ja keskendén vertailukefp@senialueet, joiden pituus oli 649 eméasparia.

Aineiston haplotyyppikoostumuksen selvittamiseksgjtin TCSv1.21-ohjelmaa
(Clement ym. 2000): Lopullisen kuvan aineiston Itigdista haplotyypeisté ja niiden
muodostamasta verkostosta laadin Hapstar-ohjelr(etlacher & Griffiths 2010). Laskin aineiston
geneettiset etaisyydet Arlequin 3.5.1.2 -ohjelm@Hzacoffier & Lischer 2010). Jotta tulos olisi
vertailukelpoinen Hebert ym. (2003b) kanssa, vialikimuran kahden parametrin mallin. Tein
myo0s lajitunnistekuvat linjattujen sekvenssien ekoastumuksesta, mihin sovelsin
FINGERPRINT-ohjelmaa (Lou & Golding 2007).

Eristin 20.2.2012 GenBankista® (Benson ym. 2006)évga Voglerin julkaisemat
COl-sekvenssit ja linjasin ne Geneious v5.3 -oh@lattoisiaan vasten. Nama sekvenssit oli
tuotettu sellaisilla alukkeilla, jotka monistavat@en COI-geenin loppupadasta (3"-pad). Siten en
voinut linjata ja vertailla niitd muihin sekvendsi@ei. Sekvenssit olivat vaihtelevan pituisia (697—
795 emasparia). Tasasin sekvenssien paat samaiksityg muodostin niista erillisen

haplotyyppiverkoston Hapstar-ohjelmalla (Teachegéffiths 2010).

Tietolaatikko 2. Haplotyypit

Otoksessa esiintyvaa uniikkia, eli jonkin tai joidenkin emasten suhteen muista eroavaa, DNA-sekvenssia
kutsutaan haplotyypiksi (Posada & Crandall 2001). Haplotyyppiverkostoja kéaytetdan yleisesti
havainnollistamaan DNA-sekvenssien keskindisia geneettisia etaisyyksia (esim. Merila ym. 1997; Roslin
2001; Craft ym. 2008; Hanski ym. 2008; Miraldo ym. 2011). Verkostot sopivat puumaisia esitystapoja
paremmin erityisesti populaatioiden valiseen vertailuun; muun muassa siksi, etta populaatiotasolla
yleisimmin esiintyva uniikki sekvenssi on usein vanhin haplotyyppi (Clement ym. 2000). Monet ohjelmat,
kuten TCS (Clement ym. 2000) ja Arlequin (Excoffier & Lischer 2010) laskevat automaattisesti aineiston
haplotyyppikoostumuksen ohjelmaan sydtetyn sekvenssitiedoston perusteella. Naista haplotyypeista
verkostot rakennetaan yleisesti siten, etta sekvenssien tai haplotyyppien vélille oletetaan pienin mahdollinen
maara mutaatioita. TCS-ohjelman muodostamassa haplotyyppiverkostossa nakyy valittdmasti kunkin
haplotyypin yleisyys aineistossa. Jos monien haplotyyppien véaliset geneettiset erot ovat hyvin pienia, ei aina
ole yksiselitteistd mitk& haplotyypit ovat toisilleen laheisinté sukua (tai mika haplotyyppi on kehittynyt
mistakin). Esimerkiksi Hapstar-ohjelma tarjoaa kaksi vaihtoehtoista tapaa rakentaa haplotyyppiverkosto: joko
1) siten, etté kaikki mahdolliset haplotyyppien véliset sukulaisuussuhteet ovat nakyvissa tai 2) niin, etta
algoritmi valitsee reitin geneettisesti yhta kaukaisten haplotyyppien valilla sattumanvaraisesti mutta
johdonmukaisesti, muodostaen aineistosta yhden mahdollisen puumaisen verkoston (Teacher & Griffiths
2011).
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2.4.3 Ulkoiset tuntomerkit

Whitehead (2006) esitteli jarjestyksessaan toisaarityskaavan piha- ja salalantiaisen
erottamiseksi toisistaan: Kaavan mukaan lajit vottaa peitinsiipien varin ja useiden muiden
peitinsiivissa sijaitsevien tuntomerkkien avulla(ifukko 2). Vaikka maarityskaava on julkaistu
suomennettunakin (Roslin & Helibvaara 2009), sendtiavuudesta ei ole tdhan mennessa saatu
taytta varmuutta. Siksi kokeilin kaavan kayttoatyhanteen vuonna 2008 kerattyyn
lantakuoriaisyksil66n, jolloin vertasin niita sataalason Matén maarittamiin yksildihin.
Tavoitteenani oli [6ytaa 2820 yksilén suomalaisatosta molempia lajeja myohempaa
sekvensointia varten. Maarityksessa kaytin 10-0pk&rtaista suurennosta.

Alkoholisailytys hankaloitti maaritysta, silla eam taydellinen haihtuminen
kudoksista kestdd muutamia paivia. Vasta tamaegllky/ksilon todellinen vari ja peitinsiipien
pisteiden seké uurteiden erottuvuus tulivat kuranodkyviin. Kokeilin maaritysta myos alkoholissa
petrimaljalla, mutta se osoittautui mahdottomakhbtévaksi koska, 1) tuntomerkkien erottuvuus oli

huono 2) monet vertailuyksil6t olivat kuivuneitagden aivan erinakaoisia.

Taulukko 2. Whiteheadin (2006) méaéarityskaava piha- ja salalantiaisen erottamiseksi toisistaan (suomennus
lahteestd Roslin & Helidvaara 2009).

Salalantiainen (Aphodius pedellus) Pihalantiainen (Aphodius fimetarius)

Peitinsiivet syvan punaiset. *Peitinsiivet kellertavan punaiset.

*Uurteet kapeat, matalat, uurteiden kuoppapisteet *Uurteet levedmmat ja syvemmat, muodostaen
pienet, lahekkain, huomaamattomammat, selvat kanavat, joissa pisteiden reunat teravat,
pisteiden reunat huonommin erottuvat. uurteet levenevat kohti karkedén ja ensimmainen

uurre ulottuu kérkeen saakka.
Peitinsiipien karjessa uurteiden valiset harjanteet

litte&t, uurteet tuskin levenevét, saumasta *Peitinsiipien karjen poikkileikkaus aaltoilevampi
laskettuna ensimmainen uurre haviaa karjessa. syvempien urien ja korkeampien harjanteiden
Peitinsiipien karjen poikkileikkaus melko tasainen. VUOKSiI.

3. Tulokset

3.1 Pihalantiaisen ja salalantiaisen erottavat turamerkit

Pihalantiainen ja salalantiainen erosivat toisisteekd kromosomien, COIl-sekvenssien, etta
ulkoisten tuntomerkkien osalta. Lajien valilta lagtieni erojen avulla selvitin Suomessa esiintyvan

lajin olevan salalantiaine®\phodius pedellus)
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3.1.1 Karyotyypit

Korsikalaisten lantiaisten karyotyypit osoittivdtsylot varmuudella salalantiaisiksi (R. Angus,
sahkopostikeskustelu 16.7 2011; kuva 4). Myos Koggpa keratyt yhdeksan suomalaista yksiloa
olivat karyotyyppianalyysin perusteella salalasi@i(R. Angus, sdhkdpostikeskustelu 15.9 2011,
kuva 5). Tama tulos on ensimmainen varma havaalaatiaisen esiintymisestd maassamme.
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Kuva 4. Kahden korsikalaisen salalantiaisen karyotyypit. Kromosomipreparaatit on C-varjatty ja kuvattu
mikroskoopin alla. Naaras 1 myds sekvensoitiin, mutta numero 2 on sailétty Lontoon luonnonhistoriallisen
museon kokoelmiin. Kuvissa nakyvat salalantiaisen karyotyypin ominaispiirteet, kuten akro- tai
subakrosentriset kromosomit (valkoiset nuolet) ja suurten 2- ja X-kromosomien "nipistyminen” sentromeerin
kohdalta (mustat nuolet). Huomaa myds, ettei C-varjays tuota pihalantiaiselle ominaisia leveita
heterokromatiiniraitoja (Kuva 1b). Kuvat Robert Angus.
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Kuva 5. Kahden suomalaisen salalantiaisen C-varjatyt karyotyypit (g = "gut”, joka tarkoittaa etta preparaatti
on valmistettu ruuansulatuskanavan mitoosivaiheen soluista). Nuolilla on osoitettu tyypilliset lajituntomerkit,
eli akro- tai subakrosentriset kromosomit (valkoiset nuolet) ja suurten kromosomien muoto (mustat nuolet).
Yksiloilla ei tdssdkaan nay leveitad heterokromatiiniraitoja (Kuva 4 ja 1b). Kuvat Robert Angus.
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3.1.2 COl-sekvenssit

Sekvensointi tuotti 128 hyvalaatuista, 649 emaspaituista, COI-sekvenssid. Emasvaihtelua
esiintyi kaikkiaan 64 eméasparin alueella. Sekvamsg@n suhteen yksilét jakautuivat kahteen lajiin,
joista kahdeksan yksiloa (kaikki ulkomaisia nay&gpsoittautui pihalantiaisiksi ja loput 120
(sisaltden suomalaisia ja ulkomaisia naytteitéglaatiaisiksi. Sekvenssien linjaus paljasti
merkittavan eron mitokondriaalisessa COIl-geeniakilantiaisen ja pihalantiaisen valilla: 649
emasparin pituisen sekvenssin alueella lajejaigfutitensa 44 emassubstituutiota (Kuvat 6 ja 7).
Kimuran kahden parametrin mallin mukaan etaisyykkian pihalantiaisten ja salalantiaisten
valilla oli keskimaarin 52,4 eméassubstituutiot&gwastaa 8,1 prosentin eroa eméassekvenssissa.
COl-geenin emaserojen perusteella aineistoni jak&m haplotyyppiin (nimetty esim. A11, A23,
A134 jne.). Naista kuusi kuului pihalantiaisille3a haplotyyppiéa salalantiaisille (Kuva 7).

Karyotyypitetyt yksilot (kaksi pihalantiaista jalkynenen salalantiaista) kuuluivat
DNA-erojenkin mukaan kahteen eri lajiin (Kuva 7)origpoosta kerattyjen, karyotyypitettyjen
salalantiaisten ja muiden suomalaisten sekvensoitylsildiden COIl-sekvenssit olivat lahes
identtiset. T&ma osoitti salalantiaisen esiintylamalla alueella kautta Suomen.

Lajien sisalta loytyi vahan emasvaihtelua COIl-geexiueella: 120 salalantiaisen
otoksessa 649 eméksen pituisella alueella vaihediatyi 13 emasparissa. Pihalantiaisten (n=8)
sekvenssivaihtelu oli samaa luokkaa, silla emasgubsoita 16ytyi 12 emasparin alueelta. Lajien
sisélla geneettiset etaisyydet olivat pienia. Sal@isen lajinsisdinen geneettinen etaisyys ol
keskimaarin 1,47 eméassubstituutiota (0,2 %) jalpittaisen 4,23 emassubstituutiota (0,7 %).
Pihalantiaisilla vain yksi kahdestatoista emasstihgtosta oli transversio, muut yksitoista olivat
transitioita. Myos salalantiaisilla suurin osa ditbatioista oli transitioita (Taulukko 3).

Vaikka lajien valilla esiintyi runsaasti yksittédssemassubstituutioita, ne eivat
kuitenkaan muuttaneet COIl-proteiinin aminohapposaksia. Mydskaan lajinsisdiset mutaatiot
eivat vaikuttaneet aminohappoketjuun. Etenkin sak&isen haplotyyppeja erotti vahainen méaara
mutaatioita. Esimerkiksi korsikalainen haplotyypfil04) erosi otokseni toiseksi yleisimmasta,
Suomessa melko laajalle levinneesta, haplotyysid) vain kahden emésparin suhteen (Kuva 7).
Espanjalaiset (A12, A13 ja A25), seké nepalilaihaplotyyppi (A151) olivat myds samankaltaisia
suomalaisten haplotyyppien kanssa (Kuva 7). Yitt8uomen yleisin haplotyyppi (A178) esiintyy
myos Espanjassa ja Pohjois-Amerikassa. Pihalaitlaasgkvenssivaihtelu oli myos alueellisesti
suurempaa kuin salalantiaisilla: Yhdysvalloistal{féania) kerattyjen kahden pihalantiaisen
haplotyypin vélilla oli kuuden nukleotidin ero, Ea-Britannasta (Camber) kerattyja kahta

haplotyyppia erotti yhdeks&n emassubstituutiota.
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Salalantiainen, Aphodius pedellus (n=120 yksil6&)

1 100 200 300 400 500 649

Pihalantiainen, Aphodius fimetarius (n=8 yksil6a)

1 100 200 300 400 500 649

Nukleotidit:
OB G mMA BT EC

Kuva 6. COl-sekvenssien vaihtelu 649 emésparin alueella salalantiaisella (yll&) ja pihalantiaisella (alla). Kuvassa kukin neljastd eméaksesta (G, A, T ja C) on esitetty omalla
varillaédn. Sekvenssin kunkin kohdan emaskoostumus on esitetty prosenttiosuuksina pystysuuntaan: Jos tietyssa kohdassa ei esiinny lainkaan muuntelua, palkki on
yksivarinen. Huomaa erityisesti, kuinka vahan emasvaihtelua salalantiaisten COIl-emassekvenssissa esiintyy. Muutamien sekvenssien alku- ja/tai loppuosan emasjarjestys ei
ole varmuudella tiedossa, jolloin kyseinen kohta on merkitty harmaalla. Kuva on tuotettu ohjelmalla FINGERPRINT (Lou & Golding 2007).



Salalantiainen
Aphaodius pedellus

Pihalantiainen
Aphodius fimetarius

Kuva 7. Piha- ja salalantiaisen sekvenssierot. Kuva edustaa yhtd mahdollista verkostoa haplotyyppien
valilla. Kukin numeroitu ympyra edustaa yhta otoksessa esiintyvaa haplotyyppid. Ympyran pinta-ala vastaa
kunkin haplotyypin suhteellista runsautta otoksessa; suurin ympyréa edustaa 77 yksiléa ja pienin yhta yksilda.
Verkostossa haplotyyppien valilla oletetaan pienin mahdollinen méaara mutaatioita. Jokainen kuvassa nakyva
viiva tarkoittaa yhtéa emassubstituutiota eli mutaatiota yksildiden valilla. Mustat ympyrat puolestaan
merkitsevat otoksesta "puuttuvaa haplotyyppid” (Teacher & Griffiths 2011). Kuvassa erottuu selkeasti
otoksen 27 haplotyypin jakautuminen kahdeksi toisistaan geneettisesti etdalla olevaksi lajiksi. Lajien valilla
on 44 emassubstituutiota, mutta lajinsisaiset etdisyydet ovat pienia. Oikeanpuoleiset haplotyypit ovat
salalantiaisia ja vasemmanpuoleiset pihalantiaisia. Punaisella on merkitty haplotyypit, jotka siséltavat
karyotyypiltdan tunnetun salalantiaisen, oranssit haplotyypit puolestaan siséltavat karyotyypiltdan tunnetun
pihalantiaisen. Haplotyypit on numeroitu kuten taulukossa 3 ja kuvassa 10.

Hakuni GenBankista® tuotti COI-sekvenssin tunnikae#~889615. Sekvenssi oli
emasjarjestykseltaan 91,8 % samankaltainen kugistoni salalantiaiset ja perati 99,5 %
identtinen aineistoni pihalantiaisten kanssa. Yksiietojen yhteydessa ollut kuva lisaksi varmisti
sen olevan jompi kumpi tutkimistani lajeista. Seks&n vertailu oman aineistoni yksilGihin paljasti
taman Saksasta keratyn, viela lajilleen nimeaméitogksilon olevan ilman muuta pihalantiainen.

Vertasin keskenaan Jason Matén ja Alfried Vogl&@anBankissa® julkaisemia
pihalantiaisen (tunnisteet AY132527.1 ja EF4877B[akalalantiaisen (tunnisteet AY132533.1 ja
AY132532.1) COIl-sekvensseja. Kiinnostavaa kyllgiti&mani menetelmat paljastivat vahintaan
yhden néaisté neljasta olevan vaarin maaritetty:-6€bklvenssien vertailu osoitti pihalantiaisen

tunnuksella AY132527.1 eroavan huomattavasti misbaesta yksilosta. Liséksi eri lajeiksi

18



maaritetyt salalantiainen (AY132533.1) ja pihalamén (EF487730.1) erosivat vain yhden
emasparin suhteen tarkastelemallani 659 emaspauniagla COl-alueella. Sen sijaan
pihalantiaisen AY132527.1 ja salalantiaisen AY13233/alilla havaitsin perati 51
emassubstituutiota, mika vastaa 7,7 % eroa emésigksessa. Eri alukkeista johtuen vertailu itse
sekvensoimiini piha- ja salalantiaisiin ei ollut namllista. Siksi en voi luotettavasti arvioida, kéit
naista yksiloista todellisuudessa ovat pihalantges mitka salalantiaisia. Missaan tapauksessa
yksiloita ei kuitenkaan ole méaritetty taysin oikeraan nayttaa silta etta kolme yksiloa on
kesken&én samaa lajia ja yksi kuuluu toiseen Igfunva 8). Tulos on vertailukelpoinen muusta
aineistosta loytaméani sekvenssivaihtelun kansha, téebert ym. (2003b) mukaan COIl-geenin 5°-

ja 3"-paiden sisaltaméa nukleotidivaihtelu on hys@mansuuruista.

salalantiainen

salalantiainen pihalantiainen

Kuva 8. Haplotyyppiverkosto GenBankissa® julkaistuista pihalantiaisen (AY132527.1 ja EF487730.1) ja
salalantiaisen (AY132533.1, AY132532.1) COl-sekvensseistad. Kuvassa on huomioitu kaikki vaihtoehtoiset
sukulaisuussuhteet haplotyyppien valilla. Oikeanpuolimmainen pihalantiainen eroaa emasjarjestykseltdan
selvasti muita haplotyyppeja edustavista yksildistd. Kyseinen pihalantiainen AY132527.1 eroaa toisesta
pihalantiaiseksi maaritetysta yksilésta (EF487730.1) 51 emassubstituution suhteen. Eri lajeiksi maaritetyt
EF487730.1 (pihalantiainen) ja AY132533.1 (salalantiainen) puolestaan eroavat toisistaan vain yhden
emaksen suhteen. Kuvassa yksil6ita erottavat emassubstituutiot on havainnollistettu viivoilla. Mustat pallot
tarkoittavat aineistosta "puuttuvia haplotyyppeja” (Teacher & Griffiths 2011), eli sellaisia haplotyyppeja jotka
eivat sisally otokseen.

3.1.3 Ulkoiset tuntomerkit

Maarityskaavan (Whitehead 2006) kayttd osoittabaastavaksi ja tein useita virhemaarityksia.
Korjasin sen avulla kuitenkin muutamien ulkomaadknssalalantiaisten lajinmaarityksen, jotka
Jason Matén aineistossa oli etiketoity pihalanitaisEsimerkiksi yksi Jason Matén maarittama
espanjalainen pihalantiainen seka nepalilainenksiljastuivat ulkonékdnsa perusteella
salalantiaisiksi, ja my6hemmin sekvenssitieto vatnaisian. Korsikalaisen karyotyypitetyn
salalantiaisen ulkondkd oli myds hyvin yndenmukaikaavassa kuvaillun salalantiaisen kanssa.
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Tarkastelin kahta kreikkalaista yksilo6a pelkan ntggkaavan avulla. Toisen yksilon
tuntomerkit viittasivat kaikilta osin pihalantiaem® Toinenkin yksilo lienee pihalantiainen, mutta
peitinsiivet olivat edellistd punertavammat ja hatget matalammat, mika viittaa salalantiaisen
tuntomerkkeihin. [Iman sekvenssitietoa maarityst@staiseksi epavarmaksi.

Ensimmaisiin sekvensointieriin valitsemistani 70malaisesta yksilosta maaritin 40
salalantiaisiksi, 23 pihalantiaisiksi ja 14 yksilkohdalla en voinut sijoittaa niitd kumpaankaan
lajiin ristiriitaisten tuntomerkkien takia. Naisyfiteensa 58 yksilosta saatiin hyvéalaatuinen
sekvenssi. Tulos paljasti sekvensoitujen yksiloidevan lahes identtisia keskendan, seké eroavan
huomattavasti varmoiksi tiedetyista, karyotyypitsts pihalantiaisista. Naista 38 yksiloa olin alun
perinkin maarittanyt salalantiaisiksi, 14 pihalargiksi ja 6 oli jaanyt lajiparin tasolle. Suomalkem
aineiston osalta kaava vei siis useita salalamipitialantiaisiksi tai yksildissa oli molempierjida
tuntomerkkeja. Naissa tapauksissa oikea laji vdumissta sekvenssitietoja vertailemalla. Paatin
olla maarittamatta enempaa suomalaisyksil6itd kaavalla, silla ulkomuodoltaan
vaihtelevimmatkin yksil6t olivat vastoin odotustdaiikki samaa lajia.

Maarityskaavan tuntomerkeista kayttokelpoisimmalssiittautui peitinsiipien
poikkileikkauksen aaltoilevuus, etenkin yhdistettyweitinsiipien variin. Poikkeuksia kuitenkin oli
(Kuva 9b ja c). Pihalantiaisen peitinsiivet ovaginshuomattavan uurteiset ja korkeiden
harjanteiden vuoksi rakenne muistuttaa’aaltopeltiéiva 9d). Uurteet ovat syvemmat ja
leveammat, seka uurteiden valiset harjanteet konkeat, kuin salalantiaisella. Uurteet ovat
havaintojeni perusteella usein harjanteisiin véure suunnilleen yhta leveat, kun salalantiaisella
harjanteet ovat ldhes aina selvasti uurteita leved@imTuloksena salalantiaisen peitinsiipien pinta
nayttdd monesti lahes tasaiselta (ei kuitenkaampmpien karjesta). Salalantiaisen peitinsiivet
nayttavatkin usein hyvin sileilta ja kiiltaviltaill& uurteet muodostuvat usein vain matalien
kuoppapisteiden jonoista, eika varsinaisia terawvdaesia uurteita yleensa ole havaittavissa.

Salalantiaisten véri vaihteli tummanpunaisesta jopan kellertavaan (Kuva 9a ja b).
Useilla yksil6illa oli peitinsiipien ulkoreunojenareisissa uurteissa selkeitd, tummia taplamaisia
pisteita jotka levenivat peitinsiipien karkeen.lldom salalantiaisilla saumasta laskien ensimmainen

uurre jatkui karkeen saakka, toisin kuin maaritgskessa kuvaillaan (Kuva 9a).
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Kuva 9a. Salalantiainen (Aphodius pedellus). Vasemmalta oikealle A147: Paltamo, tuntomerkit kuten
Whitehead 2006, A151: Nepal, hyvin roteva, kuten Whitehead 2006, mutta uurteiden pisteet todella
erottuvat, A178: USA, kuten Whitehead 2006, mutta ensimmainen uurre reunasta laskien jatkuu kérkeen.
Kuvaaja Pekka Malinen (9a—d).

Kuva 9b. Salalantiainen (Aphodius pedellus). Vasemmalta oikealle Al: Nilsid, méaaritin ensin Whitehead
2006 mukaan pihalantiaiseksi, silla vari kellertava seka leveat pisteuurteet, A16: Espanja, kellertava, Jason
Maté oli maarittanyt pihalantiaiseksi, korjasin méaarityksen Whitehead 2006 mukaan salalantiaiseksi, A54:
Ulvila, uurteinen karjesta, suuria taplamaisia pisteita siiven ulkoreunassa, maaritin ensin Whitehead 2006
mukaan pihalantiaiseksi.

Kuva 9c. Pihalantiainen (Aphodius fimetarius). Vasemmalta oikealle A31: Espanja, Whitehead 2006 mukaan
voisi olla salalantiainen, A148: Iso-Britannia, kromosomein maaritetty, kuitenkin lahinna vain kellertéava véri
viittaa pihalantiaiseen, A177: USA, kellertdva, mutta uurteiden kapeus ja huomaamattomat pisteet kuten
salalantiaisella.

Kuva 9d. Pihalantiainen (Aphodius fimetarius). Vasemmalta oikealle A23: Iso-Britannia, kromosomein
maaritetty, kuten Whitehead 2006, huomaa erityisesti leveat uurteet ja karjessa selvasti koholla olevat
harjanteet, A22: Espanja, kuten Whitehead 2006, huomaa "aaltopeltimainen” peitinsiiven pinta, A24: USA,
kuten Whitehead 2006, huomaa varsinkin uurteiden leveneminen kéarkea kohti.
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3.2. Pihalantiaisen ja salalantiaisen maailmanlaajmen levinneisyys

Keraamani aineisto salli ensimmaisen kerran piagajalantiaisen levinneisyyden arvioinnin
(Kuva 10a). Suomessa esiintyy siis lahes koko nka#tavan selvitykseni pohjalta pelkka
salalantiainen (Kuva 10b). Lisaksi tein ensimmaiggsin varman havainnon salalantiaisen
esiintymisesta Pohjois-Amerikassa (R. Angus, sabgiigeskustelu 2.12.2011). Tutkimukseni
myota salalantiainen 10ytyi myos Nepalista, josgelei ole tietojeni mukaan aiemmin havaittu.
Aineistossani oli piha- ja salalantiaisia my6s Egpsta ja Isosta-Britanniasta, seka yksi
salalantiainen Korsikalta. Hakuni tuotti yhden Sedta peraisin olevan pihalantiaisen COI-
sekvenssin, mutta muita samalta geenialueeltaigiltja COl-sekvensseja ei I6ytynyt. Siten
GenBank ei tarjonnut paljoakaan lisatietoa pihadesen ja salalantiaisen levinneisyyteen.
Kreikasta keratyista kahdesta yksilosta ainakingoion ulkoisten tuntomerkkien perusteella hyvin
todennakdisesti pihalantiainen.
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Kuva 10a. Piha- ja salalantiaisen levinneisyys. Kuvassa on huomioitu myds aiempi
kirjallisuus. Yksittaiset tai paikalliset havainnot on merkitty pisteilla, useita havaintoja
saaneet alueet on varjostettu kauttaaltaan. Salalantiaisen levinneisyys on merkitty
vihredlld, pihalantiaisen esiintymisalueet siniselld. Maat, joissa molemmat lajit
esiintyvat rinnakkain, on varitetty sinivihrealla. Kokonaislevinneisyydeltdan lajipari A.
fimetarius/pedellus kattaa lahes koko maailman, mutta tédssa kartassa ei ole
huomioitu alueita, joista ei ole varmaa tietoa paikallisen lajin identiteetista (vrt. 2.1).
Maailmankartta on muokattu sivustolta http://www.freeworldmaps.net/.

Kuva 10b. Salalantiaisen levinneisyys Suomessa. Levinneisyystiedot perustuvat
tutkielmassani tuotettuihin DNA-lajitunnisteisiin: jokaisesta karttapisteesta on siis
selked& salalantiaisen COl-sekvenssi.
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3.3 Salalantiaisen geneettinen populaatiorakenne Suonsz

Suomessa esiintyy kattavan maantieten selvitykseni perusteella vain tointutkimistani
lajeista, salalantiaine®phodius pedellt). Onnistuin tuottamaan hyvélaatuisia (-sekvensseja
yhteensa 113 yksilosta §& keruupaikas ympari SuomenNama sekvenssit olivat lahes identti
muuntelua oli yhteens&in 12 emasparin suhteen 649 eméksen pituigeenalueella. Yksildiden
valiset erot olivat ainoastaghdesta neljaan nukleotidia. Suurin osa esubstituutioist oli
laadultaan transitioita (&aihtunu G:ksi tai painvastoin ja T vaihtunut C:Kai painvastoin), kun
taas transversioita (A tai @ihtunu C:ksi tai T:ksi ja C tai Vaihtunut A:ksi tai G:k¢) esiintyi
vain kahdesskohtaa emassekvens (Taulukko 3).Sekvensoidusta otoksestatyi yhteenséa 16
haplotyyppia. Naista yk¢A178) oli hyvin yleinen (66 % yksildisiga laajalle levinnyt (81 9

keruupaikoista), muut ovatarvinaisemga ja paikallisia haplotyyppeja (Ka 1. seka Taulukko 3).

Haplotyypit

7
3.5
@ 0T

OO0OONOEEEEOOEEET N
i

Kuva 11. Suomessa esiintyvien haplotyyppien (n=16)
levinneisyys ja paikallinen runsaus. Kunkin ympyran
pinta-ala vastaa COl-sekvenssien lukumaaraa (n=1-7)
kyseisestéa paikasta, ja kunkin ympyran siséalla kunkin
haplotyypin runsaus on esitetty omalla varikoodillaan.
Luvut ympyrdiden sisalla tarkoittavat paikkakuntia, ja
ne on numeroitu kuten taulukossa 3. Haplotyyppien
numerointi kuten kuvassa 7 ja taulukossa 3.
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Taulukko 3. Suomalaisten haplotyyppien (n=16) eméaskoostumus ja levinneisyys (n=47 paikkakuntaa). Taulukon vasemmassa osassa haplotyyppien vélista
nukleotidivaihtelua COIl-sekvenssissa on verrattu aineiston yleisimpaan haplotyyppiin (A178): Tassa pystysuuntainen numero ilmoittaa COI-sekvenssin
emasnumeron, jossa vaihtelua esiintyy (n=12 muuntelevaa nukleactidia). Oikealla puolella on esitetty kunkin haplotyypin runsaus kussakin aineiston

keruupaikassa. Haplotyypit ja paikkakunnat on numeroitu kuten kuvissa 7 jall.

Haplotyyppi Eméasnumero Paikkakunta >
122345556666 1234567891111 11111122 33 344444444
949113990044 0123 45678901 78 01234567
426736362547

Al78 AAAAGACCAATT 40021130211 2424201410213232113021 5121101031 75

Al0 ..G..CT..... 000000000000 00 10000000000000000 000000 0000000 1

All G....CT..... 110000000000 10 110000 20000000000000 21000 12

Al24 L. C. 00 100000000000000000000000 000000000 100000000 3

Al25 ....A...N... 00000000000 00000 100000000000 10000000000000 2

Al34 ... CT..... 0 1000000000000000000 100000 000000000000 1200000 7

Al139 .G...CT..... 000000000 1000000000000000000000 000000000000 1

Al40 L CcC 0000000 1000000000000000000000000 00000000000 100 2

Al44 L G.. 00000000000 00000000000OOOO 0000000000O0OOOOOOOOO 1

A153 ..., CTT.... 00000000000 0000000000000000000 10000000 10000000 2

Al57 L. G... 00000000000 0000000000O0OOOOOOOOO 100000000000 1

Al61 LG 00000 10000000000000000000000000 000000 1000000000 2

Al181 ....ACT..... 00000000000 0000000000000000000 10000000000000000 1

A37 G...ACT..... 000000000000 0000000000O0OOOOOOOOOOOOOOO 000000 1000 1

A4l T 000000000000 000 10000000000000000000000000 000000 1

AB4 L. TT..... 000000000000 00 10000000000000000000000O0O0O 0000000 1

> 521212312212527411411214 24523313131116232323131 113

1: Asikkala  11: Kittila 21: Miehikkala
2: Hameenlinna 12: Kolari 22: Nilsia
3: llomantsi  13: Korppoo 23: Nurmes
4: Juupajoki  14: Kortesjarvi 24: Oripaa
5: Kannonkoski 15: Koski 25: Oulu

6: Kannus 16: Kouvola 26: Paltamo
7: Karjalohja 17: Lieksa 27: Parkano
8: Kemijarvi  18: Lohja 28: Pornainen
9: Kihnio 19: Loppi 29: Ristiina
10:Kitee 20: Merijarvi  30: Rovaniemi

31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:

Raakkyla  41: Siilinjarvi
Simo 42: Somero
Sotkamo 43: Viitasaari
Suomussalmi 44: Salo
Suonenjoki  45: Elimaki
Tervola 46: Viikki
Tornio 47: Valtimo
Ulvila

Uusikaupunki

Ylitornio
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4. Tulosten tarkastelu

Tassa tutkielmassa olen osoittanut DNA-lajitunndste erottelevan piha- ja salalantiaisen tarkasti
toisistaan. Kayttamani COIl-sekvenssit antoivat sgdéiteisen tiedon tutkimusyksildiden
identiteetista, koska lajien valinen sekvenssivediholi merkittavasti lajinsisaista vaihtelua
runsaampaa. Kehittamani lajitunnisteet osoittilatgn maamme yleisimméan kovakuoriaisen
kuuluvan kokonaan toiseen lajiin kuin aiemmin oeteltu, ja tAméan lajin olevan maailmalla
laajalle levinnyt. Menetelma myos paljasti ensingedikerran salalantiaisen esiintyvan
varmuudella Pohjois-Amerikan mantereella. Lisaksiddtunnisteet toivat ilmi salalantiaisten
geneettisen yhdenmukaisuuden niin Suomessa kyaitiaauuallakin. Yllattavasti morfologiaan

perustuva maarityskaava toimi vain hieman yli pes¢etapauksista.

4.1 Pihalantiainen ja salalantiainen ovat hyvia lagja

Tulosteni mukaan pihalantiainen ja salalantiainemelppo erottaa toisistaan yhta hyvin COI-
sekvenssien kuin kromosomituntomerkkienkin avilkgien valilta 16ytdméni 8,1 % ero
emasjarjestyksessa on samaa suuruusluokkaa kumehnsiia aiemmin tavatut COI-geenin erot
(esim. Hebert ym. 2003b). Keskimaarainen geneettat@isyys pihalantiaisten sisalla (4,23
emassubstituutiota) oli hieman suurempi kuin sat&ssilla (1,47 emassubstituutiota), mutta jai
selvasti lajien vélisen keskimaaraisen etaisyy®2y(emassubstituutiota) alle. Jatkossa
pihalantiainen ja salalantiainen voidaan siis tataa luotettavasti pelkastaan COl-lajitunnisteiden
pohjalta. Yhdistettynd aiempiin havaintoihin pilg@salalantiaisen kromosomieroista (Wilson
2001; Wilson & Angus 2004) sek& morfologisista stai(Wilson 2001; Whitehead 2006) tulokseni
tukee yleisvaikutelmaa, ettd kyseessa on kaksikégn erillaéan ollutta lajia.

Toisinaan sekvenssitiedon hydédyntadminen voi joktstakkaisiin paatelmiin:
Madagaskarilaiset sisarlafitelictopleurus neoamplicollig H. littoralis eroavat ruumiinkoon ja
joidenkin vahaisten morfologisten piirteiden osaftautta ekologisia eroja ei tunneta. Todellinen
tilanne paljastui, kun "lajien” huomattiin jakavaamoja COl-haplotyyppeja. Siten niiden valilla
esiintyy geenivirtaa kautta levinneisyysalueideamBn tiedon seurauksena Hanski ym. (2008)
paatyivat yhdistamaan lajit. neoamplicollisnimen alle.
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4.2. Miten pihalantiaisen ja salalantiaisen erotta@

Kokemukseni mukaan Whiteheadin (2006) kaavan sawvitten lajien erottelemiseksi vaihtelee
helposta ja nopeasta tunnistuksesta taysin mamda#io. Ensimmaisten sekvensointitulosten
valmistuminen osoitti, ettd 14 pihalantiaisiksi méamaani suomalaisyksiléa olivatkin
salalantiaisia. Tuntomerkit sopivat usein yhtéa hykiimpaankin Iajiin, jolloin jatin maarityksen
lajiparin tasolle. Mybhemmin sekvenssitieto paljagteat laji-identiteetit ja sain paremman
kasityksen piha- ja salalantiaisen ulkomuodon melusta.

Maarityksia tehdessa on huomioitava, etta lantakismt ovat kooltaan hyonteisista
kenties eniten muuntelevia (T. Roslin, keskusteludélla 2011). Niiden maarittdmista vaikeuttaa
myos ilmi6 nimeltéa allometria, joka tarkoittaa jeitkin ruumiinosien kasvamista eri suhteissa
yksilon muuhun ruumiinkokoon néhden (esim. Tirri.\2006). Olisi kiinnostavaa selvittda
vaikuttaako koon muuntelu jollain tavalla myé6s pestipien tuntomerkkeihin.

Kaikki aineistoni pihalantiaiset olivat kellertayid@utta myos jotkin salalantiaiset
olivat hyvin kellertavia tai oranssinpunaisia, emmain kuin kirkkaanpunaisia. TA&ma johtui
mahdollisesti siitd, ettéa vastakuoriutuneet lantatausyksilét ovat alkuun hyvin vaaleita, silla
pigmentin muodostumiseen menee joitain paivia. Kaikason Maté on kayttanyt lahinn&a Wilsonin
(2001) maarityskaavaa, hanesta Whiteheadin (2C56@§ma peitinsiipien varituntomerkki on
toimiva etenkin maasto-oloissa, seka erityisen mwail6tyilla yksil6illa ja sen avulla voisi
tunnistaa ehkd 70-80 % yksilbista.(J. Maté, sah&iiyiesti 11.3.2011). Varituntomerkin
luotettavuutta pitaisi mielestani tarkastella lisé@rella maaralla kummankin lajin samalla tavalla
sailottyja yksiloita. Ulkoisten tuntomerkkien liséitimus on yleensékin tarpeen; voisi esimerkiksi
testata useaan morfologiseen ominaisuuteen peasstrotteluanalyysia (Ashrafi ym. 2010,
Lumley & Sperling 2010). Tosin vaikeimmissa tapasga siitakaan ei ole mitdan apua, vaan
talléin sekvenssierot ovat ainoa varma tunnistuskéPacker ym. 2009)

Molekyylimenetelmien tehokkuus on todettu monissasissa tapauksissa joissa
morfologia ei kykene taysin erottelemaan lajejaittaan (esim. Manguin ym. 2008; Mata ym.
2010).DNA-tuntomerkkien kaytté on myos merkittava edistslesel suhteessa lajien alkuperéiseen
erottamiseen kaytettyihin kromosomimenetelmiin. idosomipreparaattien valmistus on
huomattavan tyolastd muun muassa siksi, etté kromibsulee eristaa elavista yksiloista, varjata ja
viela lajitella mikroskoopin avulla. Naytemaaraspyat siksi vaajaamatta pienina. Sen sijaan
DNA:ta voi kohtuullisen helposti eristaa moninkéesta maarasté kuolleita yksiloitd, kunhan ne
on sailoétty asianmukaisesti. Varmin tapa on sdiksilot puhtaassa alkoholissa, mieluiten valolta

(UV-sateily hajottaa DNA:ta) ja kuumuudelta suajat.
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Nayttaa silta, ettei pihalantiaisen ja salalanéiaisrottaminen onnistu luotettavasti
pelkan morfologian avulla. Tasta osoituksena CQ@iseassit paljastivat jopa alan tunnetun
asiantuntijan, Jason Matén, maarittdneen ainakisi k&ksiloa virheellisesti. Tosin Maté itsekin
suhtautuu tdman lajiparin tunnistamiseen varauksaiviolta joka kymmenennen yksilon
maarityksen han arvioi olevan lahinna arpapelid@té, sdhkopostikeskustelu 11.3.2011). On
kuitenkin oletettavaa, ettéa han on julkaissut \rgmin varmoina pitAmiaan maarityksia
GenBankissa. Tunnistamisen vaikeutta kuvaa osuRaster ym. (2009) vapaasti suomennettuna:
"Huolimatta 33 vuoden kokemuksesta mehilaisten istoksen parissa, tutkija voi usein viettaa yli

tunnin pystymatta maarittamaan tiettya naytettéojotunnistuskaava on olemassa’.

4.3. Missa pihalantiainen ja salalantiainen esiintyat?

Tulosten pohjalta vaikuttaa vahvasti silta, ettéafantiainen Aphodius fimetarius)ei ole koskaan
kuulunutkaan Suomen lajistoon. Suomessa esiingjvarikin siis kaiken aikaa ollut pihalantiaisen
salalantiainen paljastui omaksi lajikseen vastamgmisen vuotta sitten. Kotimaiseen
museoaineistoon tutustuminen toisi tahan lopullismistuksen.

Kun tutkielmani tulokset yhdistdd aiemmassa kigalidessa mainittuihin lajien
levinneisyystietoihin, nayttaa silta, etta pihalaisen esiintyminen Euroopassa rajoittuu [&hinna
Keski- ja Etela-Eurooppaan (Kuva 10a). EspanjeRaaskassa ja Isossa-Britanniassa lajit
esiintyvat sdanndllisesti yhdesséa. Salalantiaisemheisyysalue ulottuu huomattavasti
pihalantiaista pohjoisemmaksi, varmuudella RuogsiiBuomeen saakka. Suomen itarajan takana
tilanne jaa epaselvéaksi, tosin salalantiaisen wal@r 16ytyvan Ita-Siperiasta (Wilson 2001).
Nepalilainen salalantiainen vahvistaa lajin jokaaiaksessa I6ytyvan Aasiasta. Pohjois-Amerikassa
esiintyvat havaintojeni valossa molemmat lajit, tauarkempi lajikohtainen levinneisyys jaa
myohemmin selvitettdvaksi. Australiassa esiintyyapantiaisen nimella jompikumpi tai kummatkin
lajit.

Wilson (2001) ja Whitehead (2006) ovat esittane&dlantiaisen olevan laajalle
levinnyt, vaihtelevia lampdtiloja sietava holarldmlaji, joka kykenee asuttamaan myos
vuoristoalueita. Salalantiaisia onkin 16ytynyt keuseroiltaan vaihtelevilta alueilta, muutamista
sadoista metreista esimerkiksi Slovakian Karpaatt250 metrin korkeuteen saakka, Italian
puolelta jopa 1500 metrista (Whitehead 2006). Segvenani nepalilainen salalantiainen ol

keratty vuoristosta 2460 metrin korkeudelta.
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Siitd, onko piha- ja salalantiaisen vélilla ekokigieroja esiintyy ristiriitaista tietoa.

Koska lajit elavat saanndllisesti rinnakkain, ekyéoa eroja on mahdollisesti kehittynyt. Whitehead
(2006) arvelee piha- ja salalantiaisen valttavéaraa kilpailua. Han oli alustavissa tutkimuksissaan
loytanyt pihalantiaista Isossa-Britanniasta lahigksittain, kun taas salalantiainen vaikutti olevan
hallitseva laji ainakin suurten ruohonsygjien jaitik. Wilson (2001) painvastoin arvioi
pihalantiaisen olevan valtalaji Isossa-Britanniadsaon Matén mukaan pihalantiainen on kenties
ympariston kuivuuden, kuumuuden tai molempien ®rhteestavampi (sdhkopostiviesti
11.3.2011). Maté on havainnut enemman piha- kdalas#iaisia ja arvelee salalantiaisen viihtyvan

paremmin Atlantin ilmanalassa. Toukkien valillaldinen mukaansa myds joitain eroja.

4.4. Mita pihalantiaisen ja salalantiaisen sekvengkertovat?

Tulosten pohjalta on ilmeist&, etté etenkin salkiasen lajinsisaiset erot COI-geenin
emassekvenssisséa ovat pienid (keskimaarin vaifo), Salalantiaisen haplotyyppidiversiteetti
Suomessa on huomattavan suuri, mutta suurin o$léigks edustaa yhtéa, koko maassa esiintyvaa
haplotyyppia. Myos suomalaisilla ukkolantiaisillphodius fossgron todettu mittava
haplotyyppidiversiteetti, mutta lajin paikalliskajgn véalinen geneettinen eriytyminen on kuitenkin
vahaista (Roslin 2001). Yksildiden liikkuvuus popatioiden valilla oli oletettua suurempaa, silla
ainoastaan Ahvenanmaalla havaittiin mantereestkeava haplotyyppikoostumus COI-geenissa.
Salalantiaisen haplotyyppien maantieteellisestajalasta Suomessa on vaikea paatella mitaan,
silla COl-sekvenssien lukumaara vaihteli keruupst&aiippuen (vaihteluvéli 1-7 sekvenssia,
keskiarvo 2,4). Luultavasti joidenkin Pohjois-Su@see esiintyvien haplotyyppien puuttuminen
Etela-Suomesta johtuu I&ahinna sattumasta. Asisi kuitenkin varmistaa suuremmalla otoskoolla.

Mitokondrio-DNA:n haplotyyppidiversiteetti kuvastpapulaatioiden historiaa:
esimerkiksi usealla alueella esiintyvat haplotyysbittavat viimeaikaista levittadytymista (Craft
ym. 2010). Selvitykseni mukaan seka Pohjois-Amessika(Lansi-Virginia) ettd Suomessa esiintyy
sama salalantiaisen haplotyyppi, vaikka etdisyymetkoinen. Craft ym. (2010) havaitsivat Uuden-
Guinean perhosilla useita tapauksia, joissa yksiitdaplotyyppeja l6ytyi tuhansien kilometrien
sateeltd. Erds Uudessa Guineassa esiintyva hapjotiytyi myds Taiwanista ja Australiasta, jopa
5340 kilometrin etaisyydelta.

Aivan kuten salalantiaisella, ukkolantiaisellakinoBhessa ja Espanjassa esiintyi
samoja haplotyyppeja (Roslin 2001). TiedetaanEsgganja yhdessa Portugalin kanssa on toiminut

tarkeéana refugiona kvartaarikauden vaihtelevisaasto-oloissa (Miraldo ym. 2011). Pohjois-
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Eurooppa on uudelleenasutettu jadkausien jalkegasgssa juuri Iberian ja Balkanin refugioista,
tosin tarkat leviamisreitit vaihtelevat elioryhmiedlilla, eika idasté tapahtuneesta levittaytynties
tiedeta viela tarpeeksi (Taberlet ym. 1998). Manidjeilla populaatioiden geneettinen
monimuotoisuus on kuitenkin vahaisempéaa hiljatjaésta vapautuneilla alueilla, kuin seuduilla
joita populaatiot ovat asuttaneet pitempaan (Memta 1997). Merila ym. (1997) havaitsivatkin
viherpeippojenCarduelis chlori$ geneettisen monimuotoisuuden Euroopassa vahenevan
voimakkaasti eteldsta pohjoiseen. Haplotyyppiveikosavaittiin vinerpeipolla olevan
tdhdenmuotoinen, minka selitti parhaiten jaakauilkajnen nopea levittaytyminen. Salalantiaisen
niin ikaan tAhdenmuotoinen haplotyyppiverkostotadtsiihen, etta laji on hiljattain laajentanut
voimakkaasti levinneisyyttaan.

Sopiva vertailukohta tutkimalleni lajiparille 16yymy6s madagaskarilaisten
lantakuoriaisten viimeaikaisesta sopeutumisest@niagseen ravintoorelictopleurus
neoampicolliga H. marsyaslantakuoriaisten laskettiin siirtyneen metsistaimiin
elinymparistoihin noin 1500 vuotta sitten karjatadlen rantauduttua Madagaskarille (Hanski ym.
2008). Nama lajit laajensivat nopeasti elinaluettgapari saaren, mika on jattanyt jalkensa niiden
COl-haplotyyppiverkostoon: Suurin osa lajien ykisité edustaa yhta laajalle levinnytta
haplotyyppia. Lisaksi I6ytyi muutamia vahalukuiseenpaplotyyppeja, jotka erosivat yleisimmasta
tyypista vain muutaman nukleotidin suhteen. Seaxasijuseimmat muut lajit ovat pysytelleet
alkuperaisessa ravinnonlahteessa (makimaistengpirodiiden lannassa) jo kymmenid miljoonia
vuosia. Tallaisten lajien haplotyyppiverkostot kinpgat useista maantieteellisesti eriytyneista
haplotyypeisté joiden valilla oli tapahtunut useitataatioita. Lisaksi mik&an niista ei ollut
merkittavasti muita yleisempi (Hanski ym. 2008 h&tantiaisen haplotyyppiverkoston tarkastelu
antaa viitteita siita, etta laji on pysytellyt esymisalueillaan jo pitempdaan, jolloin populaation
sisélle on ehtinyt kertyd geneettisia eroja. Pih@ddsten lajinsisdinen geneettinen etaisyys oli
aineistossani keskimaarin 0,7 %, siis hieman supr&uin salalantiaisella, mutta kuitenkin pieni
verrattuna lajien valiseen etaisyyteen (8,1 %)aRihtiaisen populaatiorakenteen perinpohjainen
selvitys vaatii lisayksildiden sekvensointia, sii&siloita oli otoksessa vahan verrattuna

salalantiaisiin, ja ne olivat peraisin laajalta mizeteelliseltad alueelta (vrt. kuvat 7 ja 10a).

4.5 Johtopéaatokset

Tassa tutkielmassani olen osoittanut DNA-lajituteiten erottelevan piha- ja salalantiaisen

tarkasti toisistaan. Kayttamani COIl-sekvenssit matoyksiselitteisen tiedon tutkimusyksiléiden
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identiteetista, silla lajien valinen sekvenssivalitoli merkittavasti lajinsisaista vaihtelua
runsaampaa. Tama tulos mahdollistaa my0s tulevdéssa lajien nopean ja varman tunnistamisen.

Morfologiaan perustuva maarityskaava ei yksindgonaut luotettavaa tyokalua
lajien erotteluun, silla vaikka ulkoisia eroja Igyt osalla yksildista on molempien lajien piirteita
Whiteheadin (2006) julkaisema méaarityskaava toiarmwuudella vain noin puolessa tapauksista,
joten tarvetta kaavan kehittamiseen selvasti onAlMnisteiden tarkkuus osoitti, ettd Wilsonin
(2001) kaavankaan soveltaminen ei toimi aukottoneakds alan tunnetulla asiantuntijalla. Siksi
onkin varminta kayttdd DNA-pohjaista tunnistustarfologian tilalla.

Pihalantiaista on lajina pidetty jo pitkaan hyvimhettuna. Samalla se on eras
maamme yleisimmista hyonteislajeista. Tallaisemm kggihtuminen kokonaan toiseen lajiin on siten
melkoinen yllatys. Vaistamatta tama antaa kuvas,duinka huonosti tunnettu maapallon
biodiversiteetti yha on. Etenkin tropiikin lajikom kartoittaminen voi olla paljon kuviteltua
mittavampi haaste. Kaikeksi onneksi sekvensoinopea kehittyminen avaa uusia mahdollisuuksia
tulevaisuudessa kasitella valtavia ndytemaarigakarrTAméa nopeuttaa entisestaan jo hyvaksi
havaittujen DNA-Iajitunnisteiden kaytt6a taksonomapuna.
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Liitteet

1. DNA-eristysmenetelman valinta

DNA:n eristaminen ei aina ole taysin suoraviivaigiaman liitteen tarkoitus onkin olla hyddyksi
vastaavissa tulevissa toissa. Eristysmenetelméarnvouteen vaikuttaa muun muassa elion rakenne
(esimerkiksi sen kitiinipitoisuus), seka miten néité on sailytetty. Onnistunut eristys antaa hyvat
lahtékohdat myohemmille tyévaiheille. Siksi esittelalla tarkasti miten tassé tydssa toimittiin.

DNA:n eristamiseksi hyonteisista on tavallista kdgtvain yhta tai kahta takajalkaa.
Alustavissa eristyksissa huomasimme kuitenkin DNi@tpuuden jaavan talla menetelmalla
alhaiseksi jopa aivan tuoreista yksiloista. Paadyasiksi kayttamaan suuremman maaran kudosta.
Silmé&pigmenttien on arveltu hairitsevan DNA-erisfiysa mahdollisesti aiheuttavan ongelmia
myohemmissakin vaiheiss@phodiussuvun lantakuoriaisilla on kuitenkin aiemmin salaywia
sekvensseja paasta eristetysta DNA:sta (Roslin)2001

Koko yksilon hajottamista halusin valttda kolmesggista: Ensiksi kayttdmani
morfologiset tuntomerkit sijaitsevat peitinsiivisgdtka halusin saastadd mahdollista myohempéaa
tarkastelua varten. Toiseksi halusin sdastaa kaksnmaista raajaparia, joista eristysta voitaisiin
yrittaa tarvittaessa uudelleen. Kolmanneksi tatpesn suuri DNA-pitoisuuskaan ei ollut
toivottavaa: Monisatakertaiset erot pienimpienyargnpien pitoisuuksien valilla teettaisivat
lisatyovaiheen jalkimmaisten laimentamiseksi, dij&in vahvojen PCR-tuotteiden tulkinta
geelielektroforeesilla voisi olla hankalaa, ja seksointi saattaisi epaonnistua (Andreia Miraldo,
keskustelu keséalla 2011).

Naihin harkintoihin perustuen paadyin eristamaanADallantiaisten paasta ja
keskiruumiista, mukaan lukien etummaisesta raajsg@aiSaildin kunkin yksilon takaruumiin ja
siivet keruutietoineen puhtaaseen etanoliin (EtaxAtia, Rajamaki) mybhempéaa tarkastelua

varten.
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