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Social insects such as ants live in societies and have a strict division of labor between reproductive and worker castes. A colony
can consist of even millions of individuals and the number of queens can vary a lot. Populations where each colony comprises just
one or few queens are often called kin structured because the relatedness between nestmates is high. Colonies that have lots of
qgueens and the society lives in many connected nests (polydomy) in are referred to as supercolonies. In these colonies relatedness
between individuals is low and the workers represent many genetic lineages.

Depending on species and the environment where the colony lives societies can behave aggressively towards
individuals from other nests to protect their own nest. Ants must be able to recognize members of their own colony from the
intruders to be able to protect the nest. Nestmate recognition is a key element in the interaction between nests and species and
makes it possible for the workers in the colony to favour their own nestmates in form of care, defence or food acquisition to gain
inclusive fitness benefits. To recognise nestmates ants must be able to sense chemical cues. Ants detect these chemical signals
through the proteins expressed mainly in their antennas.

In this thesis | studied gene expression of genes related to chemosensation in seven Formica species using the RT-gPCR
method. My study species were kin structured Formica exsecta, F. pratensis and F. fusca and supercolonial F. truncorum, F.
pressilabris, F. cinerea and F. aquilonia. My study genes belong to gene families that code for odorant binding proteins (OBP),
chemosensory proteins (CSP) and gustatory reseptors (GRT). | want to find out whether the expression of these genes differs
between castes, and whether the caste difference varies between kin structured and supercolonial species.

Workers have many tasks in the ant colony and to take care of them, they need to have a sophisticated sensory
system. For that reason, | expect to find out that the study genes are expressed more in the worker than the queen caste. In
addition, | expect the caste difference in gene expression to be higher in the kin structured species than in the supercolonial
species. That is because kin structured species behave more aggressively towards intruders and possibly confront intruders more
often than the individuals living in supercolonies. Furthermore, in the supercolonies low relatedness between individuals
sometimes lead to conflicts inside the nest. For that reason, | suppose queens of the supercolonies express chemosensory genes
more than the queens from the kin structured colonies.

Overall expression level was the highest for the OBP and the lowest for GRT. The expression level of CSP was in
between these extremes. In accordance with my hypothesis gene expression of OBP and CSP was higher in workers in all the
study species. GRT expression was worker biased in six of the seven species. Caste difference in expression of chemosensory
genes was similar in kin structured and supercolonial species. The expression level varied between species but did not show a
pattern depending on the degree of the polygyny. The study revealed that the expression of OBP and CSP is correlated.

My results revealed expected worker biased pattern in the expression. The result might be a consequence of better
olfactory or taste abilities in the worker caste compared to queens or it may even be consequence of more sophisticated nestmate
recognition skills of the workers. This study reveals valuable information about the gene expression of chemosensory genes
related to the recognition system in the ants and awakes many new study questions. Chemical sensory system has been studied
alotin the ants, but in the field of expression studies there is still lot to reveal.
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1. JOHDANTO

1.1. Altruismin evoluutio ja sukulaisvalinta

Eusosiaalisia eli aitososiaalisia lajeja yhdistdd kolme piirrettd: vanhempien ja jalkeldisten paallekkaiset
sukupolvet, yhteistoiminnallinen jalkeldisten hoito ja lisddntymisen suhteen erilaistunut kastijako (Alexander
ym. 1991, Michener 1969, Nowak ym. 2010, Wilson 1971). Eusosiaalisia lajeja tavataan niin hyonteisten
(Insecta) luokassa, kuin kymmenijalkaisten (Decapoda) ja jyrsijoidenkin (Rodentia) lahkossa (Crozier & Pamilo
1996). Sosiaalisia hyonteisid voidaan pitdd altruistisen kayttdytymisen &aripddna ja malliesimerkkina.
Esimerkiksi monet muurahais- tai mehildistyolaiset eivat lisddnny lainkaan, vaan elavat pesdssa auttaen
muuta yhteiskuntaa lapi eldmansa (Hamilton 1964).

Luonnonvalinnan nakokulmasta altruismia voi olla hankala ymmartaa, silla se, ettad valinta
suosii alleelia, joka johtaa toista yksilod hyodyttavaan ja alleelia kantavalle yksilolle haitalliseen
kayttaytymiseen, vaikuttaa ristiriitaiselta. Luonnossa valinta voi kuitenkin suosia ominaisuuksia, jotka
johtavat yksilon oman kelpoisuuden vahenemiseen, jos kyseiset ominaisuudet samalla lisdavat laheista sukua
olevien yksildiden selviytyvyyttd ja kelpoisuutta. Tama ymmarrys johti kokonaiskelpoisuuden kasitteen
syntyyn (Hamilton 1964).

Ottaen huomioon suoran kelpoisuuden (oman lisddantymismenestyksen kautta saavutettu) ja
epasuoran kelpoisuuden (sukulaisten lisddntymismenestyksen kautta saavutettu) Hamilton (Hamilton 1964)
kehitti geneettisen mallin, jonka mukaan altruistista kayttaytymista suosiva alleeli voi lisdantya populaatiossa
tietyissa olosuhteissa. Sukulaisvalinnan teorian mukaan epaitsekds avunanto kannattaa silloin, kun
epaitsekkadsti toimiva yksilo tuottaa kayttdaytymisellddan riittdvan suurta hyotyd omille sukulaisilleen
toiminnasta aiheutuviin kustannuksiin ndhden, eli kun Hamiltonin sdanté: r * B > C patee. Kaavassa
r tarkoittaa avunantajan ja saajan valista sukulaisuutta, B hyotyja, jotka mitataan lisadantymismenestyksena

ja C kustannuksia, joita avunannosta koituu lisddantymismenestykselle.

1.2. Sosiaaliset hydnteiset

Hyonteisten luokkaan kuuluu yli puolet tunnetuista eliélajeista ja luultavasti lahes sama maara hyonteislajeja
on vield tunnistamatta. Suuri osa hyonteisista on yksineldjid, mutta esimerkiksi muurahaiset (Formicidae),
jotkin ampiaiset (Vespidae) ja mehildiset (Anthophila), seka termiitit (Isoptera), elavat hyvin jarjestaytyneina
yhteiskuntina. Naita edella mainittuja hyonteisia yhdistaa sosiaalisuus ja termiitteja lukuun ottamatta ne

kuuluvat pistidisiin (Hymenoptera).



Sosiaaliset pistidiset edustavat sosiaalisen evoluution huippua. Muurahaisyhteiskunnassa voi
parhaimmillaan elda jopa miljoonia yksiloita, jotka toimivat pikemminkin yhteiskuntansa osina kuin omaa
etuaan ajavina yksiloina. Tyoldisten (jalkeldisten hoivaajien ja sotilaiden) ja lisddntyvien yksildiden
(kuningatarten ja koiraiden) kastit voidaan erottaa toisistaan ulkomuotonsa ja kdyttaytymisensa perusteella
(Steiner ym. 2010). Tama sosiaalinen jarjestdytyneisyys nayttda kehittyneen pistidisten sukupuussa
useampaan kertaan, eli esimerkiksi ampiaisissa ja muurahaisissa eri aikaan (Wilson 1971).

Pistidisten lisddntymisjarjestelma on epatavallinen moniin muihin lajeihin verrattuna. Koiraat
ovat haploideja ja naaraat diploideja. Koiraat kehittyvat hedelmoittymattomista ja naaraat hedelmaittyneista
munista. Tallaisen haplodiploidisen lisdantymisjarjestelman vuoksi naaraspuoliset yksilot ovat keskimaarin
ldhempaa sukua siskoilleen (sukulaisuuskerroin 0,75) kuin omille jalkeldisilleen (sukulaisuuskerroin 0,5).
Tama johtuu siita, ettd siskot jakavat kaikki samat geenit, jotka ne perivat isadltddn (puolet tytarten
perimdstd). Toisen puolen geeneistddn tyttdret perivdt luonnollisesti &idiltdan (yhteiskunnan
kuningattarelta). Veljilleen pistidistyttaret ovat keskimaarin vain neljannessukulaisia (Hamilton 1972). Ero
jalkeldisten vélisessd sukulaisuudessa voi saada tyo6ldiset manipuloimaan yhteiskuntarakennetta ja
suuntaamaan suurimman osan hoivastaan naarasjalkeldisille. Tdma voi evoluutiossa suosia altruistista
kayttaytymista (Rosset & Chapuisat 2006).

Pitkaan uskottiin, etta juuri tdma pistidisten erityinen lisddntymisjarjestelma olisi ajanut ndama
lajit aitososiaalisuuteen. Nykyisin kuitenkin hypoteesi on pitkdlti hylatty ja aitososiaalisuuden ajatellaan
syntyneen sen sijaan erilaisten ekologisten tekijoiden ja monogamisen (yksiavioisuus) eldaman seurauksena.
Vaikuttaa siltd, ettd aitososiaalisuus on kehittynyt nimenomaan pysyvien ravinnonldhteiden laheisyydessa
sijaitsevien pesdpaikkojen puolustamiseksi (Boomsma 2009). Sosiaalisuuden synty ei ole vaatinut uusia
ominaisuuksia ty6ldisiltd vaan ainoastaan toimintatavan muutoksia, jotka ovat johtaneet omien jdlkeldisten
hoivaamisesta sisarien hoivaamiseen. Kun pesadssa on ollut vain yksi lisddantyva kuningatar (monogamia), joka
on paritellut vain yhden koiraan kanssa, on pesansisdinen sukulaisuus ollut korkea, silla kaikki uudet syntyvat
tyolaiset ovat talléin myos sisaruksia keskenaan. Lopulta erilaistuminen ja uusien kastien (esim. sotilaat)
muodostuminen on tapahtunut ympariston paineesta luonnonvalinnan toimiessa yksilonkehityksen

alkuvaiheessa (Boomsma 2009, Boomsma & Gawne 2018, Hamilton 1972, Nowak ym. 2010, Wilson 2008).

1.3. Muurahaisyhteiskuntien rakenne

Muurahaiset elavat yhteiskuntina, joista kdytetdaan tavallisesti myos nimitysta pesa. Toisinaan yhteiskunta

elaakin vain yhdessa pesdssa, mutta on olemassa my6s runsaasti muurahaislajeja, joiden yhteiskunta koostuu



useista toisiinsa yhteydessda olevista pesistd (Holldobler & Wilson 1990, Steiner 2010). Tallaista
pesimisstrategiaa, jossa yhteiskunta asuttaa useampaa kuin yhta pesaa kutsutaan polydomiaksi.

Lisdantyvien yksildiden maard yhteiskunnassa vaikuttaa voimakkaasti sen rakenteeseen.
Kuningatarten rooli on tarked, silla juuri ne parittelevat, lisdantyvat, levittaytyvat, perustavat uusia
yhteiskuntia ja kasvattavat olemassa olevien yhteiskuntien kokoa (Crozier & Pamilo 1996). Yhteiskunnassa
voi olla joko yksi tai useampia kuningattaria. Yhden kuningattaren yhteiskuntia kutsutaan monogynisiksi ja
yhteiskuntia, joissa kuningattaria on useita, kutsutaan polygynisiksi. Yhteiskunnan rakennetta ja pesan
sisdista sukulaisuutta muokkaa kuningatarmaaran lisdksi se, kuinka monen koiraan kanssa kuningatar tai
kuningattaret parittelevat. Tall6in yhteiskunnassa olevat tyoldiset ovat perdisin myos eri isdlinjoista ja ovat
nain entistd etdisempaa sukua toisilleen (Tarpy ym. 2004).

Monogynisia tai lievasti polygynisida (muutamia kuningattaria) populaatioita voidaan kutsua
myos sukulaisrakenteisiksi. Sukulaisrakenteisissa populaatioissa pesat ovat perheryhmia, joissa sukulaisuus
on melko korkea. Nama yhteiskunnat ovat usein aggressiivisia pesdan tukeutuvia vieraita yksil6ita kohtaan
(olipa sitten kyse saman tai eri lajin yksil6istd), eivatka hyvaksy ndiden ldsndoloa pesdssaan (Crozier & Pamilo
1996).

Superkoloniaalisuus on polydomian &arimuoto, silla superkoloniaalinen yhteiskunta on
tyypillisesti niin suuri, etteivat eri pesissa eldvat tyolaiset valttamattad koskaan kohtaa toisiaan ja yhteiskunta
on lilan suuri yhden muurahaisen lapikaveltavaksi (Helanterd ym. 2009, Pedersen ym. 2006).
Superkoloniaalisilla lajeilla on tavallisesti useita tai jopa satoja kuningattaria samassa pesdssa ja potentiaalia
kasvaa sopivassa elinympaéristdssa jopa rajattomasti (Moffett 2012). Superkoloniaalisissa yhteiskunnissa
pesat ovat yhteydessa toisiinsa ja ndiden yhteiskuntien yksilot vaeltavat pesien valilld. Superkoloniaalisten
lajien aggressiivisuus yhteiskunnan ulkopuolisia tunkeutujia kohtaan vaihtelee, mutta yhteiskunnan sisalla
pesien valilla vaeltaviin yksiloihin suhtaudutaan suopeasti. Tama viittaisi siihen, etta niilla on kyky tunnistaa
mitka yksilot ovat osa samaa superkoloniaa ja mitka tulevat kokonaan toisesta yhteiskunnasta (Collingwood
1979, Czechowski ym. 2002, Seifert 2000, Sundstrom ym. 2003).

Superkolonioissa, joissa kuningattaria on runsaasti ja tyoldiset edustavat useita geneettisia
sukulinjoja, sukulaisuus on sukulaisrakenteisiin yhteiskuntiin verrattuna todella matalaa. Superkolonioissa
matala sukulaisuus voi johtaa yhteistydn halvenemiseen, jolloin tyoldiset keskittyvat auttamaan pesassa
itselleen laheisempaa sukua olevia pesatovereita, eikd keta tahansa yhteiskunnan jasenta, kasvattaen nain
oman sukulinjansa kelpoisuutta. Tama on mahdollista, jos tyoldiset kykenevat tunnistamaan sukulaisensa
muista yhteiskunnan yksil6ista. Superkoloniaalisilla lajeilla konfliktien synty on todennakoistd ja tekee
superkoloniaalisista lajeista yha mielenkiintoisempia evolutiivisesti ndakdkulmasta. Mahdollisia konflikteja
ndennaisesti rauhallisessa muurahaisyhteiskunnassa voi nousta esimerkiksi siitd, minka kuningattaren
jalkeldistoa hoivataan, mitkd munat joutuvat toukkien kannibalismin kohteeksi, sukupuolijakauman

manipuloinnista ja siita kuka tuottaa yhteiskunnassa koiraita: ty6ldiset seka kuningattaret voivat molemmat
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pyrkid parantamaan omaa kelpoisuuttaan koiraita tuottamalla (Helantera ym. 2016, Ratnieks ym. 2006,

Schultner ym. 2014).

1.4. Pesatovereiden ja sukulaisten tunnistus

Sukulaisten tai pesdtovereiden tunnistus on tarkea osa sosiaalista kayttaytymista ja sen evoluutiota. Koska
altruistinen kayttaytyminen tuo tullessaan myo6s kustannuksia, on ty6ldisten kyettdva tunnistamaan oman
yhteiskuntansa jasenet pesan ulkopuolisista yksiloistd. Oman pesan yksildiden tunnistuksen vuoksi tyolaiset
voivat suosia omia pesatovereitaan hoivan, puolustuksen tai ravinnonhankinnan kautta (van Zweden &
d’Ettorre 2010).

Sosiaalisten hyonteisten kuten muurahaisten kohdalla on kuitenkin hyva tehda ero sukulaisten
ja pesdtovereiden tunnistuksen valille. Nama kaksi ilmioétda ovat pohjimmiltaan eri asioita. Tehokas
yhteiskunnan jasenten tunnistus pesan ulkopuolisista yksiloista (pesdtovereiden tunnistus) on tarkeaa
hyonteisyhteiskuntien jarjestaytymisen kannalta. Pesdtovereiden tunnistuksen turvin yhteiskunta voi valttaa
muun muassa varastelua ja parasitismia (Breed 2014, Holmes 2004, Sturgis & Gordon 2012). Pes&tovereiden
tunnistamisen ansiosta yhteiskunta kykenee erottamaan oman vyhteisonsd jasenet ulkopuolisista
tunkeutujista ja puolustamaan pesaansa naiden hyokkayksilta. Pesdtovereiden tunnistus on siis tarkea tekija
yhteiskuntien ja lajien vélisessa vuorovaikutuksessa.

Sukulaisten tunnistus liittyy puolestaan pesan sisilla tapahtuvaan yksildiden tunnistamiseen.
Kuten jo aiemmin mainitsin, muurahaisyhteiskunnat koostuvat toisilleen sukua olevista yksildistd mutta
sukulaisuus saman pesan yksildiden kesken voi vaihdella. Yhteiskunnissa, joissa esiintyy seka polygyniaa etta
polyandriaa (useita parittelevia koiraita) jalkeldiset ovat useista isa- ja ditilinjoista, johtaen tilanteeseen, jossa
sukulaisten tunnistus voi vaikuttaa kunkin tyolaisen kelpoisuuteen. Jos ty6ldinen kykenee erottamaan peséan
sisalla yksilot, jotka ovat sille muita Iaheisempaa sukua, tydldinen voi kasvattaa omaa kelpoisuuttaan
nepotistisen kayttdytymisen kautta (esim. antaen lahisukuisen yksilon jalkeldisille muita enemman hoivaa ja
ravintoa) (Breed 2014, Holmes 2004, Sturgis & Gordon 2012). Sukulaisten tunnistamisella vois siis olla
merkitystda myos superkolonioille tyypillisten konfliktien synnyssa ja ratkaisussa (Helanterd ym. 2016,
Schultner ym. 2014).

Vaikka sukulaisten tunnistusta on tutkittu melko paljon, todisteet sen olemassaolosta ovat
vield melko vahdisia. Mustamuurahaisella (Formica fusca) on voitu osoittaa tyoldisten suosivan omia
sukulaisiaan jalkeldisten hoivassa (Hannonen & Sundstrom 2003), mutta esimerkiksi karvaloviniskalla
(Formica exsecta) on havaittu, etteivat tyolaiset erota ldheista sukua olevia yksiloita ei-sukulaisistaan (Holzer

ym. 2006). Tama ei kuitenkaan tarkoita, etteiko sukulaisvalinta olisi tarkea tekija sosiaalisten hydnteisten



tunnistusmekanismien kehittymisessa. Ekologiset paineet ovat vaan muovanneet yhteiskuntia yha
monimutkaisemmiksi jarjestelmiksi, joissa pesdtoveruuden tunnistamisesta on suurempia etuja kuin
sukulaisuuden tunnistamisesta. Ndin ollen sosiaaliset hyonteiset, erityisesti suurissa yhteiskunnissa, tekevat
yhteisty6td ehka pikemminkin tuttuuteen (kts. 1.5) kuin geneettiseen samanlaisuuteen nojautuen. Lisaksi
aitososiaalisen elintavan kehittyminen alun perin monogamisissa perheryhmissa, joissa pesan jasenet ovat
myo0s aina laheisid sukulaisia, on varmasti vaikuttanut siihen, ettei sukulaistentunnistusta ole tarvittu, vaan

pesatoveruuden tunnistaminen on riittdnyt (Boomsma 2009).

1.5. Tuoksujen merkitys muurahaisten viestinndssa

Koska muurahaisyhteiskunta toimii vahvasti yhtena yksikkond, on kommunikaatio pesan yksildiden valilla
tarkeaa. Ylivoimaisesti merkityksellisin viestintakeino muurahaisille ja muille sosiaalisille hydnteisille on
kemiallinen kommunikaatio. Niinpd my0s pesatovereiden tunnistaminen tapahtuu padasiassa aistimalla
kemiallisia vihjeita.

Tarkeimpia tunnistukseen liittyvistd kemiallisista aineista ovat kutikulan (hyodnteisen kova
ulkokuori) hiilivety-yhdisteet (d’Ettorre & Lenoir 2010). Yhteiskunnan jasenet havaitsevat kunkin yksilon
ominaisen kemiallisen tuoksun kutikulan pinnan hiilivetyja haistamalla. Nama hiilivedyt voivat olla
sisdsyntyisid eli geenien ohjaamana tuotettuja tai ne voivat olla elinymparistostd tai sosiaalisesta
kanssakaymisesta peraisin. Nuoret yksilot oppivat yhteiskunnan tuoksun ja omaksuvat sen my6s osaksi omaa
tuoksuaan elinympariston hajujen synteesin, jalkeldishoivan ja nestemaisen ruuan vaihdon kautta. Opittuaan
yhteiskuntansa tuoksun ne pystyvat erottamaan yhteiskunnan ulkopuolisen tuoksun vertaamalla sitd oman
yhteiskuntansa tuoksuun (d’Ettorre & Lenoir 2010, Leboeuf ym. 2016, Soroker & Hefetz 2000, van Zweden &
d’Ettorre 2010).

1.6. Hajuaistimus ja sen genetiikka

HyoOnteiset aistivat hajuja erityisten hajuaistinelinten, sensillojen avulla. Sensillat sijaitsevat muurahaisilla
paaasiassa niiden tuntosarvissa, mutta niitd 16ytyy myos jaloista ja siivistd. Tuoksujen kemiallisessa
aistimuksessa toimii useita proteiineja, joiden tehtavana on valittdaa hajuaineita huokoisen kutikulan pinnalta
aistinkarvojen imunesteeseen. Imunesteessa olevat proteiinit puolestaan toimivat reseptoreina, jotka

kaynnistavat aistinreaktioketjun, joka lopulta johtaa hajuaistin neuroneille (d’Ettorre & Lenoir 2010).



Kemiallisten viestien vastaanottamisessa toimii useisiin eri geeniperheisiin kuuluvia proteiineja,
joiden evoluution on myds havaittu tapahtuvan geeniperhetasolla (Pelosi ym. 2006). Tuoksuja sitovat
proteiinit (jatkossa myds englanninkielisen nimensd mukaisesti OBP (odor binding protein)), toimivat
aistimuksen valittdjina tassa tapahtumaketjussa ja ovat siksi olennainen osa hajujen tunnistamista (d’Ettorre
& Lenoir 2010, Gonzdlez ym. 2009, Xu ym. 2009). Niiden kuten kemosensoriproteiinienkin (jatkossa myos
englanninkielisen nimensd mukaisesti CSP (chemosensory protein)) tehtdvda on vastata nimenomaan
tuoksujen ja feromonien kuljetuksesta ja liukoiseksi tekemisesta hyonteisten nestemaisessa hemolymfassa
(Leal 2013, Leal ym. 2005, Ozaki ym. 2005).

Makuaistinreseptorien (jatkossa englanninkielisen nimiensd mukaisesti myés GR (gustatory
reseptor)) sen sijaan ajatellaan liittyvan hajuaistimuksen lisaksi myés makuaistimukseen, silla erdiden GR
koodaavien geenien on todettu ilmentyvan hyonteisten suuosien lisaksi myods esimerkiksi banaanikarpasten
(Drosophila  melanogaster) tuntosarvissa. Hajuaistimuksessa GR:n ajatellaan toimivat yhdessa
tuoksureseptorien (OR, odor receptor) kanssa, sitomalla spesifisesti tiettyja liukoisia hajuaineita ja
valittdmalla niiden aistimusta yha eteenpdin aistinreaktioketjussa (Vosshall & Stocker 2007).

Tutkimuksessani tarkasteltavat geenit kuuluvat naihin kolmeen eri haju- ja makuaistimukseen
osallistuvaan geeniperheeseen ja kunkin geeniperheen koko vaihtelee paljon lajien valilla. OBP:n on todettu
muuntelevan CSP:a enemman lajien valilla seka lajin sisalld. CSP:a koodaavien geenien on puolestaan
havaittu olevan OBP:a koodaavia geeneja konservoituneempia kaukaista sukua olevien lajienkin valilla (Pelosi
ym. 2006).

OBP-geeniperheeseen kuuluu hyonteisilld 4 - 81 geenid ja CSP-geeniperhe koostuu 3 -22
geenista (Forét & Maleszka 2006, Forét ym. 2007, Gong ym. 2007, Vieira & Rozas 2011). Nama proteiinit
kuuluvat eri geeniperheisiin, mutta niilla on mahdollisesti yhteinen evolutiivinen alkupera 380 - 450
miljoonan vuoden takaa (Vieira & Rozas 2011). GR-geeniperheen koko puolestaan vaihtelee hyonteisilla
tarhamehildisen (Apis mellifera) 13 ja argentiinanmuurahaisen (Linepithema humile) 117 valilla (Robertson

& Wanner 2006, Smith ym. 2011).

1.7. Geeniperheiden evoluutio hajuaistimukseen liittyvilld geeneilla

Vaikka usein geenien toiminnasta puhutaan yksinkertaistetusti kertoen mita mikakin geeni tekee, on usein
kuitenkin kyse geeniperheistd, joilla tarkoitetaan todenndkoisesti yhteistd alkuperda olevien DNA-
sekvensseiltddn samankaltaisten geenien ryhmaa (ortologiset geenit), jotka koodaavat samankaltaisia
proteiineja. Geeniperheista puhutaan myos silloin, kun sama geeni esiintyy useana kopiona (kahdentumat,

duplikaatiot) genomissa. Geeniperheet laajentuvat nimenomaan duplikaatioiden seurauksena ja supistuvat



geenien kuoleman seurauksena tai geenien muuttuessa pseudogeeneiksi. Pseudogeenit muistuttavat
toiminnallisia geeneja, mutta eivat ole enda toiminnallisia.

Geeniperheisiin kuuluvien geenien maara voi vaihdella runsaasti niin lajien valilla kuin lajin
sisallakin (Schrider & Hahn 2010). Kopioiden maaran vaihtelulla on tarkea rooli adaptaatiossa. Eri kopioiden
erilaisen adaptaation seurauksena elid voi sopeutua rakenteellisesti ja toiminnallisesti ymparistoonsa ja
muuntelu voi mahdollistaa ndin uusien ominaisuuksien synnyn (Innan & Kondrashov 2010, Sdnchez-Gracia
ym. 2009). Geeniperheen sisilld tapahtuvan geenien nopean vaihtuvuuden on osoitettu korreloivan nopean
sekvenssitason evoluution kanssa (Chen ym. 2010) ja kooltaan konservoituneiden geeniperheiden tiedetaan
evolvoituvan sekvenssitasolla hitaasti.

Erdissda toiminnallisissa geeniryhmissd on havaittu toistuvasti geenien voimakasta
lisddntymista tai haviamistd. Nadiden joukossa on geenejd, jotka liittyvat immuunipuolustukseen,
stressivasteeseen, metaboliaan, solujen signalointiin, lisédantymiseen ja kemosensaatioon (hajujen, makujen
ja feromonien aistiminen) (Demuth & Hahn 2009). Tutkimukseni geenit liittyvdt nimenomaan hajujen ja
makujen aistimiseen, joten geeniperhetason evoluutio on tutkimukseni kannalta mielenkiintoista.

Haju- ja makuaistimukseen liittyvid geeneja on tutkittu useilla hyonteisilld (Nozawa & Nei
2007, Sanchez-Gracia ym. 2009, Smadja ym. 2009, Vieira & Rozas 2011, Vieira ym. 2007, Zhou ym. 2012),
mutta kemosensoristen geeniperheiden sisdltd on |6ydetty vain harvoja geenejd, jotka ovat ortologisia
useissa eri hyonteislahkoissa. Ortologisten geenien maara vahenee nopeasti, kun lajiutumisesta kulunut aika
kasvaa (Vieira & Rozas 2011). Kemosensoristen geeniperheiden laajentumat ovatkin p&adasiassa
alaheimokohtaisia ja niiden uskotaan liittyvdn muuttuvaan ymparistoon reagointiin. Monet tutkimukset
toteavat kemosensoristen geeniperheiden evolvoituvan puhdistavan valinnan vaikutuksesta ja etta
positiivinen valinta vaikuttaa niihin vain vahaisissd maarin, jos ollenkaan (Forét ym. 2007, Gardiner ym. 2008,
Sanchez-Gracia ym. 2009, Vieira ym. 2007, Zhou ym. 2012).

Muurahaisten  CSP-geeneissa on  havaittu  toistuvia laajentumia ja nopeaa
sekvenssievoluutiota. CSP-geeniperhe koostuu muurahaisilla kahdesta ryhmasta geeneja, joiden evoluutio
eroaa toisistaan (Kulmuni ym. 2013). Viimeisimpana kahdentuneissa muurahaisspesifisissd CSP-geeneissa on
havaittu nopeaa evoluutiota ja duplikaatiotaipumusta positiivisen valinnan alla. Toisen ryhman geenien
ortologeja l6ytyy kaikista muurahaisista (osa my6s mehildisistd). Taman ryhman evoluutio on hitaampaa,
geeneihin vaikuttaa voimakas puhdistava valinta eika nailla geeneilla ole taipumusta duplikoitua. Erilainen
evoluutiotapa voi viitata naiden geenien erilaisiin tehtdviin. Muurahaisspesifinen laajentuma ja nopea
evoluutio liitettynad positiiviseen valintaan viittaa siihen, ettd muurahaisten CSP-geeneissa tapahtuu
adaptiivista evoluutiota (Kulmuni ym. 2013).

HyoOnteisten kemoreseptorien geeniperheen katsotaan koostuvan tuoksureseptorien (OR) ja
makureseptorien (GR) geeniperheistd, joiden uskotaan olevan evolutiivisesti samaa alkuperaa (Robertson

ym. 2003, Scott ym. 2001). OR-geenien maarad on tdssd joukossa runsastunut voimakkaasti. GR:t pitavat
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sisalldan hyvin monimuotoisia proteiineja (Robertson ym. 2003) ja siksi geeniperheen nimikin on
harhaanjohtava. Ryhma on nimetty banaanikdrpasen suuosissa ilmentymisen mukaan, mutta ryhman
geenien on havaittu ilmentyvan myos muissa makuaistimukseen liittyvissa ruumiinosissa (Clyne ym. 2000).
GR-geenit ilmentyvat myos hajuaistinelimissd, kuten tuntosarvissa, jonka wvuoksi makureseptorien
oletetaankin toimivan myds tuoksureseptoreina (Fishilevich & Vosshall 2005, Scott ym. 2001, Suh ym. 2004).
GR-geeniperhe on OBP:n ja CSP:n tapaan laajentunut hyonteisilld duplikaatioiden myota. GR:ien ja niille
ldheista sukua olevien OR-geenien maara on kuitenkin pysynyt muurahaisten ryhmassa pitkdan vakaana ja
GR-geeniperheen duplikaatioiden uskotaan tapahtuneen jo Formicidae-ryhman esi-isissa (Zhou ym. 2012).
Muurahaisilla (Camponotus floridanus ja Harpegnathos saltator) on tunnistettu 13 GR-geenien
alaperhettd, joissa muinaiset duplikaatiot ja lajiryhmakohtaiset laajentumat on havaittavissa. Suurimmat
laajentumat I0ytyvat nimenomaan muurahaisspesifisestd GR-geeniperheessa ja GR-geeneja, kuten muitakin
kemoreseptioon liittyvid geeneja, on loydetty muurahaisilta enemman kuin tarhamehildisiltd (Zhou ym.
2012). Tama voisikin viestida muurahaisten hienostuneemmasta kommunikaatiojarjestelmasta. Lisdksi maku-
ja hajureseptoreja koodaavissa geeneissa tapahtuva vaihtuvuus (uusien geenien synty ja vanhojen geenien
kuolema), viittaa siihen, ettd jotkin tekijat ajavat nopeaa evoluutiota muurahaisten kemiallisessa
aistinjarjestelmassa. Yksi selitys voisi 16ytyd muutoksista muurahaisten monimutkaisissa CHC-profiileissa,

jotka kontrolloivat niiden sosiaalista kdytosta.

1.8. Tutkimuksen kohdegeenit ja niiden ilmentyminen

OBP:ja on tutkittu erityisesti maailmanlaajuisesti levittdytyneella invasiivisella tulimuurahaisella (Solenopsis
invicta). Tulimuurahaiselta on loydetty 23 OBP-geeniperheen geenid, (Pracana ym. 2017), joista osaa
tavataan vain muurahaisilla. Yksi tutkituimmista S. invictan OBP-geeneistd on aiemmin Gp-9:ksi nimetty
nykyisin OBP3-nimella kulkeva geeni, jonka on ajateltu liittyvan lajin yhteiskuntien sosiaaliseen dimorfismiin
(Yhteiskunnassa on joko vain yksi kuningatar tai jopa tuhansia kuningattaria.) (Pracana ym. 2017, Zhang ym.
2016). Sosiaalisen dimorfismin syy piilee Gp-9 geenissa, jonka alleeleista toisen on havaittu esiintyvan vain
ja ainoastaan tulimuurahaisen polygynisissd, muttei koskaan monogynisissa yhteiskunnissa (Krieger & Ross
2002). Tyolaiset voivat saadelld kuningatarten maaraa yhteiskunnassa kuningatarten OBP3-geenin
ilmentymisen (kuningattaren erilaiset kemialliset signaalit) perusteella. Geeni kuuluu my6s niin sanottuun
sosiaaliseen kromosomiin ja sdatelee kytkeytyneesti monen muunkin ominaisuuden ilmentymista.
Tuntosarvien lisdksi geeni ilmenee my6s muissa kudoksissa, joten sen toiminnallisuus on yha arvoitus (Wang

ym. 2013).



OBP-geenit ilmenevat tyypillisesti muurahaisten tuntosarvissa, mutta S. invictalla kasti- ja
ruumiinosaspesifinen (tuntosarvet, paa, keskiruumis ja takaruumis) tarkastelu on osoittanut OBP-geenien
ilmentyvan jopa tatd voimakkaampaa paan ja keskiruumiin alueella kaikilla kasteilla (tyolaiset, koiraat ja
kuningattaret). Lisdksi geenien ilmentyminen on voimakasta koiraiden ja kuningatarten takaruumiissa.
Kokonaisuudessaan OBP-geenien ilmentyminen on S. invictalla kuningattarilla koiraita ja tyolaisia
voimakkaampaa. Yksittdiset OBP-geenit ovat lajilla keskendadn eri tavalla ilmentyneitd ja ilmeneminen
vaihtelee eri kasteilla ja kudoksissa yksil6llisesti, viitaten OBP:n moninaisiin funktioihin hajuaistin lisaksi
(Zhang ym. 2016).

Muurahaisilla CSP-geeniperhe pitda sisalldan lajista riippuen 11 -21 toiminnallista geenia
(Kulmuni ym. 2013). Nama CSP-geenit ilmentyvat OBP:n tapaan tyypillisesti muurahaisten tuntosarvissa.
Camponotus japonicus -muurahaisella on havaittu erddan tietyn CSP:n olevan Iajin tuntosarvissa
voimakkaimmin ilmentyva proteiini ja taman nimenomaisen proteiinin tiedetdan kiinnittyvan kutikulan
hiilivetyihin, joita kdytetdan pesatovereiden tunnistamisessa (Ozaki ym. 2005). N&in ollen muutokset tdssa
proteiinissa voisivat aiheuttaa vaihtelua siihen, miten ty6laiset hyvaksyvat toisia yksiloita ja erottavat ystavat
vihollisista.

Tulimuurahaisen (S. invicta) tuntosarvien paaasiallisesti ekspressoituva proteiini on myds CSP,
joka sitoutuu kutikulan komponentteihin, mutta ei hiilivetyihin (Gonzédlez ym. 2009). Tama ei kuitenkaan sulje
pois sen mahdollista roolia pesdtovereiden tunnistamisessa, jos tunnistaminen perustuu tulimuurahaisilla
muihin aineisiin  kuin hiilivetyihin  (Gonzdlez ym. 2009). Kahden edelld mainitun lisdksi
argentiinanmuurahaisen (L. humile) on osoitettu myo6s ilmentdvan CSP:a tuntosarviensa padproteiineina
(Ishida ym. 2002). Naiden esimerkkien lisdksi yksittdisten CSP-geenien tarkkoja tehtavia ei tunneta hyvin
muurahaisilla. Mehildisilla tehdyt ekspressiotutkimukset viittaavat siihen, etta niilla CSP:t ovat geeniperhe,
jolla on monia tehtévia, joista yksi on hajujen ja makujen aistiminen (Forét ym. 2007).

GR-geenien on havaittu ilmentyvan hyonteisten suuosissa. Ne kuitenkin ilmentyvat myds
esimerkiksi banaanikdrpasten tuntosarvissa (Vosshall & Stocker 2007) spesifisesti tietyissd neuroneissa ja
leukarihmoissa, joiden viejahaarakkeet johtavat aivolohkon alueelle, jolla kasitellddan tuntosarvilta tulevaa
aisti-informaatiota. Jos nama kyseiset makuaistinreseptorit toimivat myos hajuaistimuksessa, voidaan
hajuaistinreseptorien toiminnallisuuden pitada taman tiedon valossa evolvoituneen erikseen useampia
kertoja GR-geeniperheen sisdlla. Taman ominaisuuden ajatellaan kehittyneen mahdollisesti maalla eldvien
hyonteisten kehittyessa vedessa elaneista esi-isistddn noin 400 miljoonaa vuotta sitten (Dunipace ym. 2001,

Scott ym. 2001).



1.9. Geenien ilmentyminen ja kastien valiset erot ilmentymisessa

Geenien ilmentyminen tarkoittaa geenin koodaamien ominaisuuksien ilmentymistd elion ilmiasussa eli
fenotyypissd ja se voidaan havaita usealla tasolla geneettisestd transkriptiosta eliiden rakenteiden,
toimintojen ja kayttaytymisen muotoihin asti (Tirri ym. 2006). Geneettisen transkription tasolla geenien
ilmentyminen tarkoittaa geenin sisdltdaman informaation muokkaamista toiminnalliseksi proteiiniksi.
Erilainen geenien ilmentyminen mahdollistaa yksiléiden sopeutumisen ymparistoonsa. Geenien saately voi
toimia evolutiivisten muutosten ohjaajana, silla geenien saately vaikuttaa geenien ilmentymisen maaraan,
aikaan ja paikkaan. Toisin sanoen geenien saately vaikuttaa voimakkaasti geenien toimintaan elidissa.

Yksi sosiaalisten hyonteisten tarkeimmistd ominaispiirteistd on kastijarjestelma. Sosiaalisten
hyonteisten kastin maaraytyminen perustuu kahden erilaisen fenotyypin, tyoldisten ja kuningatarten
kehittymiseen yhdesta ja samasta genotyypista. Kastien genomeissa ei ole eroja ja kastin maaraytyminen on
seurausta yksiléiden erilaisesta geenien ilmentymisesta (Evans & Wheeler 1999, Graff ym. 2007, Liu & Zhang
2004).

Kastierot ovat erityisen mielenkiintoisia geenien ilmentymisen tutkimuksen nakdkulmasta,
silla kastien tehtdavat muurahaisyhteiskunnassa ovat taysin erilaisia. Kuningattaren tehtava yhteiskunnassa
on lisdantya ja tyoldiset hoitavat kaytannossa kaikki muut yhteiskunnan tyot; pesdn puolustuksen,
ravinnonhankinnan, jalkeldisten hoidon ja pesdn puhtaanapidon. Erikoistunut tehtdvdnjako on seurausta
erilaisesta geenien ilmentymisesta ja se myo6s aiheuttaa erilaisia geenien ilmentamistarpeita. Tyolaisten
aktiivinen rooli pesan yllapitotehtavissd saa aikaan tarpeen tarkalle haju- ja makuaistille sekd tehokkaalle
pesatovereiden tunnistusjarjestelmalle. Kuningattaren pesansisdginen munintatehtava ei puolestaan vaadi
erityisen tarkkaa aistinjarjestelmaa. Toki pesan ulkopuolella kuningattaren aistinjarjestelmalla on tarkeita
tehtdvia niin paritteluun liittyvissa signaaleissa kuin pesdanperustamisessakin. Naista ekologisista
Iahtokohdista seka aiempien havaintojen pohjalta voimme olettaa haju- ja makuaistingeenien ilmentymisen
eroavan kastien vililld (Chau & Goodisman 2017, Hunt ym. 2011).

Geenien ilmentyminen eri tavoin kasteilla on valttamatonta, mutta voi saattaa tyolaisilla
ilmentyvat geenit alttiiksi mutaatioiden kumuloitumiselle ja ndin jopa vahingoittaa yhteiskuntaa. Kastierot
vaikuttavat evoluutionopeuteen ja ovat siksi tarkeéa tekija hyonteisten sosiaalisessa evoluutiossa (Evans &
Wheeler 1999, Graff ym. 2007, Helantera ym. 2009, Liu & Zhang 2004). Esimerkiksi tulimuurahaisen geenit,
joilla havaitaan kastieroja, evolvoituvat nopeammin kuin geenit joilla kastieroja ei havaita (Hunt ym. 2011).
Kuningattarilla voimakkaammin ilmentyvien geenien evoluutio on mehildisilla nopeampaa, kuin niiden
geenien, joiden ilmentymien ei eroa kastien valilla tai joita tyoldiset ilmentavat kuningattaria
voimakkaammin (Hunt ym. 2011). Jotta geenien ilmentymisen toiminnallisuuksiin ja sekvenssievoluutioon

saataisiin vastauksia, taytyy geenien ilmentymisen pysyvyyttd ymmartda. Tassd apunamme voi toimia
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tutkimukset, joita tehddan kapealla fylogeneettisella joukolla, eli toisilleen ldheistd sukua olevien lajien

valilla. Tassa tutkimuksessa kannan oman pienen korteni yhteiseen kekoon.

1.10. Tutkimuksen tarkoitus ja tutkimushypoteesit

Taman tyon tarkoitus on tutkia kemialliseen kommunikaatioon ja pesatovereiden tunnistukseen liittyvien
geenien ilmentymistd suomumuurahaisilla. Tutkimuksessani selvitdn miten tunnistukseen ja kemialliseen
kommunikaatioon liittyvien geenien ilmentyminen vaihtelee seitseman suomumuurahaislajin valilla.
Tarkoituksenani on verrata sukulaisrakenteisten ja superkoloniaalisten lajien geenien ilmentymista toisiinsa
ja selvittaa onko naiden lajien kemosensoristen geenien ilmentymisessa eroja. Erot ndissa geeneissa voisivat
tarkoittaa, ettd myos lajien pesatovereiden tunnistuskyvyssa on eroja.

Hypoteesini on, ettd pesdtovereiden tunnistus on voimakkaampaa sukulaisrakenteisilla
lajeilla, koska nama lajit ovat superkoloniaalisia lajeja aggressiivisempia pesan ulkopuolisia tunkeutujia
kohtaan. Parempi pesatovereiden tunnistuskyky voisi ndin aiheuttaa myos tunnistukseen liittyvien geenien
voimakkaampaa ilmentymistd nailla lajeilla. Voi toki myds olla, ettd sukulaisrakenteisten ja
superkoloniaalisten lajien tarpeet pesadtovereiden tunnistukseen ovat erilaiset. Sukulaisrakenteisilla
yhteiskunnilla tunnistustarve saattaisi olla jo yhteiskunnan olemuksen vuoksi superkoloniaalisia
voimakkaampaa. Superkoloniaalisten lajien yksilot eivdat ehkd kohtaa tunkeutujia laajan reviirinsa ja
pesdrakenteensa vuoksi yhtd useasti, kuin sukulaisrakenteisten yhteiskuntien lajit. Talle ajatukselle
vastakkaisena hypoteesina puolestaan voisi olettaa juuri polygynisten lajien kuningatarten olevan matalasti
polygynisid tai monogynisia lajeja aktiivisempia tunnistamaan seka ilmentdmaan tunnistukseen liittyvia
geeneja, koska superkolonioissa niiden valillda on enemman kilpailua, kun sukulaisrakenteisten yhteiskuntien
kuningattarilla.

Ty0Ossani selvitan myos, eroaako kunkin tutkimuslajin ty6ldisten ja kuningatarten geenien
ilmentyminen toisistaan. Hypoteesini on, ettda tunnistukseen liittyvien geenien ilmentyminen on
voimakkaampaa tyo6laisilla kuin kuningattarilla. Muurahaisyhteiskunnassa kuningattaren tehtdava on
lisddntymien ja kaiken muun tyon yhteiskunnassa hoitavat tyoldiset. Taman vuoksi on mielestani loogista
olettaa, ettd tyoldisten haju- ja makuaistin on oltava kuningatarten aisteja tehokkaampi, riippumatta
tyoldisen roolista yhteiskunnassa. Silla niin jalkeldisten hoito, ravinnonhankinta kuin pesanpuolustuskin

vaativat hyvin kehittynytta aistinjarjestelmaa monimutkaisessa muurahaisyhteiskunnassa.
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2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1. Tutkimuslajit

Tutkimuksen suomumuurahaislajit kuuluvat Formica-suvun kolmeen eri alaryhmaan. Coptoformica-
alaryhman lajeja ovat karvaloviniska (F. exsecta) ja kaljuloviniska (F. pressilabris), Serviformica-alaryhmaéan
kuuluvat mustamuurahainen (F. fusca) ja samettimuurahainen (F. cinerea) ja kolmanteen eli
kekomuurahaisten (Formica s. srt.) alaryhmdan kuuluvat niittymuurahainen (F. pratensis),
kantomuurahainen (F. truncorum) ja tupsukekomuurahainen (F. aquilonia) (Collingwood 1979, Czechowski
ym. 2002, Seifert 2000). Osa lajeista (karvaloviniska, niittymuurahainen ja mustamuurahainen) on
populaatiorakenteeltaan tyypillisesti sukulaisrakenteisia ja loput (kantomuurahainen, kaljuloviniska,
samettimuurahainen ja tupsukekomuurahainen) muodostavat usein superkolonioita. Lajien polygynian aste
tutkimuspopulaatioissani kasvaa edelld mainitussa jarjestyksessa ollen matalinta loviniskamuurahaisella ja
korkeinta tupsukekomuurahaisella (Collingwood 1979, Czechowski ym. 2002, Helanterd ym. 2009, Seifert
2000, Sundstrém ym. 2005).

Tutkimustani varten keratyt karvaloviniska- ja niittymuurahaisyhteiskunnat olivat
monogynisid (Helantera ym. 2016, Sundstrom ym. 2003) ja mustamuurahaisyhteiskunnista osa oli
monogynisia, osa heikosti polygynisid (Chernenko ym. 2012). Muiden kerattyjen lajien yhteiskunnat olivat
superkoloniaalisia (Hakala ym. 2020, Schultner ym. 2014, Schultner ym. 2016). Kdytan tdssa tyossa jatkossa
tutkimuspopulaatioiden yhteiskuntien tyypilliseen kuningatarmaaraan (taulukko 1) perustuvaa jarjestysta
lajiesittelyissa seka kaikissa taulukoissa ja kuvissa.

Karvaloviniska on erittdin yleinen laji koko Fennoskandiassa. Se on aggressiivisesti kayttaytyva
lehtikarikkeesta kohtuullisen pienia kekopesia rakentava avointen metsamaiden, nummien ja laidunmaiden
laji. Lajilla tavataan kahta sosiaalista muotoa, monogynistd ja polygynistd. Karvaloviniskat suhtautuvat
vieraisiin reviirilleen tunkeutujiin aggressiivisesti, mutta superkoloniaalisissa yhteiskunnissa viereisten
pesienyksildihin suhtautuminen on suopeaa. Tama viittaisi siihen, etta niilld on kyky tunnistaa mitka yksilot
ovat osa samaa superkoloniaa ja mitkd tulevat kokonaan toisesta yhteiskunnasta (Collingwood 1979,
Czechowski ym. 2002, Seifert 2000, Sundstrém ym. 2003).

Niittymuurahainen on paikallisesti yleinen Iaji, jota tavataan niin vuoristoisilla laidunmailla
kuin alavien maastojen metsan rajoilla, pensaikoissa ja kanervikoissa. Lajin yksittdiset matalat kekopesat
muodostavat eristyneitd yhteiskuntia. Pesat ovat tavallisesti muiden kekomuurahaislajien pesia pienempia
ja pesamateriaali karkeampaa. Niittymuurahaisen yhteiskunnissa on tavallisesti vain yksi tai hyvin harvoja
kuningattaria ( Collingwood 1979, Czechowski ym. 2002, Helantera ym. 2016).

Mustamuurahainen esiintyy yleisend koko eteldisessa Fennoskandiassa ja sitd tavataan

paikallisesti koko paleoarktisella alueella. Mustamuurahainen pesii yleensa pientareilla, avohakkuilla ja

12



muilla avoimilla alueilla ja rakentaa pesdnsa tavallisesti kivien alle tai kantoihin (Collingwood 1979,
Czechowski ym. 2002, Seifert 2000). Laji on pioneerilaji, jota tavataan tyypillisesti hakkuualueilla sukkession
alkuvaiheessa (5-20 vuotta hakkuusta), mutta puuston sulkeuduttua sen yhteiskunnat vahenevat
dominoivampien lajien tieltd (Punttila ym. 1991, Savolainen & Vepsaldinen 1988). Lajin yhteiskunnat ovat
yleensa melko pienia ja koostuvat usein noin 500 - 2000 ty6ldisesta ja yhdesta tai muutamista kuningattarista
(Czechowski ym. 2002, Savolainen & Vepsaldinen 1988). Mustamuurahainen on laji, jota muut lajit
orjuuttavat melko yleisesti. Lajin pesatovereiden tunnistuksenkyvyn tiedetdaan olevan hyvin tarkka
(Chernenko ym. 2012, Hannonen & Sundstrém 2003, Helantera & Sundstrom 2007).

Kaljuloviniska esiintyy Suomessa paikallisesti ja rakentaa pesdnsa ruohosta ja karikkeesta
kuiville laidunmaille, pientareille tai avoimen metsdmaan penkereille (Collingwood 1979, Seifert 2000).
Yksittdinen pesa voi olla lapimitaltaan jopa metrin. Yhteiskunnan perustaminen tapahtuu kaljuloviniskalla
usein sosiaalisen parasitismin kautta, jolloin laji loisii Serviformica-lajien pesia (Czechowski 2002). My6s
sekundaarinen polygynia on lajille tyypillista. Tall6in tytarkuningattaret jaavat alun perin monogyniseen
pesdansa lisddntymaan. Polygyninen kaljuloviniska muodostaa tyypillisesti superkolonioita (Collingwood
1979, Czechowski ym. 2002, Hakala ym. 2020, Schultner ym. 2014, Seifert 2000).

Samettimuurahaista esiintyy Suomessa koko rannikkoalueella. Se rakentaa pesdnsa
useimmiten dyynihiekkaan, mutta toisinaan se pesii myds karkeaan moreenimaahan. Laji on aggressiivinen
ja hankkii ravintonsa saalistamalla. Samettimuurahaispesan voi perustaa yksi kuningatar, mutta alueilla, joilla
laji on runsaslukuinen, yhteiskunnat ovat yleisesti polygynisid ja muodostavat superkolonioita (Collingwood
1979, Czechowski ym. 2002).

Kantomuurahaista tavataan paikallisesti Fennoskandiassa. Laji elda laajalle levinneina
yhteiskuntina kivisilla penkereilla, kallioilla ja metsanrajojen pehmeissa puun kannoissa. Laji kasaa toisinaan
pesdkseen l0yhdan kummun neulas- tai lehtikarikkeesta tai rakentaa pienid kekopesia. Kantomuurahainen
suosii aurinkoisia paikkoja ja on my6s melko tavallinen laji rannikkomeren saarilla. Laji on aggressiivinen ja
puolustaa pesadnsa suihkuttamalla muurahaishappoa tunkeutujan paalle. Kantomuurahaisella tavataan seka
useiden kymmenien tuhansien vyksildiden polygynisia superkolonioita, ettd pienempid monogynisia
yhteiskuntia. Laji perustaa uusia yhteiskuntia joko jakamalla pesia tai loisimalla toisten lajien kuten
mustamuurahaisen yhteiskuntia (Collingwood 1979, Czechowski ym. 2002, Schultner ym. 2014).

Tupsukekomuurahainen on kiistamatta koko Fennoskandian yleisin Formica-suvun laji, joka
rakentaa pesansa tyypillisesti havupuuvaltaisiin metsiin. Tupsukekomuurahainen on vahvasti polygyninen ja
muodostaa usein monien yhteiskuntien superkolonioita. Yksittdisten pesien olemassaolo on hyvin
harvinaista. Tupsukekomuurahainen on yksi vahiten aggressiivisista kekomuurahaislajeista. Se rakentaa
metsiin nakyvia polkuja vierekkaisten pesien ja ravinnonlahteiden vilille, eika lahekkaisten pesien yksildiden
ole havaittu kayttaytyvan lainkaan aggressiivisesti toisiaan kohtaan (Collingwood 1979, Czechowski ym. 2002,

Schultner ym. 2016).
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2.2. Naytteiden keruu

Tutkimuksen naytteet kerattiin Lounais-Suomesta, Hangosta, Tvarminnen eldintieteellisen aseman
lahiymparistostd sekd Hangon saaristosta kevddn 2011 (loviniskamuurahainen, mustamuurahainen,
kantomuurahainen, irveloviniska, tupsukekomuurahainen ja  samettimuurahainen) ja 2012
(niittymuurahainen) aikana. Aikuiset kuningattaret ja tyoldiset kerattiin heti lumen sulamisen jalkeen, kun
muurahaiset virkosivat talvihorroksestaan, mutta kuningattaret eivat vield olleet aloittaneet munintaa.
Tyolaisia kerattiin ainoastaan pesan sisdltd, jotta voitiin minimoida ty6ldisten valinen vaihtelu. Pesan sisalta
kerattyjen tyoldisten voitiin ndin olettaa olevan kerdatyn yhteiskunnan sisatyolaisia. Jokaisen lajin kaikki
naytteet kerattiin yhden paivan aikana niin, ettd kutakin lajia kerattiin aina vain yhdesta sijainnista.
Naytteiden keruu tapahtui kaikkien lajien osalta mahdollisimman vakioiduin olosuhtein, jotta kaikki ndytteet
olisivat mahdollisimman vertailukelpoisia kesken&an.

Jokaiselta lajilta kerattiin naytteitd yhteensa viidesta yhteiskunnasta. Kaikista yhteiskunnista
kerattiin seka tyolaisia etta kuningattaria. Tyoldisia otettiin tutkimukseen mukaan mahdollisuuksien mukaan
vahintaan viisi yksilod ja enimmilldan 12 yksilod. Kuningatarten naytemaard vaihteli sen mukaan, oliko
kyseessa sukulaisrakenteinen laji vai superkoloniaalinen laji. Kaikki tutkimuksessa mukana olevat
karvaloviniska- ja niittymuurahaisyhteiskunnat olivat monogynisia (Helanterd ym. 2016, Sundstrom ym.
2003), joten nailtd lajeilta kuningattaria tutkimukseen otettiin vain yksi kustakin yhteiskunnasta.
Mustamuurahaiskolonioista osa oli monogynisid osa matalasti polygynisia (Chernenko ym. 2012), joten
ndiden yhteiskuntien kuningatarten nadytemdaard vaihteli yhdestd neljaan. Superkoloniaalisilta lajeilta
tutkimukseen otettiin mukaan korkeintaan viisi kuningatarta kustakin pesastd (Hakala ym. 2020, Schultner
ym. 2014, Schultner ym. 2016). Ndytemaarat lajeittain ja kasteittain on kirjattu taulukkoon 1. Kaikki ndytteet
kerattiin koeputkiin ja pakastettiin -80°C vélittdomasti laboratorioon tuonnin jilkeen, jotta RNA ei pa&ssyt

hajoamaan.

Taulukko 1. Tutkimuslajit seka kerattyjen yhteiskuntien (kpl) ja yksildiden maarat (kpl) kasteittain.

Laji Kuningattaret Tyolaiset Yhteiskunnat
Karvaloviniska 5 41 5
Niittymuurahainen 5 51 5
Mustamuurahainen 9 45 5
Kaljuloviniska 13 49 5
Samettimuurahainen 18 52 5
Kantomuurahainen 22 41 5
Tupsukekomuurahainen 25 56 5
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2.3. Tunnistusgeenien ilmentymisen tutkiminen kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla

Tein suomumuurahaisten tunnistusjarjestelmaan liittyvien geenien ilmentymiseen (ekspressioon) liittyvat
mittaukset Helsingin yliopiston Molekyyliekologian ja systematiikan laboratoriossa (MES). Kunkin yksilon
kokonais-RNA:n -eristyksen jalkeen kaytin kaksivaiheista kvantitatiivista
polymeraasiketjureaktio -menetelmaa (reverse transcriptase -quantitative polymerase chain reaction,
jatkossa RT-gPCR) komplementaarisen DNA-kirjaston luomiseksi ja suhteellisen geenien ilmentymisen

mittaamiseksi.

2.3.1. RNA-eristys

Eristin pakastettujen naytteiden kokonais-RNA:n kayttden Trizol-menetelmaa (TRIsure, Bioline). Tein
eristykset kokonaisista muurahaisista kemikaalikitin valmistajan ohjeen mukaan. Jauhoin jaddytetyt
muurahaisndytteet RNA:n vapauttamiseksi soluista metallihelmien avulla eppendorfputkissa 1000 pl:ssa
Trizurea yhden minuutin ajan. Murskaamisen jalkeen inkuboin nadytteita 5 minuutin ajan huoneenlammossa.
Lisasin naytteisiin 200 pl kloroformia, sekoitin ja inkuboin huoneenlammadssa 3 minuuttia. Sekoitin ndytteet
uudelleen ja sentrifugoin 15 minuutin ajan 12 000 g, kylmdhuoneessa. Sentrifugoinnin seurauksena nayte
jakaantui kahteen faasiin: alempaan orgaaniseen faasiin ja ylempaan vesifaasiin, johon ndytteiden RNA
eluoitui. Pipetoin ylemman faasin uuteen eppendorfputkeen, johon olin aiemmin lisannyt 500 pl
isopropanolia.

Inkuboin naytteitd 10 minuuttia huoneenldammadssa ja sentrifugoin 10 minuuttia 12 000 g,
kylmdhuoneessa. Poistin tarkasti kaiken supernatantin muodostuneen RNA-pelletin paaltd ja lisasin
naytteisiin 1000 ul 75 % kylmaa etanolia pelletin pesemiseksi. Sentrifugoin naytteitd 5 minuuttia 7600 g
kylm&huoneessa, poistin etanoli-supernatantin ja kuivasin naytteitd 57 °C lampohauteessa 10 minuutin ajan
korkit avoimina. Kun naytteet olivat tdysin kuivia, lisdsin niihin 50 ul Milli-Q® vettd (ultrapuhdasta
suodatettua ja deionisoitua vettd, tekstissd jatkossa MQ-vesi), sekoitin ndytteet perusteellisesti ja
sentrifugoin kevyesti, jotta ndyte painui eppendorfputken pohjalle. Lopuksi inkuboin naytteita jailla 30

minuuttia. Valmiit ndytteet siiléin pakastimeen -80 °C:een.
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2.3.2. cDNA-synteesi

Eristetyt RNA:t kasittelin genomisen DNA:n kontaminaatioiden poistamiseksi DNAasilla (DNAse |, Fermentas)
ja puhdistetulle RNA:lle suoritin cDNA synteesin (iScript cDNA Synthesis Kit, BioRad), jotta tata cDNA:ta voitiin
kadyttaa jatkossa RT-gPCR:n ldhtbaineena (BioRad 2006).

cDNA-synteesi tarkoittaa komplementaarisen DNA-kirjaston luomista. DNA-kirjaston
luomisessa kaytin kdanteista polymeraasiketjureaktiota (RT-PCR), jotta sain tuotettua kokonais-RNA:sta
yksijuosteisen komplementaarisen DNA:n (cDNA).

Ennen cDNA-kirjaston luomista maadritin eristettyjen RNA-ndytteiden pitoisuuden ja
puhtauden spektrofotometrisesti aallonpituuksien A280 ja A260 suhteena NanoDrop -laitteella (Thermo
Scientific). Saantoon perustuen laimensin naytteet MQ-vedella niin, ettd jokaisen naytteen konsentraatio oli
500 ng RNA:ta/pul DNAasi-reaktiossa. DNAasi reaktiot tein 25 pl reaktioina. Reaktioseos sisélsi
puhdistettavan RNA:n lisdksi 1 pl DNAse | ja 1 pl 10 x reaktiopuskuria. Sentrifugoin pipetoidut reaktioseokset
naytelevyjen pohjalle ja Inkuboin reaktioseoksia 30 minuuttia 37 °C PCR-laitteessa. Sentrifugoin naytelevyt
inkubaation jalkeen uudelleen, jotta koko seos painui jalleen levyn pohjalle. Lisdsin 1 pl EDTA:ta ja inkuboin
seoksia uudelleen 10 minuuttia 65 °C.

cDNA-synteesireaktiot tein 20 ul reaktioseoksina. Reaktioseos sisdlsi 11 pl juuri puhdistettua
genomisesta DNA:sta vapaata RNA:ta, 1 ul Random H alukkeita, 4 ul 5 x puskuria, 1 ul RNAasi inhibiittoria,
2 ul dNTP ja 1 pl kddnteiskopioijaentsyymia. RT-PCR-ajo piti sisalladn seuraavat syklit: 5 minuuttia 25 °C, 60
minuuttia 42 °C, 60 minuuttia 45 °C, 60 minuuttia 49 °C, 5 minuuttia 70 °C. Valmiit cDNA-n&ytteet laimensin

1/10 ja s&ildin naytteet pakastimeen -20 °C.

2.3.3. Geenien ilmentymisen suhteellinen kvantifiointi

Kaytin tydssani seitsemdn muurahaislajin tunnistusgeenien ilmentymisen tutkimiseen kvantitatiivista
reaaliaikaista polymeraasiketjureaktiota eli RT-qPCR-menetelmdi. Menetelmad perustuu fluoresoivan
reaktioliuoksen kayttoon (qPCR SYBR Green supermix, BioRad) polymeraasiketjureaktiossa (BioRad 2006).
Tdssa reaktiossa kaksijuosteinen DNA denaturoidaan ja syntyneisiin yksijuosteisiin molekyyleihin
syntetisoidaan komplementaarinen vastinnauha, johon fluoresoiva leima kiinnittyy. Alukkeina kadytetdan
kohdegeenien tunnettuihin sekvensseihin suunniteltuja alukkeita (sekvenssit geenipankista). Alukkeiden
valiin jaavaa jaksoa kopioidaan gPCR:n kussakin reaktiosyklissa niin, ettda jokainen sykli johtaa tuotteen
maaran kaksinkertaistumiseen. qPCR laiteen (BioRad CFX 384 gPCR) ja fluoresoivan reaktioseoksen kaytto

mahdollistaa tuotteen synnyn seuraamisen reaaliaikaisesti. Kun reaktion lahtdéaineena kaytetdaan aina
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vakiomaaraa cDNA:ta, voidaan kunkin yksilon geenien ilmentymista mitata tuotteen maaralla (Finnzymes,
2009).

Fluoresenssin maaraa mittaamalla voidaan selvittdad geenien ilmentymisen voimakkuutta, silla
fluoresoiva signaali on verrannollinen kussakin syklissa tuotetun DNA:n maaradan (BioRad 2006). Geenien
ilmentyminen maaritellaan C(t)-arvolla (threshold cycle = kynnyssykli). Talla tarkoitetaan syklid, jonka aikana
DNA:n tuottama fluoresoiva signaali yltda taustan signaalin tasolle. Mitd matalampi C(t)-arvo on, sita
voimakkaampaa on tutkittavan geenin ilmentyminen.

gPCR-menetelman tuloksia voidaan analysoida joko absoluuttisesti tai suhteellisesti.
Absoluuttinen kvantifiointi tapahtuu vertaamalla saatua tulosta standardisuoran arvoihin. Suhteellisessa
kvantifioinnissa geenien ilmentymisen vaihtelua tutkitaan vertaamalla saatua arvoa sisdiseen kontrolliin.
Tutkimuksessani kaytin vertailevan kvantifioinnin menetelmas, jossa vertasin kohdegeenin ilmentymista
(C(t)-arvoa) kontrolligeenien ilmentymiseen (C(t)-arvoon). Kun kontrolligeenien C(t)-arvo vahennetdan
kohdegeenin C(t)-arvosta saadaan tutkimusgeenin suhteellista iimentymista kuvaava AC(t)-arvo. Vertailevan
kvantifioinnin menetelmaa kutsutaan myos vertailevaksi AC(t)-menetelmaksi, tai Pfaffl-menetelmaksi (Pfaffl

2001).

2.3.4. Kontrolligeenit

Jotta tulokset olisivat luotettavia, on kunkin kohdegeenin ilmentymistasot normalisoitava, vertaamalla
ndiden geenien ilmentymista kontrolligeenien ilmentymiseen. Kontrolligeeneind kaytetdan yleisesti niin
sanottuja yllapitogeenejd, joiden ilmentyminen on aina kaikissa olosuhteissa vakaata. Vakaalla
ilmentymisella tarkoitetaan geenin ilmentymista kaikissa kudoksissa ja kaikissa yksilon elaméankierron
vaiheissa aina samanlaisena. Téllaisia geeneja ovat geenit, jotka toimivat solujen perusaineenvaihdunnassa.
Kaytin tutkimuksessani kontrolligeeneina kahta ribosomaalista proteiinia RpS9:33 ja Rp48:33a seka
glyseraldehydi-fosfaatti-dehydrogenaasia (GAPDH). Ribosomaaliset proteiinit toimivat translaatiossa
muodostaen pienemman (RpS9) ja suuremman (Rp48) ribosomaalisen alayksikon. GAPDH toimii glygolyysissa
hajottaen glukoosia hiiliyhdisteiksi vapauttaen samalla energiaa solun kayttéon. Naiden geenien
ilmentymisen on todettu aiemmissa tutkimuksissa olevan vakaata kaikissa tilanteissa (Corona ym. 2005,
Nipitwattanaphon ym. 2013, Scharlaken ym. 2008, Wang ym. 2008) ja niitd on kaytetty myds tyoni

tutkimuslajeilla aiemmin (Morandin ym. 2014).
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2.3.5. Kohdegeenien valinta ja etsinté geenipankista

Valitsin tutkimukseen geeneja, jotka vastaavat tuoksujen ja feromonien kuljetuksesta ja liukoiseksi
tekemisestd hyonteisten hemolymfassa ( d’Ettorre ja Lenoir 2010, Gonzalez ym. 2009, Leal ym. 2005, Ozaki
ym. 2005, Vosshall & Stocker 2007, Xu ym. 2009). Otin mukaan tutkimukseen kemosensoriproteiinia
(chemosensory protein, CSP), hajuja sitovaa proteiinia (odorant binding protein, OBP) ja
makuaistinreseptoria (gustatory reseptor trehalose, GRT) koodaavat geenit, joiden sekvenssit etsin
karvaloviniskan transkriptomista (sekvensoitua ldhetti-RNA:ta) (Dhaygude ym. 2017) tekemalla blast-hakuja
transkriptomin ja geenipankissa julkaistujen tunnettujen tunnistusgeenien sekvenssien vililla (BLAST: Basic

Local Alignment Search Tool).

2.3.6. Alukkeiden suunnittelu

Alukkeet suunnittelin geenien eksonien ja intronien raja-alueille, jotta genomisen DNA:n monistuminen
PCR-reaktiossa olisi mahdollisimman vahaistda. Alukkeiden suunnitteluun kadytin Primer3-ohjelmistoa
(Untergasser ym. 2007). Kontrolligeenien alukkeet suunnittelin yhteistydssa Claire Morandin kanssa, silla
kyseisia alukkeita oli maara kayttda myos hdanen tutkimuksessaan (Morandin ym. 2014).

Alukkeiden tehokkuudet qPCR-reaktiossa (E) laskin laimennussarjan standardisuoran avulla.
Standardisuoran madrittdmiseen kaytin laimennoksia 1, 1:2, 1:4, 1:8 1:16 ja 1:32 ja laskennan tein BioRad
CFX manager v. 1.6 -ohjelmistossa yht&lon E = 10Ykumakerroinl i kajsesti. Kontrolligeenien ja kohdegeenien
alukkeiden sekvenssit ja alukkeiden optimaaliset kiinnittymislampaotilat (Tm) qPCR-ajoissa on kirjattu

taulukkoon 2. ja alukkeiden tehokkuudet 16ytyvat taulukosta 3.

Taulukko 2. Tutkimuksessa kadytettyjen kontrolligeenien ja kohdegeenien alukkeiden sekvenssit ja
optimaaliset kiinnittymislampétilat (Tm).

Geeni Forward-aluke Reverse-aluke Optimaalinen
kiinnittymislampétila °C (Tm)
RpS9 CCAACGGCATATTCGAGTAC CAGTTTAATCCTCCTCTTCTTC 58
Rp48 CAAGGGCCAATACTTGATGC TTAAGACTTCAAGTTCCTTCAC 60
GAPDH ACGGTTTTCTGAGTGGCTGT ATCTGCTCATTTGGAAGGC 59
CSP CAAGCAGCATGCCGCTGA TCGTTCGGTCGTAGCATCAC 60
OBP AACAAATGTGCCAAGCAAGACG TCCACGAGCGAGTTGTTTTCT 60
GRT CGATGCGGAATTGTCAAGAT CAGCACCAGCAGACAGAACAC 58
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Varmistuakseni monistamieni geenituotteiden oikeudesta tein tietokoneella sekvenssivertailun, seka
kontrolligeenien ettd tutkimusgeenien alukkeiden sekvensseille, ja geenisekvensseille, joita ndiden
alukkeiden oli maara monistaa. Alukkeet oli sekvensoitu alukevalmistajan toimesta ennen niiden toimitusta.
Kontrolligeenit oli sekvensoitu tutkimuksessa, joissa niitd oli kdytetty aiemmin (Morandin ym. 2014).
Kohdegeeneja, joita monistin RT-gqPCR:lla tydssani ei sekvensoitu ja siksi sekvenssivertailu, jonka tein niille
perustui ainoastaan alkuperaisiin geenipankista otettuihin geenisekvensseihin, joiden pohjalta suunnittelin
alukkeet. Vertasin naitd geenipankin sekvenssin osia julkaistuun karvaloviniskan nukleotidisekvenssiin
tietokoneella blast-haulla (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool).

Sekvenssivertailussa kaikki suunnitellut alukkeet kiinnittyivat spesifisesti ainoastaan siihen
kohtaan karvaloviniskan sekvenssid, mihin olin ne suunnitellut. Myo6s geenituotteet olivat 100 %
yhdenmukaisia sen kanssa, mitd geenid oli tarkoitus monistaa, eiviatkd geenituotteiden sekvenssit
tdsmanneet mihinkddn muuhun geenipankista I6ytyvaan sekvenssiin. Talla tavalla varmistin, ettda RT-qPCR:n
monistamat tuotteet olivat tdsmalleen sitda mitd pitikin. Analysoin vield jokaisen kohdegeenin
RT-qPCR-tuotteet kaikilta lajeilta 1,5 % agaroosigeelilld. Kaikkien kohdegeenien monistaminen oli onnistunut
kaikilla tutkimuslajeillani ja kohdegeenien sekvenssit olivat geeliajon perusteella oikean pituisia (Kukin geeni

monistui kaikilla lajeilla yhta pitkdana.), eli vastasivat monistettavaksi suunniteltujen sekvenssien pituuksia.

Taulukko 3. Alukkeiden tehokkuudet (%) kullekin tutkimuksen Formica- lajille.

Laji OBP csp GRT RpS9 Rp48 GAPDH
Karvaloviniska 100 95 104 100 86 95
Niittymuurahainen 100 95 100 94 100 106
Mustamuurahainen 98 97 97 95 104 106
Kaljuloviniska 101 100 98 94 104 97
Samettimuurahainen 101 88 112 87 93 106
Kantomuurahainen 101 109 100 101 110 110
Tupsukekomuurahainen 92 81 100 97 100 121

2.3.7. gPCR ajo-olosuhteet

RT-gPCR-reaktiot ajoin BioRad CFX 384 gPCR -laitteella. Fluoresoivan leiman aikaansaamiseksi kaytin BioRad
iQ gPCR SYBR Green Master Mix:ida. Kuhunkin reaktioon pipetoin 1 ul cDNA, 5 ul SYBR-green mastermikx,

1 pl forward-aluketta, 1 pl reverse-aluketta (1/20 laimennos alkuperdisestd alukeliuoksesta, alukkeiden
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valmistaja Oligomer), 2 ul MQ-vettd. gPCR-laitteen ohjelma oli seuraavanlainen: alkudenaturaatio 95 °C 3
minuuttia, 45 sykli3, joissa: denaturaatio 95 °C 10 sekuntia, alukkeiden kiinnittymisvaihe alukekohtaisessa
kiinnittymislampétilassa 10 sekuntia, pidennysreaktio 72 °C 30 sekuntia, ja lopun varmistusreaktio 72 °C 3
minuuttia.

gPCR-reaktiot tein jokaisesta ndytteestd kolmena rinnakkaisena mittauksena, jotta pystyin
varmistumaan mittauksen tarkkuudesta ja RT-PCR-reaktion toistettavuudesta. Tulosten analysointiin otin
mukaan ne tulokset, joiden C(t)-arvot poikkesivat toisistaan korkeintaan 1,1 yksikdn verran. Otin analyyseihin
mukaan tulokset, joista sain talla valintamenettelylla vahintaan kaksi rinnakkaista arvoa. Mikali kaikki kolme
mittaustulosta olivat sallitun vaihtelun sisalla, otin nama kaikki arvot mukaan analyyseihin. Tein naytteista
uudelleenmaarityksia, mikali tulokset poikkesivat toisistaan liikaa. Suhteellisen geenien ilmentymisen
laskennan tein Pfaffl -menetelmalla (Pfaffl 2001).

Tarkastelin mittauksista myo6s sulamiskdyrda, jotta pystyin varmistumaan, ettd reaktiossa
syntyi vain yhta haluttua tuotetta. Jokaiseen qPCR-ajoon otin mukaan myo6s negatiiviset kontrollit, joiden
avulla varmistin, ettei ndytteissa ollut kontaminaatiota, syntynyt alukkeiden yhteenliittymia (primerdimer)
tai ettei reaktioissa monistunut genomisen DNA:n jadnteita. Negatiivisina kontrolleina kaytin kontrollia, jossa
ei ollut templaattia (sisalsi MQ-vettd, mastermixid, jossa oli alukkeita ja SYBR-Green -leimaa) ja kontrollia,
johon en laittanut cDNA:ta ollenkaan (sisalsi tavallisen mastermixin lisdksi satunnaista DNAasilla kasiteltya

RNA-naytetta laimennettuna 1/10).

2.4, Tilastolliset analyysit

Tarkastelin geenien suhteellista ilmentymistd ensin piirtimalld (R-ohjelmistolla) kunkin tutkimusgeenin
AC(t)-arvojen avulla pylvasdiagrammit, joista nakyi kunkin lajin ty6ldisten ja kuningatarten aineiston
muuntelun maara silmamaaraisesti.

Aineiston normaalisuuden testaus osoitti, ettei aineisto sellaisenaan ollut tdysin normaalisti
jakautunut, vaan normaalisuuden saavuttamiseksi AC(t)-arvoille piti tehdd potenssimuunnos ("*%).
Normalisoidut AC(t)-arvot analysoin R-ohjelmistolla (versio R i386 3.6.3 https://cran.r-project.org/) nlme-
kirjaston Ime-funktiolla (Pinheiro ym. 2017). Kaytin lineaarista yhdistelmdmallia (GLMM, general linear
mixed model) tutkiakseni kastin vaikutusta tunnistusgeenien ilmenemiseen, sekd kohdegeenien
korrelaatiota. Yhteiskunta oli mukana malleissa satunnaismuuttujana, koska saman yhteiskunnan yksildiden
mittaustulokset eivat ole toisistaan riippumattomia, ja ndin mallit huomioivat myds yhteiskunnan

vaikutuksen tuloksiin.
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2.4.1 Kuningatarten ja tyéldisten geenien ilmentymisen vertaaminen

Tutkiakseni kuningatarten ja tyoldisten kastin vaikutusta kohdegeenien ilmenemiseen analysoin jokaisen
kohdegeeni tulokset erikseen GLMM-mallin avulla. Asetin kohdegeenin normalisoidut AC(t)-arvot malliin
vastemuuttujaksi (response variable), kastin riippumattomaksi selittavaksi muuttujaksi (fixed explanatory
variable) ja yhteiskunnan satunnaismuuttujaksi (random factor). Malli oli muotoa: Ime (AC(t)"*! ~ kasti,

random =~ 1 | yhteiskunta).

2.4.2 Kohdegeenien ilmentymisen vélinen korrelaatio

Koska suhteellisten ilmentymistasojen tarkastelun perusteella OBP ja CSP geeni nayttivat ilmentyvan hyvin
samalla tavalla kaikilla tutkimuslajeilla, joilla tarkastelin naita geeneja, vertasin naiden geenien korrelaatiota
keskenddn GGLM-mallin avulla. Myo6s tdssa mallissa kaytin normalisoituja AC(t)-arvoja. Mallissa
vastemuuttujina oli tuoksuja sitovaan proteiinia koodaavan geenien AC(t)-arvot (OBPACt) ja selittdvana
muuttujana kemosensoriproteiinia koodaavan geenin AC(t)-arvot (CSPACt) kasti, sekd interaktio.
Yhteiskunnan otin malliin mukaan satunnaismuuttujana, malli oli muotoa: Ime (ActOBP"%! ~ ActCSP"%! * kasti,

random =~ 1 | yhteiskunta).
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3. TULOKSET

Kaikki tutkimusgeenit ilmentyivat kaikilla tutkimuksen lajeilla ja molemmissa tutkituissa kasteissa.
Sekvenssien yhteenliittymista ei havaittu lainkaan qPCR-ajojen aikana ja sulamiskayrat osoittivat, etta
jokaisessa reaktiossa monistui vain yhta tuotetta. Tuotteiden koko oli agaroosigeeliajojen perusteella oikea.
Geenien ilmentyminen vaihteli huomattavasti sekd geenien valilld ettd kunkin geenin sisalld (kuvat 1 -3 ja
taulukko 4). Lajikohtaiset erot geenien ilmentymisessa olivat huomattavia ja kaikkien geenien ilmentyminen
oli tyolaisilla kuningattaria voimakkaampaa kaikilla lajeilla. Tutkimusgeeneistd voimakkaimmin ilmentyi
OBP:a koodaava geeni (vertailugeenien avulla normalisoitujen Ct-arvojen (AC(t)) aritmeettinen keskiarvo ()
kaikilla tutkimusyksil6illa = 0.65, keskihajonta (s.d.) = 1.16, n = 426) ja vahaisinta oli GRT:a koodaavan geenin
ilmentyminen (X =0.09, s.d. =0.06, n =421). CSP ilmentyminen oli ndiden geenien ilmentymisen valilta

(x=0.11,5.d.=0.21,n=

Taulukko 4. tutkimusgeenien AC(t)-arvojen keskiarvot ja niiden keskihajonnat (X * sd) seka yksilomaarat (n)

324).

kaikilla tutkimuslajeilla kasteittain.

Laji

kasti

oBP

X tsd.,n

GRT

X tsd.,n

Karvaloviniska

kuningattaret
tyolaiset

0.047 £0.032,n=5
0.740 £ 0.856, n=40

0.079 £ 0.044, n=5
0.101 £ 0.055, n=39

Niittymuurahainen

kuningattaret
tyolaiset

0.016 £ 0.018, n=5
0.591 +0.653, n=51

0.051+£0.022, n=5
0.101 +0.060, n=50

Mustamuurahainen

kuningattaret
tyolaiset

0.063 +0.054, n=9
1.125 +1.250, n=43

0.013 £ 0.008, n=9
0.231+£0.243, n=42

0.045 +£0.027, n=9
0.102 +0.076, n=44

Kaljuloviniska

kuningattaret
tyolaiset

0.045 +0.067, n=13
0.576 £ 0.643, n=47

0.005 +0.006, n=13
0.067 £0.072, n=49

0.069 + 0.054, n=13
0.112 £ 0.044, n=46

Samettimuurahainen

kuningattaret
tyolaiset

0.014 +£0.018, n=18
0.668 +0.791, n=52

0.004 +0.004, n=17
0.116 +0.113, n=52

0.034 £0.032, n=18
0.076 £ 0.043, n=51

Kantomuurahainen

kuningattaret
tyolaiset

0.026 £ 0.030, n=22
0.252 £ 0.321, n=40

0.001 £0.001, n=21
0.019 £ 0.024, n=41

0.036 +0.020, n=21
0.092 +£0.053, n=40

Tupsukekomuurahainen

kuningattaret
tyolaiset

0.101 £ 0.082, n=25
1.626 £ 2.302, n=56

0.018 £ 0.024, n=25
0.295+0.371, n=55

0.072 £ 0.038, n=25
0.102 + 0.068, n=55
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3.1. Tuoksuja sitova proteiini, OBP

OBP:n ilmentyminen oli tyo6laisissd (X =0.82, s.d.=1.26, n=329) yli kymmenkertaista kuningattariin
(¥ =0.05, s.d.=0.06, n = 97) ndhden (kuva 1). OBP ilmentyi kaikilla seitsemalla tutkimuslajilla tyolaisilla
kuningattaria voimakkaammin (taulukko 4) ja kastien valinen ero ilmentymisessa oli kaikilla lajeilla
merkitseva (taulukko 5).

Voimakkainta OBP:n ilmentyminen oli tupsukekomuurahais- (X = 1.626, s.d. = 2.302, df = 56),
mustamuurahais- (X = 1.125, s.d. = 1.250, df = 43) ja karvaloviniskatyolaisilla (i = 0.740, s.d. = 0.856, df = 40).
Tyolaisistd matalinta ilmentyminen oli kantomuurahaisella (X = 0.252, s.d. = 0.321, df = 40). Kuningattarilla
OBP:n ilmentyminen oli voimakkainta tupsukekomuurahaisella (X =0.101, s.d.=0.082, df=25) ja
mustamuurahaisella (x =0.063, s.d. =0.054, df =9) ja matalinta samettimuurahaisella

(x=0.014, s.d. = 0.018, df = 18) ja niittymuurahaisella (X = 0.016, s.d. = 0.018, df = 5).

TUOKSUJA SITOVA PROTEIINI, OBP
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Kuva 1. Tuoksuja sitovan proteiinin (OBP) suhteellinen ilmentyminen suomumuurahaisilla (n=426). Kukin
pylvasdiagrammi kuvaa vertailugeenien avulla normalisoitua kohdegeenin suhteellista ilmentymista
AC(t)-arvojen keskiarvona kullakin lajilla kasteittain. Pylvdsdiagrammissa janat kuvaavat keskiarvon
keskivirhetta. Kunkin lajin kastien vilisen ilmentymisen eron merkitsevyys on merkitty kuvaan tdhdin
(***p <0.001, ** p<0.01ja* p<0.05).
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Taulukko 5. OBP-geenin ilmentymisen erot tyo6ldisten ja kuningatarten kasteilla seitsemalla
suomumuurahaislajilla. Taulukossa on esitetty lineaarisen yhdistelmamallin
(Ime (AC(t)"*1~ kasti, random =~ 1 | yhteiskunta)) tulokset.

Karvalovi-  Niitty- Musta- Kalju- Sametti- Kanto- Tupsukeko-
niska muurahainen  muurahainen  loviniska muurahainen  muurahainen  muurahainen

OBP tuoksuja sitova proteiini

Estimaatinarvo  0.175 0.255 0.186 0.205 0.280 0.141 0.193
Keskivirhe 0.049 0.051 0.059 0.037 0.037 0.028 0.031
df 45 56 52 60 70 62 81
t-arvo 3.58 5.01 3.17 5.50 7.58 5.10 6.28
p-arvo 0.0009 <0.0001 0.0027 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

3.2. Kemosensoriproteiini, CSP

CSP:n tuloksista pystyin analysoimaan vain viiden lajin mittauksia, silla karvaloviniskan ja niittymuurahaisen
tulokset tuhoutuivat, kun tallennusvilineeni, jolla ne olivat, korruptoitui. Tassd vaiheessa minulla ei
valitettavasti ollut endad mahdollisuutta toistaa kyseisia mittauksia.

CSP:n ilmentyminen oli tyolaisilla (i =0.015, s.d.=0.24, n=239) ldhes 20-kertaista
kuningattariin ndhden (taulukko 4 ja kuva 2). Kuningatarten CSP geenin ilmentyminen oli hyvin vahaist3, ollen
|ahellad nollaa (X = 0.008, s.d. = 0.02, n = 85).

CSP:n ilmentyminen erosi kastien valilla kaikilla viidella lajilla (taulukko 6). Voimakkainta CSP:n
ilmentyminen oli tupsukekomuurahais- (X =0.295, s.d.=0.371, df =55) ja mustamuurahaistyolaisilla
(€=0.231, s.d.=0.243, df =42). Tyolaisistd matalinta ilmentyminen oli kantomuurahaisella (X =0.019,
s.d.=0.024, df=41). Kuningattarilla CSP:n ilmentyminen oli voimakkainta tupsukekomuurahaisella
(¥ =0.018, s.d.=0.024, df=25) ja mustamuurahaisella (X =0.013, s.d.=0.008, df=9) ja matalinta
kantomuurahaisella (X = 0.001, s.d. = 0.001, df = 21).
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KEMOSENSORIPROTEIINI, CSP
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Kuva 2. Kemosensoriproteiinin (CSP) suhteellinen ilmentyminen suomumuurahaisilla (n=324). Kukin
pylvasdiagrammi kuvaa vertailugeenien avulla normalisoitua kohdegeenin suhteellista ilmentymista
AC(t)-arvojen keskiarvona kullakin Iajilla kasteittain. Pylvdasdiagrammissa janat kuvaavat keskiarvon
keskivirhetta. Kunkin lajin kastien valisen ilmentymisen eron merkitsevyys on merkitty kuvaan tdhdin
(*** p<0.001, ** p<0.01ja*p<0.05).

Taulukko 6. CSP-geenin ilmentymisen erot tyoldisten ja kuningatarten kasteilla seitsemalla
suomumuurahaislajilla. Taulukossa on esitetty lineaarisen yhdistelmamallin
(Ime (AC(t)"*!~ kasti, random =~ 1 | yhteiskunta)) tulokset.

Musta- Kaljuloviniska Sametti- Kanto- Tupsukeko-
muurahainen muurahainen muurahainen muurahainen

CSP kemosensoriproteiini

Estimaatin arvo 0.149 0.162 0.203 0.139 0.189
Keskivirhe 0.050 0.026 0.027 0.021 0.029
df 51 62 69 62 80
t-arvo 2.98 6.24 7.63 6.64 6.57
p-arvo 0.0047 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

3.3. Makuaistinreseptori, GRT

GRT-geeni ilmeni kaikilla seitsemalld tutkimuslajilla tyo6laisilla (X = 0,10, s.d. =0.06, n =325) kuningattaria
(x=0.05, s.d.=0.04, n=96) voimakkaammin. Voimakkainta keskimaardinen GRT:n ilmentyminen oli
kaljuloviniskatyolaisilla (X =0.112, s.d.=0.044, df=46) ja matalinta samettimuurahaiskuningattarilla

(x =0.034, s.d. =0.032, df = 18), mutta erot geenin ilmentymisessa lajien seka kastien valilla olivat melko
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pienid (taulukot 4 ja 7, kuva 3). Kastien vélin ero GRT:n ilmentymisessa oli tilastollisesti merkitseva kaikilla

muilla lajeilla paitsi karvaloviniskalla (GLMM, df = 44, pyasti = 0,69, tiasti = 0,4).

MAKUAISTINRESEPTORI, GRT
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Kuva 3. Makuaistinreseptorin (GRT) suhteellinen ilmentyminen suomumuurahaisilla (n=421). Kukin
pylvdasdiagrammi kuvaa vertailugeenien avulla normalisoitua kohdegeenin suhteellista ilmentymista
AC(t)-arvojen keskiarvona kullakin Iajilla kasteittain. Pylvasdiagrammissa janat kuvaavat keskiarvon
keskivirhetta. Kunkin lajin kastien vélisen ilmentymisen eron merkitsevyys on merkitty kuvaan tdhdin
(*** p<0.001, ** p<0.01ja* p<0.05).

Taulukko 7. GRT-geenin ilmentymisen erot tyoldisten ja kuningatarten kasteilla seitsemalla
suomumuurahaislajilla. Taulukossa on esitetty lineaarisen yhdistelmamallin
(Ime (AC(t)"*!~ kasti, random =~ 1 | yhteiskunta)) tulokset.

Karvalovi-  Niitty- Musta- Kalju- Sametti- Kanto- Tupsukeko-
niska muurahainen  muurahainen  loviniska muurahainen  muurahainen  muurahainen

GRT Makuaistinreseptori

Estimaatinarvo  0.010 0.047 0.050 0.044 0.070 0.071 0.189
Keskivirhe 0.025 0.020 0.015 0.011 0.011 0.011 0.029
df 44 55 53 59 69 61 80
t-arvo 0.40 2.36 3.27 3.90 6.40 6.64 6.57
p-arvo 0.6933 0.0222 0.002 0,0003 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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3.4 Tutkimusgeenien korrelaatio

CSP-geenin ilmentyminen vaikutti hyvin samankaltaiselta kuin OBP:n ilmentyminen perustuen lajeihin ja
kasteihin, joilla ilmentyminen oli voimakkainta tai matalinta. Taman vuoksi paatin tarkastella tilastollisesti
myo0s kyseisten geenien valista korrelaatiota.

OBP:n ilmentyminen oli kaikilla lajeilla voimakkaampaa kuin CSP:n (taulukko 4 ja kuvat 1 - 2).
Molempien geenien ilmentyminen oli kaikilla lajeilla tyolaisilla kuningattaria voimakkaampaa (taulukot 5 ja 6,
kuvat 1 ja 2). Suuriman osan OBP:n ilmentymisesta selitti CSP:n ilmentyminen (p < 0,001)(taulukko 8). Kaikilla
vertaamillani lajeilla OBP:n ja CSP:n ilmentyminen oli positiivisesti korreloitunutta, eli CSP-geenin
ilmentyminen kasvoi OBP-geenin ilmentymisen kasvaessa. Mustamuurahaisella (GLMM, df =43,
Pinteraktio = 0.043, tinterakiio = -2.09)  ja  tupsukekomuurahaisella (GLMM, df =71,  Pinteraktio = 0.0002,
tinteraktio = 3.99)  CSP-geenin vaikutus OBP-geenin ilmentymiseen oli my0s riippuvasta kastista.
Mustamuurahaisilla interaktio-termin negatiivinen estimaatin arvo kertoo siitd, etta korrelaatio on pienempi
tyolaisilla kuin kuningattarilla. Tupsukekomuurahaisten positiivinen estimaatin arvo kertoo interaktion

olevan tyolaisilla kuningattaria voimakkaampaa.

Taulukko 8. OBP:n ja CSP:n ilmentymisen valinen korrelaatio suomumuurahaisilla. Taulukossa on esitetty
lineaarisen yhdistelmamallin (Ime (AC(t)OBP"%! ~ AC(t)CSP"®! * kasti, random =~ 1 | yhteiskunta)) tulokset
tutkimuslajeittain.

Laji muuttuja Estimaatin arvo df keskivirhe t-arvo p-arvo
Mustamuurahainen AC(t)CSP 1.63 43 0.26 6.17 <0.0001
kasti 0.39 43 0.17 2.26 0.029
interaktio -0.56 43 0.27 -2.09 0.043
Kaljuloviniska AC(t)CSP 1.17 52 0.19 6.05 <0.0001
kasti -0.10 52 0.12 -0.85 0.397
interaktio 0.16 52 0.21 0.78 0.436
Samettimuurahainen AC(t)CSP 1.13 61 0.27 4.16 <0.0001
kasti -0.07 61 0.17 -0.42 0.674
interaktio 0.16 61 0.29 0.54 0.589
Kantomuurahainen AC(t)CSP 1.14 53 0.20 5.58 <0.0001
kasti -0.09 53 0.11 -0.84 0.403
interaktio 0.12 53 0.22 0.57 0.574
Tupsukekomuurahainen AC(t)CSP 0.72 71 0.08 8.84 <0.0001
kasti -0.23 71 0.06 -3.90 0.0002
interaktio 0.36 71 0.09 3.99 0.0002
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4. TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimushypoteesini mukaisesti kaikkien tutkimusgeenien suhteellinen ilmentyminen oli tyolaisilla
voimakkaampaa kuin kuningattarilla ja kastien valinen ero ilmentymisessa oli tilastollisesti merkitseva OBP:lla
sekd CSP:lla kaikilla lajeilla ja GRT:lla kuudella seitsemdstd tutkimukseni suomumuurahaislajista.
Tutkimuksessani havaittu kemosensoristen geenien kastispesifinen ilmentyminen on erityisen
mielenkiintoista muurahaisten monimutkaisen sosiaalisen jarjestaytyneisyyden ja sitd ohjaavan kemiallisen

kommunikaation ndkdkulmasta.

4.1.Kastierot geenien ilmentymisessa

Geenien ilmentymisen kastieroja tarkasteltaessa on hyva pitda mielessaan, etta tyolaisten ja kuningatarten
tehtdvat muurahaisyhteiskunnassa ovat tdysin erilaisia. Kuningatar on kdytdnndssa munintakone ja
tyolaiskasti hoitaa loput tehtavat yhteiskunnan sisalld. Tdma johtaa myds erilaiseen tunnistustarpeeseen.
Tyolaisten aistinjarjestelmaltd vaaditaan paljon niin pesanpuolustuksessa, ravinnonhankinnassa kuin
jalkeldisten hoidossakin. Kuningattaren aistinjarjestelman vaatimukset voivat olla niiden erilaisen tehtdvan
vuoksi pienemmat.

Vastoin hypoteesiani, en havainnut kuningatarten geenien ilmentymisessd eroja
superkoloniaalisten ja sukulaisrakenteisten lajien valilld. Olisi voinut odottaa, ettd kuningatarten
aistinjarjestelman geenien ilmentyminen olisi ollut superkoloniaalisilla lajeilla muita lajeja voimakkaampaa,
silla niille tehokkaasta hajuaistista voisi olla hydtya kuningatarten valisissa konflikteissa pesan sisalla. Toki on
mahdollista, ettd lajien valilla on tallaista kilpailua, vaikka tdssd tutkimuksessa sitd ei havaittukaan.
Mahdollisesti juuri ndytteenotto aikana kuningatarten valilla ei ole ollut kilpailua ja siksi geenien
ilmentymistasoissakaan ei havaittu eroja sukulaisrakenteisiin lajeihin ndhden. Havaittu kemosensoristen
geenien ilmentyminen voisi olla tdysin toisenlaista, jos tutkimusyksilomme olisivat olleet esimerkiksi
lentoikaisida nuoria kuningattaria, silla pesan ulkopuolella kuningattaren aistinjarjestelman on kyettava
tunnistamaan parittelun ja pesanperustamisen kannalta tarkeita kemiallisia signaaleja.

OBP- ja CSP-geenien ilmentyminen vaihteli sukulaisrakenteisilla sekd superkoloniaalisilla
lajeilla eikd vaihtelun havaittu riippuvan lajin yhteiskuntarakenteesta. Yhteiskuntarakenne ei nayttanyt
vaikuttavan myoskaan GRT-geenin ilmentymiseen, vaan ilmentyminen oli kaikilla lajeilla hyvin samanlaista ja
voimakkaampaa tyoldisilla kuin kuningattarilla. Tyoldisten rooli pesassa selittad havaittua kaavaa, liittyipa

GRT sitten tuoksujen aistimiseen tai makuaistimuksen syntyyn (Vosshall & Stocker 2007, Zhou ym.2012).
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Tyoldiset hoitavat myos pesdn ravinnonhankinnan, joten niiden makuaistinjarjestelman luulisi olevan
kuningatarten makuaistia tehokkaampi.

Mikali voisin olla varma tutkimusgeenieni toiminnallisuuksista ja tehtavista tutkimuslajeillani,
olisi mielenkiintoista tarkastella kyseisten geenien ilmentymista tarkemmin myos kastien sisalla. Jos tietaisin
tutkimusgeenien taydella varmuudella liittyvan pesatovereiden tunnistamiskykyyn ja nédin vaikuttavan
esimerkiksi yksiloiden aggressiivisuuteen, geenien ilmentymisen tarkastelu eri tehtavid hoitavien tyolaisten
valilla, voisi kertoa ndiden tyoldisten geneettisesta taustasta tunnistamisen takana. Olisi mielenkiintoista
nahda, eroaako esimerkiksi hajuaistinjarjestelman geenien ilmentyminen pesanpuolustukseen keskittyvien
ulkotyoldisten, ravinnonhankintaa hoitavien tyoldisten ja erityisesti pesdn sisalla jdlkeldisten hoitoon
erikoistuneiden tyolaisten valilld, kuten F. fuscalla on erdiden muiden geenien havaittu eroavan (Morandin
ym. 2019). Tata nadkokulmaa olisi mielenkiintoista tarkastella myos lajeilla, joiden tyolaisilla pesdanulkopuolisia
yksiloita kohtaan suunnatun aggression tiedetdan olevan keskenaan erilaista.

Geenit voivat ilmentya osin myo6s hyvin tilannesidonnaisesti ja esimerkiksi eri ikaisilla tai eri
tehtavia hoitavilla yksil6illa eri tavoin (Kohlmeier ym. 2019, Morandin ym. 2019). Kaikin kaikkiaan geenien
ilmentymiseen vaikuttaa aina yksilon sen hetkinen tilanne ja téllainen tilannesidonnainen vaihtelu
yksittdisten muurahaisten geenien aktiivisuudessa (esimerkiksi aggressiivinen kohtaaminen toisen yksilén
kanssa) voisi vaikuttaa tuloksiin (Manfredini ym. 2014, 2013, Okada ym. 2017). Kaikki tutkimukseni naytteet
keréattiin pesdn sisalta valittomasti muurahaisten herattya talvihorroksesta, joten yhteiskuntien elama ei
talloin vield ollut aktiivisimmillaan, eikd kuningatar ollut vield aloittanut munintaa. Keruuajalla voi olla
vaikutusta myos kemosensoristen geenien ilmentymiseen. Esimerkiksi heti horroksesta heraamisen jalkeen,
pesan puolustuksesta vastaavat yksilot, eivat valttamatta ole vield aktivoituneet roolissaan, jolleivat ne ole
kohdanneet muiden yhteiskuntien yksiloitd. Tutkimusgeenieni ilmentyminen kaikilla lajeilla geenista
riippumatta melko samalla tavalla, saa minut kuitenkin uskomaan kontekstisidonnaisen
geenienilmentymisen vaikutuksen olevan tuloksiini hyvin vdhdstd ja ndytteiden olevan keskendéan
vertailukelpoisia.

Hypoteesini mukaisesti tutkimusgeenien ilmentyminen oli tyoldisilla voimakkaampaa kuin
kuningattarilla. Havainto herattdd miettimaan johtuuko tydlaisten voimakkaampi geenien ilmentdminen
ylipaataan paremmasta hajuaistista vai jopa paremmasta pesatovereiden tunnistuskyvysta. Aiemmin CSP:lla
on havaittu tehtavia nimenomaan kutikulan hiilivetyjen sitomisessa, joita kaytetdaan pesatovereiden
tunnistamiseen (Ozaki ym. 2005). Toisen CSP:n on myds todettu sitoutuvan kutikulan muihin
komponentteihin  tulimuurahaisella, ja ajateltu toimivan pesdtovereiden tunnistamisessa, silla
tulimuurahaisilla pesdtovereiden tunnistus saattaa perustua muihin aineisiin kuin hiilivetyihin (Gonzalez ym.

2009).
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4.2.Geenien ilmentyminen kastien sisalla

Kaikki tutkimusgeenit ilmentyivat kuningattarilla, mutta geenien ilmentymistasot olivat lajien valilla eri
geeneilld erilaisia. Ainut sddnndnmukaisuus kuningatarten geenien ilmentymisessa oli korrelaatio OBP- ja
CSP-geenien valilla. Myds tyo6laisilla OBP:n ja CSP:n ilmentyminen oli korreloitunutta. Tata korrelaatiota selitti
mustamuurahaisella ja tupsukekomuurahaisella myo6s kasti. Tutkimukseni mustamuurahaispopulaatioista
osa oli monogynisia ja osa matalasti polygynisia. Kaikki tupsukekomuurahaisyhteiskunnat olivat voimakkaasti
polygynisid. Kuningatarten maara ei siis vaikuttanut selittdvan tata tulosta. Mustamuurahaisilla OBP- ja
CSP-geenien valinen korrelaatio oli kuningattarilla tyolaisissa voimakkaampaa. Tupsukekomuurahaisilla OBP-
ja CSP-geenien vilinen korrelaatio oli tyolaisilla kuningattaria voimakkaampaa. Seitsemasta tutkimuslajista
juuri mustamuurahaisten ja tupsukekomuurahaisten tyolaiset ilmensivat sekd OBP- ettd CSP-geenia kaikista
voimakkaimmin.

Téllaista usean mahdollisesti samaa tehtavaa hoitavan geenin samanaikaista voimakasta (tai
toisaalta vahaistd) ilmentymistd, voi selittdd geenien ilmentymisen tilannesidonnaisuus, johon jo aiemmin
viittasin, tai geenien yhteiset sddtelymekanismit (Kohlmeier ym. 2019, Manfredini ym. 2014, 2013, Morandin
ym. 2019, Okada ym. 2017). Voi olla, etta jotkut yksilot ovat aistien suhteen aktiivisempia, joko siksi, etta
hoitavat tiettyad tehtdvaa yhteiskunnassa (esim. sotilaat) tai siksi, ettd ovat juuri kohdanneet tilanteen, jossa
tiettyjen geenien aktiivisuutta vaaditaan. Esimerkiksi tunkeilijan kohtaaminen yhteiskunnassa voi saada aistit
valpastumaan ja puolustusreaktion kayntiin. Geenien saately ja sen ymmartdmien on monimutkainen
kokonaisuus ja siksi geenien ilmentymisen vyhteisvaikutusten tutkimus on mielenkiintoista ja
geeniverkostojen toiminnan sekd geenien saatelyn ja evoluution ymmartamiseksi tarkeda (Morandin ym.

2014).

4.3.Kudosspesifisyys geenien ilmentymisessa

Tutkimuksessani kdytin geenien ilmentymisen tutkimiseen kokonaisia yksil6itd, joten en voi olla taysin varma
tuottavatko tutkimani geenit nimenomaan niita aistinjarjestelman proteiineja, jotka ilmentyvat voimakkaasti
hyonteisten tuntosarvissa. Erot ilmentymisessa voivat johtua myos siitd, ettd tutkimusgeeneilld on meille
tuntemattomia kudosspesifisia tehtavia tuntosarvien lisdksi muissa kudoksissa (Warner ym. 2017). Tulosten
tulkintaa vaikeuttaa se, ettei minulla ole kaytossani kudosspesifista aineistoa. lImentymisen tarkastelu myos
kudostasolla tutkimuslajeiltani toisi paljon arvokasta lisatietoa tutkimusgeeneistani.

Kokonaisten yksildiden kadytto lajikohtaisten ilmenemiserojen selvittamisessa on kuitenkin

perusteltua, silla tallakin menetelmalld ilmentymistasot ovat keskendan vertailukelpoisia. Lajien valinen
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kokoero ei vaikuta tulostasoon, silla tutkimuksessa on kaytetty kontrolligeeneja (Morandin ym. 2014), jotka
poistavat lajien kokovaihtelun vaikutuksen. Saman RNA-maaran kaytté kaikilla yksil6illa takaa
ndytemateriaalin maaran olevan vakioitu. Nain ollen lajien véliset erot geenien ilmentymisessa eivat voi
johtua lajien valisistd kokoeroista, vaikkakin kudosten suhteelliset kokoerot lajien valilla voivat vaikuttaa
tuloksiin. Tutkimusgeenieni kudosspesifistd ilmentymista ei tunneta viela tarpeeksi hyvin, mutta jos jollakin
lajeista geenid ilmentdavaa kudosta on toista lajia enemman suhteessa ruumiinkokoon, voi geenin
ilmentyminen talla lajilla ndyttaytya tuloksissani virheellisesti voimakkaampana.

Camponotus floridanus ja H. saltator -muurahaisilla tuntosarvispesifisten GR:ien on todettu
ilmentyvan voimakkaammin tyoldisilla, kuin koirailla. IImentymiseron on ehdotettu liittyvan siihen, etta
koirailta puuttuu osa aistinhermopaétteistd (glomerul), jotka kuningattarilta ja tyolaisilta |oytyvat.
Aistinhermopaatteiden maara korreloi myos toimivien kemoreseptorien maaran kanssa. Havainto herattaa
pohtimaan, voiko ndin ollen naaraiden hajuaisti olla koiraita parempi ja ndin myds vaikuttaa esimerkiksi
pesatoveruuden tunnistuskykyyn. Tata hypoteesia tukee se, ettad C. japonicuksella on havaittu vain naarailla
olevan hajuaistinsensilloja, jotka ovat valttamattomia pesanulkopuolisten vyksiléiden CHC-profiilien
tunnistamisessa (Nakanishi ym. 2009, Ozaki ym. 2005). C. floridanuksella, H. saltatorilla ja C. japonicuksella
tehdyt havainnot herattavat kiinnostusta selvittdd myos tutkimusgeenieni ilmentymista tyoldisten ja
kuningatarten lisdksi koirailla ja erityisesti niin, etta tarkastelu tehtaisiin kastitason lisaksi myds kudostasolla.
Koirailla voisi olla tarvetta tehokkaalle hajuaistille tunnistamisessa esimerkiksi parittelutilanteissa, jos niilla
olisi sen ansiosta mahdollisuus tunnistaa itselleen ldheista sukua olevat yksilot muista yksil6ista ja ndin ollen
valttaa sisasiitosta. Muilla tutkimukseni lajeilla tatd asiaa ei ole selvitetty, mutta tupsukekomuurahaisilla
tehdyissa tutkimuksissa téllaista sisdsiitoksen valttamiskayttaytymista ei kuitenkaan ole havaittu (Fortelius
2005).

Tutkimusgeenini kuuluvat geeniperheisiin, joista ei ole vield julkaistu suurta maaraa
yksittdisten geenien ilmentymisaineistoa ja vain muutamien geenien ilmentymista on tutkittu
kudoskohtaisesti. Naihin geeniperheisiin  kuuluvat geenit vaikuttavat kuitenkin tdamanhetkisten
tutkimustietojen valossa ilmentyvdn nimenomaan tuntosarvispesifisesti. Tuntosarvien padasiallisesti
ilmentyvana proteiinina on pidetty CSP-geeniperheen proteiineja useammassakin tutkimuksessa (Forét ym.
2007, Gonzalez ym. 2009, Ishida ym. 2002, Ozaki ym. 2005, Zhang ym. 2016). Lisdksi monien OBP geenien
ilmentyminen on voimakasta myds muurahaisten tuntosarvissa (Pracana ym. 2017, Wang ym. 2013).
GR-geeniperheen geenit saivat nimensa alun perin hydnteisten suuosissa ilmentymisen perusteella, mutta

niiden todettiin myos myéhemmin ilmentyvan hyodnteisten tuntosarvissa (Vosshall & Stocker 2007).
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4.4.Geenien nimedmisesta ja tehtavistd muurahaisilla

Vaikka tutkimukseni geenit oli valittu ja ndin ollen myds nimetty niiden toimintojen perusteella, en voi
tietenkaan olla varma niiden tehtavista tutkimuslajeillani. Kaikkien tutkimuksessani kayttamieni geenien on
havaittu geeniperhetasolla liittyvan hajuaistimuksen syntyyn vahintdan yhdelld muurahaislajilla ja tasta
nakokulmasta niitd itsekin tarkastelin tdssa tutkimuksessa. On kuitenkin tarkeda muistaa, etta
hajuaistimuksen lisdksi nailla geeneilla voi olla paljon muitakin tehtavia ja ne voivat jopa paaasiallisesti liittya
johonkin aivan muuhun kuin hajuaistimuksen syntyyn.

Meidan taytyy olla varovaisia, kun annamme ymmartaa, ettd joku geeni toimii tietyssa
tehtdvassa vain siltd pohjalta, ettd sen sekvenssi on homologinen toisen sekvenssin kanssa, koska paralogiset
kopiot eivat valttamatta sailyta niiden muinaisia toiminnallisuuksia. Taman vuoksi lisatutkimukset myos
tutkimusgeenieni toiminnallisuuksista olisivat tarpeen. Lisdselvyyttd naiden geenien toimintaan toisi niin
kudosspesifisen ilmentymisen tutkiminen kuin kastin sisdisen vaihtelun tarkastelu eri tehtaviin erikoistuneilla
yksil6illa. Naitd ominaisuuksia voitaisiin tutkia esimerkiksi tekemalld geenien muokkausta tai poistoa CRISPR-
tekniikalla ja tarkastelemalla kayttaytymiskokeiden avulla kykenevatké poistogeeniset yksilot yha
tunnistamaan pesatovereitaan. Jos eivat, varmistuisimme geenien todella liittyvdn pesatoveruuden
tunnistukseen. Tatd menetelmaa on kaytettykin jo muurahaisilla hajuaistin tutkimuksessa (Trible ym. 2017),
joten sita olisi kiinnostavaa kokeilla my6s tutkimusgeeneillani.

Tutkimusgeenieni tehtdvien ollessa yhd epédselvia voimme vain spekuloida niiden
toiminnallisuuksia. Siksi katsoin aiheelliseksi tarkastella tutkimusgeeneja tyossani geeniperhetasolla siita
lahtokohdasta, ettd kyseisten geenien toiminnallisuus vastaa tutkimuslajeillani samantyyppisia
toiminnallisuuksia, joita geeniperheiden on havaittu ohjaavan muilla hyonteisilla (d’Ettorre & Lenoir 2010,

Gonzdlez ym. 2009, Leal ym. 2005, Leal ym. 2013, Ozaki ym. 2005, Vosshall & Stocker 2007, Xu ym. 2009).

4.5. Tutkimusgeenien evoluutiotaipumus

Tutkimuksessani kaikkien hajuaistimukseen liittyvien geenien ilmentyminen noudatti yhteista kaavaa ollen
voimakkaampaa tyolaisilla kuin kuningattarilla. Kaava toistui samanlaisena myos lahes kaikilla lajeilla.
Ainoastaan karvaloviniskalla GRT:lla ei havaittu kastien valista eroa. Kastispesifisten geenien evoluutio on
tyypillisesti nopeaa, ja se voi tapahtua joko positiivisen valinnan vaikutuksesta tai neutraalisti (Harpur ym.
2014, Helantera & Uller 2014, Mikheyev & Linksvayer 2015, Warner ym. 2017). Tutkimuksessani havaittu
kaavamainen kastispesifinen ilmentyminen voisi kertoa siitd, etta tutkimusgeeneihin vaikuttaa positiivinen

valinta, silld havaintoni on yhtenevdinen muurahaisspesifisissd CSP-geeneissa havaitun positiivisen valinnan
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alla tapahtuvan nopean evoluution ja duplikaatiotaipumuksen kanssa (Kulmuni ym. 2013, Kulmuni &
Havukainen 2013). My6s haju- ja makureseptoreiden on aiemmin havaittu evolvoituvan nopeasti (Zhou ym.
2012). Nopean evoluution syyksi muurahaisten kemiallisessa aistinjarjestelmdssd on ehdotettu
muurahaisten sosiaalista kdytosta ohjaavissa CHC-profiileissa tapahtuvia muutoksia.

Tarkempi kemosensaatioon liittyvien geeniperheiden tutkimus suomumuurahaisilla seka
muilla muurahaislajeilla toisi meille lisdd tietoa myo6s ndiden geenien evoluutiosta. Esimerkiksi
sekvenssievoluution tarkastelu voisi olla seuraava looginen askel tutkimusgeenieni tutkimuksessa.
Tamantyyppistd geeniperhetason tutkimusta on jo muilla geeneilla tehtykin. Tutkimuslajeillani on esimerkiksi
selvitetty  vitellogeniinien  geeniperheeseen kuuluvien geenien maardas, proteiinirakennetta,
sekvenssievoluutiota ja geenien ilmentymistd kasteittain ja tyoldiskastin sisdlla (Morandin ym. 2019,
Morandin ym. 2014). Seka vitellogeniinilla, ettd muilla geeneilld tehdyissa tutkimuksissa on selvinnyt, etta
geeniperheisiin kuuluvien geenien maara voi vaihdella runsaasti niin lajien valilla kuin lajin sisallakin
(Morandin ym. 2019, Morandin ym. 2014, Schrider & Hahn 2010) ja ndiden geenien ilmentyminen voi olla eri
lajeilla kastien valilld erilaista. Geeniperheiden geenien kopioiden maardn vaihtelulla onkin tarkea rooli
adaptaatiossa ja erilaistuminen uusiin funktioihin tapahtuu tyypillisesti geenien kahdentumisen seurauksena

(Chau ja Goodisman 2017, Innan ja Kondrashov 2010, Sanchez-Gracia ym. 2009).

4.6. Lopuksi

Tutkimuksessani havaitsin seitseman suomumuurahaislajin kemosensoristen geenien ilmentymisen olevan
hypoteesini mukaisesti tyolaisilld kuningattaria voimakkaampaa. Sukulaisrakenteisten lajien tuoksu- ja
makuaistingeenien ilmentyminen ei ollut superkoloniaalisia lajeja voimakkaampaa, vaan lajien valilla
havaittiin vaihtelua, joka ei nadyttanyt riippuvan populaatioiden polygynia-asteesta. Tutkimukseni tarjoaa
arvokasta tietoa tunnistusjdrjestelmaan liittyvien kemosensoristen geenien ilmentymisesta ja herattda useita
uusia mielenkiintoisia tutkimuskysymyksia. Kemiallisen aistinjdrjestelmdn tutkimusta on tehty laajalla
skaalalla, mutta geenien ilmentymisen, geeniduplikaatioiden ja evoluutionopeuden tutkimuksessa tydsarkaa

viela riittaa.
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