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THVISTELMA

Triploideja kaloja tuotetaan lahinnd niiden steriiliyden vuoksi. Steriilit kalat ovat vahemman
herkkia lisdantymiskaudesta johtuville ongelmille kuten lihan laadun heikkenemiselle, taudeille ja
kuolleisuuden kasvulle. Steriiliydestd on my0ds hyotya viljeltyjen kalojen geneettisessa eristamisessa
luonnonkannoista. Triploidien kalojen on kuitenkin havaittu olevan diploideja herkempié stressille

ja etenkin pitkakestoinen lampdotilan nousu on lisannyt triploidien kalojen kuolleisuutta.

Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia pitkékestoisen lampdtilastressin vaikutusta triploidien ja
diploidien Kirjolohien (Oncorhynchus mykiss) selviytymiseen, kasvuun ja hsp-geenien (hsp30,
hsp70 ja hsp90) ilmentymiseen vahdhappisessa ja korkeahappisessa vedessa. Erillisesséd kokeessa
selvitettiin diploidien ja triploidien kirjolohien stressigeenien ilmentymisté viiledssa vedessa (Koe
1). Lampostressikokeessa triploideja ja diploideja kaloja kasvatettiin hapetetussa ja vah&happisessa
+ 20 °C vedessa (Koe 2). Molemmat kokeet kestivit 20 paivaa ja niissa kaytettiin kolmevuotiaita
kirjolohia. Kalojen koon epétasaisuuden vuoksi koeryhmét jaettiin hyvin ja huonosti kasvaneisiin

kokeissa tapahtuneen kasvun perusteella.

Kokeessa 1 huonosti kasvaneet diploidit kalat ilmensivat hsp30-geenid enemman kuin hyvin
kasvaneet diploidit (p < 0.05) ja kokeessa 2 happistressi lisasi hyvin kasvaneiden diploidien kalojen
hsp90-geenin ilmenemista (p<0.05). Muita merkitsevid eroja hsp-geenien ilmenemisessd ei
havaittu. Merkitsevien erojen puuttuminen on ongelmallista, koska ei ole varmaa aiheutettiinko
kaloille kokeessa riittdvaa stressid tai olivatko valitut hsp-geenit huonosti soveltuvia happistressin
mittaamiseen. Kokeissa 1 ja 2 triploidien ja diploidien kalojen vélilla ei havaittu eroja
kuolleisuudessa, joten tulosten mukaan triploidien kalojen selviytyminen pitkakestoisesta
lampaostressistd ei ole heikompaa kuin diploidien. Lisaksi kokeissa 1 ja 2 saatiin mielenkiintoinen

tulos hsp70-geenin kahdesta eri mMRNA-muodosta, mutta tuloksen syyté ei kyetty todentamaan.
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ABSTRACT

Triploid fish are mainly produced because of their sterility. Sterile fish are less susceptible to
diseases and deterioration of meat quality that are related to the breeding season in diploid fish.
Sterility also allows the genetic containment of farmed fish from the natural populations. However
triploid fish are found to be more susceptible to stress and especially chronic high temperatures

have increased their mortality.

The aim of this study was to compare the effects of chronic elevated temperatures and oxygen level
on the survival and growth and on the expression of hsp-genes (hsp30, hsp70 and hsp90) in triploid
and diploid rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Expression of the hsp-genes in diploid and
triploid fish in low water temperature (+10 °C) was studied in a separate experiment (Experiment
1). Heat stress was studied by growing triploid and diploid fish in +20 °C water under two different
oxygen levels (Experiment 2). Both experiments lasted for 20 days and were conducted with three
year old rainbow trouts. Due to the heterogeneity of the starting material the experimental groups
were separated after the experiments to fast and slow growing fish according to their expected
growth.

In experiment 1 the slow growing diploid fish expressed significantly less hsp30 compared to fast
growing diploid fish (p < 0.05) and in experiment 2 hypoxia induced the expression of hsp90 in the
fast growing diploids. Other significant differences were not discovered and thus it is unclear if the
stress was inadequate or if the hsp-genes were unsuitable indicators of hypoxia. In both experiments
there were no differences in the survival of the triploid and diploid fish. In addition there was an
interesting result that suggested there were two variants of the hsp70 mRNA, but the cause of this

remained unclear.
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LYHENNELUETTELO

2N =diploidi

3N = triploidi

4N = tetraploidi

°Cmin = celsiusasteminuutti

cDNA = lahetti RNA:sta k&anteisesti kopioitu DNA

DNA = deoksiribonukleiinihappo

HL = huoneen lamp0d

hsp = lampodshokkiproteiini (heat shock protein)

kDa = kilodalton

MS-222 = trikaiini metyyli sulfonaatti

MPA = megapascal

N = haploidi

Na,CO3; = natriumkarbonaatti

PBS = fosfaattipuskuroitu suolaliuos (phosphate buffered saline)
RNA = ribonukleiinihappo

MRNA = ldhetti-RNA

SGRpaino = painon suhteellinen paivékasvu (special growth rate)

SGRyituus = pituuden suhteellinen péivakasvu (special growth rate)
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1. JOHDANTO

Polyploidian eli kromosomiston moninkertaistamisen mahdollisuuksia ja sovelluksia kalanviljelyn
tarpeisiin on tutkittu 80-luvulta lahtien (esim. Utter ym. 1983; Benfey & Sutterlin 1984). Erityisen
suurta kiinnostus on ollut steriilien triploidien (3N) kalojen tuottamiseen. Alun perin triploidian
toivottiin lisdavan viljellyn kalan kasvunopeutta, silla lisaédntyneen DNA:n maéran vuoksi triploidit
kalat ovat solukooltaan diploideja (2N) suurempia (Pandian & Koteeswaran, 1998). Vaikutukset
kalojen kasvuun eivéat kuitenkaan ole olleet yksiselitteisid vaan triploidien kalojen kasvu on usein
ollut diploideja heikompaa etenkin intensiivikasvatuksessa (Piferrer 2009). Triploideissa kaloissa on
ajoittain esiintynyt suurempaa kuolleisuutta silld ne ovat vaativampia kasvatusolosuhteistaan
(Maxime 2008).

Tarkeimmat triploidian aiheuttamat muutokset kalassa ovat steriiliys, suurentunut solukoko ja
muutokset alleelien suhteissa.  Steriiliys on suora seuraus triploidien sukusolujen
kykenemattomyydestd meioottiseen jakautumiseen. Suurien solujen toivottiin lisdédvéan kasvua,
mutta niiden on epdilty aiheuttavan myds negatiivisia vaikutuksia, kuten solunsiséisten
signaalireittien hidastumista tai epiteelien paksuuntumista (Piferrer ym. 2009). Muutokset
genetiikassa johtuvat maternaalisen kromosomiston kertautumisesta. Maternaalisen kromosomiston
kertautuminen suojaa kalaa mutaatioiden vaikutuksilta vahentden syopid ja se myds mahdollistaa
lajiristeymien selviytymisen (Thorgaard ym. 1999; Blanck & Maunas 2005). Suurempi alleelien
maara voi kuitenkin myds lisata ilmiasujen variaatiota ja siten heikentad diploideilla kaloilla saatuja

jalostustuloksia (Johnson ym. 2007).

Nykyisin triploideista kaloista on kiinnostuttu I&hinn& niiden steriiliyden vuoksi. Steriilit kalat ovat
lisadntymiskyvyttomia ja siksi ne ovat véhemman herkkia lisdantymiskauteen liittyville taudeille ja
niiden tuotantoon ei tule lisddntymiskaudesta johtuvia katkoksia, jolloin diploidien lohikalojen
lihanlaatu on heikkoa ja myyntiin kelpaamatonta (Piferrer ym. 2009). Triploidit kalat eivat
myo6skaan kéytd energiaa sukurauhasten kasvattamiseen, siksi ne kasvavat paremmin diploidien
kalojen saavutettua sukukypsyyden. Sukukypsyydestd on ongelmia etenkin diploideille koiraille,
jotka saavuttavat sukukypsyyden pienempina ja vaihtelevamman kokoisina kuin naaraat (Taranger
ym. 2010). Yleisimpanad ratkaisuna tah&n on tdysnaarasparvien kayttaminen, vaikka naaraat
kasvavat yleensd heikommin kuin koiraat (Piferrer ym. 2009). Naaraiden kayttd ainoastaan
viivyttédd sukukypsyyden saavuttamista ja triploidien kalojen kasvatuksesta on hyotyd, jos halutaan

kasvattaa isompia kaloja ja samalla valttdd sukukypsyydestd johtuvat ongelmat. Tastd johtuen
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kalanviljelijat ovat kiinnostuneet triploidien kalojen kéytostd, vaikka ne ovat kasvatusolosuhteiltaan
diploideja vaativampia (Maxime 2008). Lihan laadun ympérivuotisen tasaisuuden vuoksi myds
jalostajat ovat kiinnostuneet triploidien kalojen kaytosta (Piferrer ym. 2009).

Steriiliydestd on myods hydtya viljeltyjen kalojen geneettisessa eristdmisesséd luonnonkannoista.
Viljeltyjd kaloja padsee karkuun etenkin verkkokasseista ja niitd vapautetaan luontoon esim.
virkistyskalastusta varten (Youngson ym. 2001). Luontoon karanneet tai vapautetut kalat voivat
lisddntyd luonnonkantojen kanssa ja geneettisen materiaalin sekoittuminen voi heikentaa
alkuperdiskantojen periman paikallisia sopeutumia. Koska kalojen karkaamista etenkin
verkkokasvatusaltaista on lahes mahdotonta estad, triploidien kalojen viljely on l&hes ainoa tapa
eristaa viljellyt kalakannat geneettisesti luonnon kannoista. Triploidien kalojen kaytté mahdollistaa
myo6s vieraslajien viljelyn alueilla, joilla niiden ei tahdota lisdantyvan luonnossa (Piferrer ym.
2009). Luonnonkantojen suojeleminen onkin yksi triploidian paahyodyista ja esimerkiksi Iso-
Britanniassa on vuonna 2015 tulossa voimaan s&&nnos, jonka mukaan istutettavien laitoskantaa

olevien jarvitaimenten on oltava steriileja triploideja tdysnaarasparvia (Environment Agency 2009).

Triploidien kalojen on havaittu kestavan lampétilastressia diploideja heikommin (Ojolick ym. 1995;
Piferrer ym. 2009). Lyhytkestoisen lampdtilan nousun ei ole yleensd havaittu huonontavan
triploidien kalojen selviytymista (Benfey ym. 1997; Galbreath ym. 2006), mutta pitk&kestoinen
lampotilastressi on tietyissa tilanteissa aiheuttanut triploidien kalojen kuolemia (Ojolick ym. 1995).
Triploidien lohikalojen lammonsietokykya onkin tutkittu paljon (Ojolick ym. 1995; Benfey ym.
1997; Hyndman ym. 2003a; Galbreath ym. 2006, Atkins & Benfey 2008). On silti epaselvad miksi
triploidit kalat eivat aina selviydy yhta hyvin lampotilastressista. Lampdotilan noustessa veden
happipitoisuus laskee, mutta samalla kalojen metabolia ja hapen kulutus Kiihtyy. Triploidien kalojen
diploideja korkeampi kuolleisuus voisi siis johtua diploideja heikommasta hapenottokyvysta.
Optimaalisissa olosuhteissa triploidien kalojen on todettu kuitenkin menestyvan yhta hyvin, tai
ainakin lahes yht& hyvin kuin diploidien (Maxime 2008; Piferrer ym. 2009).

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli verrata pitkdkestoisen lampdétilastressin vaikutusta triploidien
ja diploidien kirjolohien (Oncorhynchus mykiss) selviytymiseen ja hsp-geenien ilmentymiseen
vahahappisissa ja korkeahappisissa tilanteissa. Samalla selvitettiin triploidien ja diloidien kalojen

hsp-geenien ilmenemista viiledssa vedessa.



2. KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Kalojen polyploidia

2.1.1 Polyploidian esiintyminen luonnossa

Polyploidia maéritelladn yksilon kromosomistojen maaran kasvamiseksi suuremmaksi kuin lajilla
yleensé tavataan (Piferrer ym. 2009). Sitd esiintyy yleisesti kasveilla ja kaloilla, mutta myds muilla
selkdrankaisilla kuten matelijoilla ja yksittaistapauksissa jopa nisékkéilld. Polyploidian ajatellaan
olevan térked tekija kalojen evoluutiossa, ja sitd esiintyy monien kalalajien historiassa (Legatt &
Iwama 2003). Kromosomiston kertaistumisen suurimpia hyotyja evoluution kannalta on geneettisen
monipuolisuuden lisddntyminen. Syyn polyploidiaan ajatellaan olevan matimunien kehityshairigissa
tai yllattavissa ympéristotekijoiden muutoksissa, jotka hairitsevat hedelmdittyneen matimunan
kehitysté (Legatt & Iwama 2003). Diploideilla yksiloilla mutaatiot eloonjdédmisen kannalta tarkeissa
alleeleissa voivat johtaa kehityshairidihin, jolloin néiden alleelien evoluutio on hidasta.
Polyploidisilla  yksil6illa suurempi alleelien maara véhentdd negatiivisten vaikutusten
todenndkdisyytta. Lopulta alleelien toiminnot voivat erota toisistaan, koska useampaa eri alleelia ei
yleensd tarvita yhden toiminnon tuottamiseen. Geenit ylimé&aréisissa alleeleissa siis muuttuvat
lopulta joko toimintakyvyttémiksi tai ne saavat uuden tehtédvan. Polyploidialla voi olla kuitenkin
my06s negatiivisia vaikutuksia, kuten elinten vahentynyt solumaard, solujen koon liiallinen kasvu
sekd hairiot geenien sadatelyssd, joten polyploidisten yksiloiden selviytymisen todennékoisyys
rilppuu hyotyjen ja haittojen suhteesta (Legatt & Iwama 2003; Piferrer ym. 2009).
Kromosomistojen maaran lisdédntyminen parittomalla maarélla tekee kaloista yleensa steriileja,
mutta silti tallaisiakin yksil6ita esiintyy luonnossa (Legatt & Iwama 2003). On kuitenkin olemassa
kalalajeja, jotka pystyvét lisddntymdaan parittomasta kromosomistoméaarastd huolimatta (Pala ym.
2008), tosin ne liséantyvét usein suvuttomasti (Legatt & lwama 2003).

2.1.2 Auto- ja allotriploidia

Polyploidia jaetaan autopolyploidiaan eli saman lajin sisélld tapahtuvaan kromosomistoméaarén
muutokseen tai allopolyploidiaan eli kahden eri lajin kromosomistojen yhdistymiseen (Legatt &

Iwama 2003; Piferrer 2009). Autopolyploidisten lajien tuottamisesta on kiinnostuttu lahinna
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viljelykalojen sterilisoimiseksi, kun taas allopolyploidialla voidaan tuottaa lajiristeymia mm.
virkistyskalastuksen tarpeisiin (Blanck & Maunas 2005; Piferrer ym. 2009). Allopolyploidia
mahdollistaa monia lajiristeymid, jotka eivat olisi tavallisesti elinkelpoisia. Triploideilla
lajiristeymilld on kaksi kromosomistoa toiselta emolajilta, mikd vakauttaa lajiristeymén
alkiokehityksen jatkumisen. Risteytyskokeita on tehty paljon Kkirjolohella ja se on saatu
risteytetymadn taimenen (Salmo trutta), nieridn (Salvenilus alpinus), puronierian (Salvenilus
fontinalis) ja hopealohen (Oncorhynchus kisutch) kanssa (Chevassus ym. 1983; Blanck & Maunas
2005). Ongelmana on kuitenkin usein ollut suuri kuolleisuus jo kehityksen alkuvaiheissa, mutta
alun kriittisten vaiheiden jalkeen kuolleisuus laskee huomattavasti (Blanck & Maunas 2005).
Allopolyploidian lisahyotynd on se, ettd triploidit lajiristeymat on usein mahdollista erottaa
emokaloista. Liséksi tuotettujen kalojen triploidisaatio aste on 100 %, koska diploideiksi jaéneet
hybridit kuolevat. Kirjolohen ja taimenen hybridi on myds saanut positiivista palautetta
virkistyskalastajilta kirjolohta aggressiivisemman kaytoksensa vuoksi (Blanck & Maunas 2005).
Risteytettyja lajeja viljelladn jo jossain mé&arin esimerkiksi Ranskassa (Piferrer ym. 2009).
Luonnossa esiintyvélla allopolyploidialla on merkitystd myos kalojen evoluutiossa, koska osa

tiettyjen lajien risteymista on lisdantymiskykyisia (esim. Pala ym. 2008).

2.1.3 Triploidien kalojen tuottaminen

Triploideja kaloja tuotetaan hairitsemalla hedelmdittyneen matimunan normaalia kehitysté oikealla
hetkell& ennen toisen poistosolun poistumista (Kuva 1) (Pandian & Koteeswaran 1998; Piferrer ym.
2009). Hedelmoittdmatdon munasolu on diploidi ja maternaalinen kromosomisto jakautuu toisen
kerran meioottisesti vasta hedelmoityksen jéalkeen. Oikealla hetkelld tehty shokki estéa
maternaalisten kromosomien erkanemisen toisistaan ja sitd seuraavan toisen poistosolun
muodostumisen. Talléin solu j&é& triploidiksi ja solun jatkaessa normaalia kehitystdan siitd syntyvat
tytarsolut ovat triploideja. Triploideilla kaloilla on siis kolminkertainen kromosomisto, jossa
maternaalinen kromosomiluku on kaksinkertaistunut. Estamélla ensimmainen solunjakautumien on
mahdollista tuottaa tetraploideja kaloja, joiden kromosomisto on kaksinkertaistunut. Tetraploidien
kalojen tuottaminen on yleensa vaikeaa ja niiden selviytyminen on heikkoa (Weber & Hostuttler
2012) Niistd ollaan kuitenkin kiinnostuneita, silla risteyttamalla tetraploideja kaloja diploidien

kalojen kanssa voidaan tuottaa triploideja kaloja ilman shokkikésittelyd. Tetraploidit kalat ovat
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lisddntymiskykyisid, joten jos tetraploidien kalojen tuotannossa onnistuttaisiin, niiden avulla olisi

helppo tuottaa suurissa maarin triploideja kaloja.

Meioosi | Meioosi Il

jakautuminen jakautuminen
1.PS 2N 1.PS

Meioosi |

2N 4N
.

2N

Kuva 1. Munasolut jakautuvat kerran meioottisesti muodostaen ensimmaéisen poistosolun (1. PS) ja
jaavat toisen meioosin metafaasiin ennen kuin ne vapautuvat naaraasta. Hedelm@ittyminen
kéynnistdd toisen meioottisen jakautumisen ja normaalissa tilanteessa toinen maternaalinen
kromosomisto poistuu toiseen poistosoluun (2. PS). Solulle aiheutettu shokki kuitenkin estda toisen
poistosolun  muodostumisen, jolloin soluun jaa triploidi kromosomisto. Maternaalinen

kromosomisto (1), paternaalinen kromosomisto (E3) (Piferrer ym 2009).

Polyploidisaation onnistumiseen vaikuttaa kaytetty kalalaji, shokkiin kdytetty menetelma, shokin
ajoittaminen sekad shokin intensiteetti ja kesto. Lampo- ja kylmashokit ovat helppoja ja edullisia
tapoja tuottaa polyploidisia kaloja (Benfey & Sutterlin 1984; Myers & Hershberger 1991; Felip ym.
1997; Peruzzi & Chatain 2000; Kalbassi ym. 2009), mutta paineshokilla saadaan yleensa parempia
tuloksia (Benfey & Sutterlin 1984; Malison ym. 1993; Gillet ym. 2001; Linhart ym. 2001; Peruzzi
& Chatain 2000; Peruzzi ym. 2004; Xu ym. 2008). Kylmé&shokit, joissa munasolut altistetaan
hetkellisesti matalalle l&mpdotilalle (esimerkiksi 0-4 °C, 10 min), soveltuvat parhaiten
lampimanvedenkaloille, mutta kylmanvedenkaloille kuten Kirjolohelle kéytetddn lamposhokkia,
jossa hedelm@itetyt munasolut altistetaan lyhytaikaisesti korkeammalle lampétilalle (esimerkiksi
10-25 min, 24-32 °C) (Pandian & Koteeswaran 1998; Piferrer ym. 2009). Paineshokissa
hedelmOitetyt matimunat altistetaan lyhytaikaisesti n. 62 MPa:n paineelle (Piferrer ym. 2009).
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Paineshokin avulla voidaan tuottaa taysin triploideja parvia kaupallisessa mittakaavassa ja tulokset
ovat toistettavia (Piferrer ym. 2009). Lisd&améll& shokkien intensiteettid ja kestoa saadaan yleensa
suurempi prosentuaalinen polyploidian aste, mutta samalla kuolleisuus kasvaa (Pandian &

Koteeswaran 1998).

Tarkein yksittdinen polyploidisaation onnistumiseen vaikuttava tekijd on shokin ajoittaminen
hedelmoityksen jalkeen (Pandian & Koteeswaran 1998; Piferrer ym. 2009). Koska méatimunan
kehittymisnopeus hedelmoityksen jalkeen riippuu veden lampétilasta, shokin aloitusajankohta
ilmoitetaan yleensd asteminuutteina (°Cmin). Triploidien lohikalojen tuottamiseksi shokin oikea
aloitusaika on n. 150-300 °Cmin hedelmdityksen jalkeen. Matimunien kehitysnopeudessa
hedelmoityksen jalkeen on laji- ja kantakohtaisia eroja ja siksi pienetkin muutokset shokin

aloitusajassa voivat vaikuttaa kasittelyn tehokkuuteen (Weber & Hostuttler 2012).

Tetraploidien kalojen tuotto on huomattavasti vaikeampaa kuin triploidien. Ongelmat tetraploidien
kalojen tuotannossa johtuvat mm. shokin ajoittamisen vaikeudesta, kalojen suuresta kuolleisuudesta
ja kannan yllapidon vaikeudesta (Hershberger & Hostuttler 2005; Weber & Hostuttler 2012). Myds
triploidien kalojen tuottamisessa tetraploidien kalojen avulla on ollut ongelmia, silla tetraploidien
kalojen siittiot ovat liian isoja hedelmoittaakseen tehokkaasti diploidien kalojen munasoluja, jolloin
hedelmoitystulokset jadvéat heikoiksi (Chourrout ym. 1986; Meyers & Herzberger 1991). Parempia
tuloksia voisi saada valikoimalla koiraita, jotka tuottavat pienia siittiditd. Ongelmista huolimatta
Weber & Hostuttler (2012) onnistuivat kasvattamaan tetraploideja kirjolohia useassa sukupolvessa.
Risteyttamalla tuotetut toisen sukupolven tetraploidit naaraat selviytyivat paremmin ja tuottivat
huomattavasti parempaa matid kuin shokkikésittelylla tuotetut ensimmaéisen sukupolven naaraat.
Tetraploidien kalojen ongelmana on myds mosaikismi, jossa osa kalan soluista on diploideja ja osa
tetraploideja. Mosaikismi voi johtaa siihen, ettd polyploidiselta analyyseissa nayttavalla kalalla
onkin diploidin kalan sukusoluja. Triploideilla kaloilla ei ole havaittu mosaikismia ja syy
tetraploidien  kalojen  mosaikismiin ~ johtuu luultavasti  tetraploidisaation erilaisesta
indusoitumistavasta (Zhang & Onazato 2004).

2.1.4 Triploidien kalojen tunnistaminen

Triploidit kalat eivat ulkoisesti eroa diploideista kaloista, joten ne on erotettava toisistaan muilla

menetelmillda (Maxime 2008). Triploidien kalojen solun DNA-m&éara on 1,5-kertainen ja siksi niiden
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solut ovat suurempia. Polyploidian vaikutus solun kokoon on suurempaa pienissa soluissa, joiden
tilavuudesta tumalla on merkittdva osuus, kuten esimerkiksi punasoluissa (Kalbassi ym. 2009),
mutta pienempéd&d suurissa soluissa kuten lihassoluissa (Johnston ym. 1999). Yksinkertaisin
menetelma, jolla triploidit kalat voidaan erottaa diploideista, on mitata punasolujen tuman halkaisija
verisivelyistd. Toinen, mutta huomattavasti ty6lddmpi vaihtoehto on kromosomien laskeminen
(Pandian & Koteeswaran 1998). Nykyisin paljon kaytetty menetelm& on virtaussytometria, joka
perustuu DNA:han sitoutuvaan fluoresoivaan merkkiaineeseen ja jonka avulla voidaan madrittaé
DNA:n maaréd yksittdisessa solussa (Allen 1983). Nayte otetaan kaloilla yleensa verestd, mutta
maaritystd on tehty myds mm. evé-, lihas- tai matimunasolunédytteestd (Lecommandeur 1994,
Lamatsch ym. 2000). Virtaussytometria on nopea tapa selvittdd polyploidiaa, sill4 se mahdollistaa
satojen yksiloiden kasittelyn péivassé (Thorgaard ym. 1982; Allen 1983; Piferrer ym. 2009). Vaikka
nykyisilla menetelmilld pystytddn tuottamaan toistettavasti 100 % triploideja parvia, kalojen
triploidia on todennettava ennen myyntid. Tdman vuoksi paras menetelma tuottajan kannalta olisi
méatimunasta tehtava analyysi, jolloin kaloja ei tarvitse kasvattaa naytteenottokelpoisuuteen saakka.
Etenkin viljeltdessé vieraslajeja tai geenimuunneltuja kaloja on varmistettava jokaisen kalan
steriiliys luotettavasti. Piferrer ym. (2009) ehdottavatkin sellaisten triploidien lajien kehittamista,

jotka voisi helposti tunnistaa triploideiksi ulkonaon (esimerkiksi vérityksen) perusteella.

2.2 Triploidian vaikutukset kalan fysiologiaan ja kayttaytymiseen

2.2.1 Suurentunut solukoko

Merkittava triploidisaation aiheuttama muutos kalassa on suurentunut solukoko, joka on seurausta
tuman ja soluliman kokosuhteen pysymisesta samana (Pandian & Koteeswaran 1998). Triploidien
kalojen solujen koon kasvu ei ole kuitenkaan johtanut triploidien kalojen huomattavasti suurempaa
kokoon. Tasta seuraa se, ettd verrattuna diploideihin kaloihin triploidien kalojen elimet ovat
muodostuneet pienemmasta méaéarasté soluja. Esimerkiksi triploidien kalojen veressad on vdhemman
punasoluja tilavuutta kohti ja lihas muodostuu pienemmaéstd méaarasté isoja soluja (Johnston ym.
1999). On mahdollista, ettd suurentunut soluliman tilavuus voisi heikentdéd/hidastaa signaalireittien
toimintaa tai muuta solun perustoimintaa, mutta selvaa nayttoa tasta ei ole (Piferrer ym. 2009).

IImeisesti suurempikokoiset solut pystyvétkin kompensoimaan véhentynyttd solumaéraa ja
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esimerkiksi hapenkuljetuskyky vaikuttaa olevan samanlainen sek& triploideilla ettd diploideilla
kaloilla (Sadler ym. 2000a).

2.2.2 Triploidian vaikutus liséadntymiseen

Triploidian vaikutus naaraiden sukurauhasten kehittymiseen on huomattavasti suurempaa kuin
triploidian vaikutus koiraiden sukurauhasiin (esim. Peruzzi ym 2004). Triploidien naaraiden
sukurauhaset eivat kehity juuri ollenkaan, silld naaraiden sukusolujen meioosi pysédhtyy jo
alkuvaiheissa (Felip ym. 2001b). Kehittymattomét sukurauhaset eivét eritd hormoneita ja triploidien
naaraiden estradioli-17B ja testosteronitasot ja&vét alhaisiksi (Tiwary ym. 2004). Triploidien
koiraiden siittiot kehittyvat pidemmalle ja ne k&yvat Iapi meioosin ensimmaisen jakautumisen,
mutta suurin osa ei pysty kdymaan lapi meioosin toista jakautumista (Felip ym. 2001b). Jotkut
kalalajit pystyvat tuottamaan hedelmdityskykyisia siittidita triploidiasta huolimatta, mutta se on
harvinaista ja lohikaloilla tatd ilmiota ei ole havaittu (Piferrer ym. 2009). Johtuen siittidden
kehityksesta koiraiden gonadit kasvavat, mutta jaavéat usein pienemmiksi kuin diploideilla koirailla
(Felip ym. 2001b). Osittain kehittyneet gonadit kuitenkin erittdvat hormoneja ja triploidit koiraat

vastaavat hormonaalisesti diploideja (Piferrer ym. 2009).

2.2.3 Kayttaytyminen

Triploidia vaikuttaa myods kayttdytymiseen, esimerkiksi triploidit lohikalat eivat palaa yhtd usein
makeaan veteen lisadntymistd varten, eivatka siten kilpaile resursseista diploidien kalojen kanssa
(Cotter ym. 1999). Etenkin triploidien naaraslohien (Salmo salar) nousu jokiin on harvinaista,
johtuen luultavasti niiden hormonaalisista eroista diploideihin naaraisiin (Felip ym. 2001b,
Yongson ym. 2001). Triploidit koiraat vastaavat hormonaalisesti diploideja koiraita ja voivat esittada
lisadntymiskayttaytymistd. Ne saattavatkin nousta jokiin ja yrittdd lisaantya diploidien naaraiden
kanssa, mutta jattavat méadin hedelmoittdmatta. Tastd johtuen on ehdotettu, ettd tietyissa tilanteissa
triploideja koiraita voitaisiin kéayttdd jonkin vieraslajin havittdmiseen tietyltd alueelta (Piferrer ym.
2009).

Triploideja kaloja pidetdin myods vdhemmain aggressiivisina kuin diploideja (O’Keefe & Benfey

1997; Garner ym. 2008). Ero aggressiivisuudessa nékyy ruokintatilanteissa ja sitd on kéytetty
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selittdmaan triploidien kalojen heikompaa kasvua yhteiskasvatuksessa diploidien kalojen kanssa.
Eroa aggressiivisuudessa voi selittdd myos se, ettd triploidien lohien aivojen rakenne eroaa
diploidien lohien aivoista (Frazer ym. 2012b). Tutkimuksen mukaan triploideilla lohilla on kalan
kokoon suhteutettuna yhtéd suuret aivot kuin diploideilla, mutta niiden etuaivot ja pikkuaivot ovat
diploideja suuremmat. Toisaalta diploidien kalojen hajuk&amit olivat suuremmat. Tulos on
yllattava, silla pikkuaivojen ja etuaivojen suurempi koko on yhdistetty aggressioon ja aktiiviseen
saalistukseen. On kuitenkin mahdollista, etté triploidit kalat joutuvat kdyttdmain enemmén aikaa
saalistamiseen ja siksi niiden aivot kehittyvat erilaisiksi. Erilainen saalistuskayttdytyminen voisi
myo6s selittdd miksi triploidit kalat parjadvat heikommin luonnonoloissa, silld ruoan etsiminen

altistaa kalan myos saalistukselle (Frazer ym. 2012a).

2.2.4 Epamuodostumat ja muut negatiiviset vaikutukset

Triploidiaan on ajoittain liitetty negatiivisia vaikutuksia, kuten epamuodostumia. Triploideilla
lohilla on todettu alaleuan ja selkdrangan epamuodostumia sek& muutoksia Kidusten pinta-alassa
(Sadler ym. 2001; Fjelldal & Hansen 2010; Leclercq 2011). Sadler ym. (2001) kokeessa
tasmanialaista kantaa olevien triploidien lohien kidusten pinta-ala oli selvésti pienentynyt ja kaloilla
oli alaleuan epamuodostumia, mutta toisaalta myos diploidissa kalakannassa oli normaalia
enemman epamuodostumia. Toisaalta Leclerc ym. (2010) tutkimuksessa skotlantilaista kantaa
olevien triploidien lohien kidusten pinta-ala ei eronnut diploideista, mutta triploideilla kaloilla oli
selkarangan epadmuodostumia ja kaihia. Irlantilaisessa lohikannassa ainoa triploidiaan liitetty
epamuodostuma oli kaihi (Cotter ym. 2002). Norjalaisilla lohilla jatkuvassa valaistuksessa
kasvatetuilla diploideilla kaloilla oli vdhemman kaihia, mutta eroa ei havaittu luonnonvalorytmissa,
eikd triploidiaan liitetty muita haittavaikutuksia (Oppedal ym. 2003). Triploidian aiheuttamat
epamuodostumat nayttavatkin riippuvan kaytetysta kalakannasta. Syy tédhan voi olla siing, etta
triploidia lisdd geneettistd monimuotoisuutta, jolloin kannassa piilevat ominaisuudet paasevét
voimakkaammin esille (Sadler ym. 2001; Johnson ym. 2007). Toisaalta tetraploideja ja diploideja
kirjolohia risteyttamalla tuotetuissa triploideissa kirjolohissa ei havaittu epdmuodostumia (Myers &
Herzberger 1991). Kaikki triploidien ja diploidien kalojen valiset erot eivét siis valttdméatta johdu
polyploidisaatiosta. Triploidian aiheuttamien haittojen on myos todettu olevan osittain riippuvia
kaytetysta shokkimenetelméstd (Piferrer ym. 2009), ja shokkikasiteltyjen triploidien kalojen on
todettu kasvavan huonommin kuin risteyttdmall& tuotettujen triploidien (Malison ym. 1993). L&hes

kaikki triploidien kalojen tutkimus on tehty vertaamalla shokkikésiteltyjd triploideja kaloja
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shokkikasittelemattomiin diploideihin kaloihin, joten osa havaituista eroista voi johtua shokin
mahdollisesti aiheuttamista haitoista. Siten erot kaytetyssd shokkimenetelméssad tai sen

optimoinnissa voivat johtaa ristiriitaisiin tuloksiin eri tutkimusten vélilla.

2.3 Triploidian hyddyt kalanviljelyssa

2.3.1 Triploidian vaikutus kasvuun ja lihan laatuun

Triploidian vaikutusta kasvuun on tutkittu paljon, mutta tutkimustulokset ovat osittain ristiriitaisia.
Osassa tutkimuksista triploidian on havaittu lisddvan kasvua (Oppedal ym. 2003; Leclercq ym.
2011; Taylor ym. 2011), osassa sen on havaittu heikentdvan kasvua (Galbreath ym. 1994; Galbreath
& Thorgaard 1995; Whitler ym. 1995; Bonnet ym. 1999; Friars ym. 2001; Shrimpton ym. 2007) ja
osassa triploidialla ei ole havaittu olevan merkittdvad vaikutusta (Hussain ym. 1995; Keefe &
Benfey 1999; Whitler ym 1999; Felip ym. 2001b; Cotter ym. 2002). Vertailemalla tuloksia voidaan
todeta, ettd optimaalisissa oloissa kasvatetuilla triploideilla kaloilla kasvunopeudessa ei ole suurta
eroa diploideihin ennen sukukypsyyden saavuttamista. Diploidien kalojen saavutettua
sukukypsyyden triploidit kalat kuitenkin kasvavat nopeammin, koska ne eivat kdytd energiaa
sukusolujen tuottamiseen (esim. Oppedal ym. 2003). Tutkimustuloksiin voi myds vaikuttaa
triploidian indusointiin kéaytetty shokki (esim. Malison ym. 1993) ja se onko triploidit kasvatettu
erilldén diploideista, koska triploidit kalat kasvavat yleensd huonommin kuin diploidit jos niita
kasvatetaan yhdessa (esim. Maxime 2008). On kuitenkin selvéd, etteivat triploidian paahyodyt ole

diploideja kaloja paremmassa kasvussa.

Kalanviljelyn kannalta on myds tarkead miten triploidia vaikuttaa lihan laatuun. Sukukypsyyden
saavutettuaan diploidit kalat kayttavat energiaa sukusolujen kehitykseen, mika heikentdd kalan
kasvua, lihan laatua ja altistaa kalan sairauksille (Piferrer ym. 2009). Diploideilla kirjolohilla lihan
laadun heikkeneminen lisddntymiskaudella voi johtaa tuotannon katkoksiin suurikokoisia kaloja
tuotettaessa. Tata ongelmaa triploideilla kaloilla ei ole. Triploidien kalojen lihassa on véhemman
satelliittisoluja, jotka kykenisivat uusien lihasséikeiden synnyttdmiseen (Johnston ym. 1999).
Triploidien kalojen lihassolut ovat kuitenkin suurempia, joten se kompensoi satelliittisolujen

méaarastd johtuvaa eroa. Triploidien kalojen lihan on todettu joissain kokeissa olevan hiukan
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rasvaisempaa ja sisaltdvan vahemman vetta kuin diploidien (Peruzzi ym. 2004; Segato ym. 2006;
Poontawee ym. 2007). Erot lihan laadussa liséantymiskauden ulkopuolella ovat kuitenkin olleet
pienid. Triploidien kalojen lihanlaatu on kuitenkin tasaisempaa kuin diploidien ja siksi se on saanut
jalostajien arvostusta. Esimerkiksi Ranskassa savustetun Kkirjolohifileen korkein laatumerkinta

("Label Rouge”) annetaan vain triploideista kaloista peraisin olevalle fileelle (Piferrer ym. 2009).

2.3.2 Geneettinen eristdminen triploidian avulla

Istutetut tai karanneet laitoskasvatetut kalat saattavat heikentda luonnonkalakantojen selviytymista,
kilpailemalla niiden kanssa ravinnosta tai lisdantymallad niiden kanssa (Youngson ym. 2001).
Luonnonpopulaatiot ovat geneettisesti sopeutuneita tietyille alueille ja eri joissa kutevat
lohikalakannat eivat juuri lisdanny toistensa kanssa. Viljellyt kalat ovat puolestaan geneettisesti
sopeutuneita viljelyoloihin ja saattavat siten risteytyessédén luonnonkantojen kanssa heikentaa niiden
perimda véhentaméalla paikallisia sopeumia. Viljeltyjen kalojen karkaaminen esimerkiksi
kassikasvatuksesta on kuitenkin yleistd ja luonnonkalakannat ovat yleisesti osittain sekoittuneita
kasvatettujen kalojen kanssa (Youngson ym. 2001; Morris ym. 2008). Koska triploidit kalat ovat

steriileja, karatessaan viljelylaitoksilta ne eivét uhkaa luonnonkantojen geneettista periméaa.

Triploidiasta voi olla myds hy6tyd muuntogeenisten kalojen eristdmisesséd luonnonkannoista.
Geenimuuntelulla voidaan esimerkiksi lisata kalojen kasvunopeutta (Devlin ym. 2006).
Seeprakaloista on puolestaan tehty pimeéssa hehkuvia fluoresoivien proteiinien avulla (Gong ym.
2001). Hehkuvia GloFish™ -kaloja on Yhdysvalloissa myynnissa akvaarioharrastajille (Snekser
ym. 2006). Muuntogeenisten kalojen tutkimus on ollut jo pitkd&n nousussa, mutta kaupallisten
sovellusten esteend on usein pelko geenimuunneltujen yksildiden lisd&dntymisestda luonnossa.
Geenimuunneltujen kalojen karkaamisen estaminen voi olla vaikeaa ja niiden lisdantymisen
estamiseksi on kehitteillda useita tapoja (Wong & Eennennaam 2008). Talld hetkelld paras tapa
kalojen steriloinniksi on triploidia. Ongelmana on kuitenkin mahdollisuus, ettd osa
shokkikasitellyista kaloista ja& diploideiksi. Yksikin lisdantymiskykyinen muuntogeeninen kala
voisi karatessaan levittda siirtogeenisen ominaisuuden luonnonkantoihin. Yhdysvalloissa tehtiin
ensimmainen lupahakemus kasvuhormoni-siirtogeenisen lohen kaupalliseen viljelyyn vuonna 1996,
mutta se ei ole saanut hyvaksyntéé luultavasti siksi, ettei 100 % triploidian tasoon luoteta (Piferrer
ym. 2009) On my6s muutamia esimerkkeja kalalajeista, jotka ovat lisdantyneet triploidiasta
huolimatta (Arai ym. 2001).
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2.4 Triploidien kalojen stressi ja lammonsietokyky

2.4.1 Yleinen stressireaktio

Kaloille stressida aiheuttavat tekijat voidaan jakaa bioottisiin, kuten saalistajat ja taudit, ja
abioottisiin, kuten veden laatu ja lampdtila. Kalat reagoivat stressiin kuten muutkin selkarankaiset
pyrkien palauttamaan tasapainon yleisen stressireaktion avulla (lwama ym. 2004; Roberts ym.
2010). Stressivasteeseen liittyy hormonaalisia ja solutason vasteita sekd muutoksia
kéayttaytymisessd. Perinteisten stressin voimakkuutta kuvaavien indikaattoreiden (esim. kortisoli)
kayttdmisessd ongelmina ovat kalojen kasittelyn ja naytteenoton vaikutukset arvoihin (Roberts ym.
2010). Naytteenotto ja kalojen nukuttaminen/lopettaminen ovat aina stressaavia tilanteita ja niiden

aiheuttamat vaikutukset voivat peittad alleen tutkittavan tekijan aiheuttamat muutokset.

Triploidien kalojen selviytyminen viljelysolosuhteissa on ollut usein heikompaa kuin diploidien ja
etenkin meriveteen siirtdminen ja pitk&kestoinen l&mpotilan nousu ovat aiheuttaneet triploidien
kalojen kuolemia (Galbreath & Thorgaard 1995; Ojolick ym. 1995). Kaikissa kokeissa eroa
kuolleisuudessa ei ole kuitenkaan havaittu (Hyndman 2003a; Leclercq 2011). Yhtd ainoaa selittavaa
tekijaa triploidien huonompaan selviytymiseen ei ole I6ydetty. Triploidien kalojen stressivasteita
liittyen meriveteen siirtoon, eristdmiseen, kuljetukseen ja liikuntaan ovat tutkineet mm. Benfey &
Biron (2000), Hyndman ym. (2003a,b), Sadler ym. (2000 a,b), Taylor ym. (2007) ja Legatt ym.
(2011). Tutkimusten lahtokohtana on ollut selvittdd stressin vaikutusta triploidien kalojen
kuolleisuuteen viljelyoloissa. Erojen kuolleisuudessa on odotettu johtuvan lahinna triploidien
kalojen suurentuneesta solukoosta ja elinten véhdisemmasta solumé&aréstd, mutta niiden vaikutusta
ei ole voitu todistaa. Samalla triploidien ja diploidien kalojen stressivasteissa ei ole juurikaan
havaittu eroja (Taylor ym. 2007). My0s tautivasteita tutkittaessa erot ploidiatasojen valilla ovat

olleet pienia (Langston ym. 2001; Budifio ym. 2006).

On epaselvad miksi triploidit kalat sietavat koeolosuhteissa monenlaisia stressitekijoitad yhta hyvin
tai lahes yhta hyvin kuin diploidit, mutta intensiivikasvatuksessa triploidien kalojen kuolleisuus on
suurempaa (Piferrer ym. 2009). Tilanteet, joissa on useita eri stressitekijoitd, ovat mahdollisesti
haastavampia triploideille kaloille. Liséksi monet kokeet ovat olleet lyhytkestoisia, jolloin kaikki
erot eivat ole valttaméattd padsseet esille. Triploidien kalojen viljelyssa onkin siis Kiinnitettava
diploideja enemman huomiota viljelyolosuhteisiin (Maxime 2008).
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2.4.2 LAmmonsietokyky

Triploidien lohikalojen lammaonsietokykya on tutkittu paljon (esim. Ojolick ym. 1995; Galbreath
ym. 2006; Atkins & Benfey 2008), koska lampimat kesat ovat ajoittain aiheuttaneet triploidien
kalojen kuolleisuuden kasvua. Tutkimustulokset lampdtilan vaikutuksesta ovat Kkuitenkin
ristiriitaisia. Triploidien ja diploidien kalojen vasteessa hetkelliseen lampdétilan nousuun ei ole
havaittu eroa (esim. Galbreath 2006), mutta Ojolick ym. (1995) havaitsivat kirjolohelle tehdyssa
kokeessa, ettd pitkakestoinen korkea lampdtila (21 °C, 57 paivad) lisasi triploidien kalojen
kuolleisuutta. Hyndman ym. (2003a) tutkivat puronierian selviytymistd uuvuttavasta
liikuntastressistd kuukauden kestaneen lampostressin (19 °C) jalkeen. Kuukauden lampiméan veden
jakson aikana yksik&éan kaloista ei kuollut, mutta uuvuttavan liikuntastressin jalkeen kymmenesta
triploidista kalasta kuoli yhdeksén. Kaikki diploidit kalat kuitenkin selviytyivat kokeesta.
Triploidien ja diploidien kalojen kuolleisuudessa ei havaittu eroa, kun samantyyppinen koe tehtiin
viileassa (9 °C) vedessd (Hyndman ym. 2003b). Selkead syyta triploidien kalojen korkeampaan
kuolleisuuteen lampostressid seuranneessa liikunnassa ei l0ydetty, mutta sen epdiltiin johtuvan

usean eri stressitekijan kasautumisesta (Hyndman ym. 2003a, 2003b)

Triploidien kalojen diploideja suurempi kuolleisuus lampimissd vesissa voi johtua
kykenemattomyydestd sopeutua kasvaneeseen hapen tarpeeseen (Ojolick ym. 1995). Lampdtilan
nousu vahentdd liukoisen hapen madrédd vedessd ja samalla kiihdyttdd kalan metaboliaa.
Optimaalisessa lampdtilassa (+15 °C) triploidien ja diploidien lohien veren hapensitomiskyvyssa ei
kuitenkaan ole havaittu merkitsevaa eroa (Sadler ym. 2000). Nayttaakin siltd, ettd ainakin hyvissa
olosuhteissa triploidien kalojen suuremmat punasolut pystyvat kompensoimaan pienemman
lukumééranséd suuremmalla yksittédisen solun hemoglobiinimé&ralla. Atkins & Benfey (2008)
mukaan triploidien lohien ja puronierididen (Salvenius fontinalis) hapen kulutuksesta mitattu
perusmetabolian taso saavuttaa maksiminsa alhaisemmissa lampdtiloissa kuin diploidien. Hieman
kohollaan olleissa lampotiloissa (lohi: 12 °C ja 15 °C, taimen: 9 °C ja 12 °C) perusmetabolian taso
oli triploideilla kaloilla korkeampi kuin diploideilla, mutta korkeammassa lampétilassa (lohi 18 °C,
taimen 15 °C) triploidien metabolian taso oli alle diploidien vastaavan. Koska kalojen metabolian
tason odotetaan nousevan lampdtilan noustessa, on mahdollista, ettd triploidien kalojen

lampatilaoptimi on matalampi kuin diploidien.
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2.5 Triploidian vaikutus genetiikkaan

2.5.1 Triploidien kalojen geenien ilmentyminen

Diploideilla organismeilla ilmiasu maaréytyy kahden alleelin perusteella, kun taas polyploidisella
organismilla yhteen geenilokukseen liittyy useita alleeleja. Triploidilla kalalla jokaiseen lokukseen
liittyy kaksi maternaalista alleelia ja yksi paternaalinen alleeli. Tdméa saattaa muuttaa lokusten
sisdisia (dominantteja) tai lokusten vélisid (epistaattisia) vuorovaikutuksia (Johnson ym. 2007).
Maternaalisen kromosomiston kaksinkertaistuminen lisdd matid tuottaneen emokalan vaikutusta
triploidin jalkeldisen ilmiasuun. Polyploidien kalojen alleelien valisista vuorovaikutuksista tiedetaan
kuitenkin vahan. Johnson ym. (2007) tekeméssd kokeessa kuningaslohella (Oncorhynchus
tshawytscha) triploidia lisasi ilmiasujen variaatiota summautuvien (polygeenisten) geenien
séatelemissa ominaisuuksissa. Kokeessa havaittu triploidien kuningaslohien lisdantynyt
fenotyyppinen varianssi (esimerkiksi kalan koon suhteen) lisda jalostuksen haasteita, koska
muutokset alleelien suhteissa voivat heikentdd diploideilla kaloilla tehdyn jalostustyon tuloksia.
IImiasujen kohonnut varianssi saattaisi liséksi selittad ristiriitaisia tuloksia kasvatuskokeissa ja

epamuodostumien méarissa (Sadler ym. 2001; Johnson ym. 2007).

Alleelien maarén nousu johtaa myods geenien ilmenemistason nousuun yksittaisessa solussa, ja se
voi héirita solun normaalia toimintaa (Ching ym. 2010). Nisékkaat selviytyvét huonosti téllaisesta
ilmenemistason muuntumisesta, mutta monet kalalajit selviytyvéat polyploidian aiheuttamista
muutoksista geenien ilmenemisessa (Ching ym. 2010). IImentymistason nousua kompensoi solujen
suurempi koko, joka laimentaa geenien ilmentymisen diploidien kalojen tasolle, jolloin negatiivisia
vaikutuksia ei ilmene (Shrimpton 2007; Ching ym. 2010). Toisaalta Pala ym. 2008 havaitsivat
triploidia allopolyploidista sarkikalaa (Squalius alburnoides) tutkiessaan, ettd maternaalisen ja
paternaalisen kromosomiston alleeleja ei ilmennetty eri kudoksissa samassa suhteessa, vaan etta
alleelien ilmentymisté sdadeltiin kudoskohtaisesti. S&atelyn johdosta yli-ilmentymista ei tapahtunut
ja solut vaikuttivat toiminnallisesti diploideilta. Triploidien kalojen geenien ilmentymisté tunnetaan

kuitenkin huonosti.
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2.5.2 Hsp-proteiinit

Lamposhokkiproteiinit (eng. heat shock proteins, Hsp) toimivat muun muassa proteiinien
kuljetuksessa, laskostamisessa, korjaamisessa ja denaturoituneiden proteiinien
uudelleenaktivaatiossa (Basu ym. 2002; Iwama 2004). Hsp-proteiinit jaotellaan perheisiin
molekyylipainojensa mukaan. Eri perheet siséltavat useita proteiineja, joiden toiminnot ovat osittain
paallekkaisid. Osaa kirjolohien Hsp-proteiineista ilmennetddn jatkuvasti ja ne liittyvat solun
normaaliin toimintaan, mutta osa niistd ilmentyy vain stressitilanteessa, kuten lampdétilan nousussa
(Ojima 2007; Viant ym 2003). Tarkeimmat lohikalojen tutkimukseen kaytetyt proteiinit ovat Hsp70
(68-73 kDa), Hsp90 (85-90 kDa) ja pienikokoiset Hsp-proteiinit (16-47 kDa) (Basu ym. 2002).
Hsp70 on parhaiten tunnettu ja eniten tutkittu proteiiniperhe, jonka péatehtdvdnd on toisten
proteiinien laskostaminen ja korjaaminen. Hsp70-proteiiniperheeseen kuuluu jatkuvasti
ilmennettavia ja indusoituvia geeneja. Hsp90-proteiiniperheen toiminta liittyy eniten sytoskeletoniin

ja hormonireseptoreihin, kun taas pienikokoiset Hsp-proteiinit ovat ainoastaan indusoituvia.

Lohikalojen stressivasteen tutkimuksessa Hsp-proteiinit ovat tdrkein molekyylibiologinen
tutkimuskohde, mutta kattavaa tietoa siitd miten eri Hsp-proteiinit ilmenevat eri lajeissa ei vield ole
(Ojima 2005). Hsp-perheen proteiineja ei ilmennetd vain lampo6tilan noustessa vaan niiden on
havaittu vastaavan hyvin erilaisiin stressitekijoihin kuten suolapitoisuuteen, tauteihin, kemikaaleihin
ja hormoneihin (Deane & Woo 2011; Rasanen ym. 2012). Ne eivét ole kuitenkaan yhta herkkia
naytteenoton ja kasittelyn aiheuttamiin muutoksiin kuin perinteiset stressimittarit kuten kortisoli
(Roberts ym. 2010). Hsp-proteiinien kayttd kalojen stressin tutkimisessa ei kuitenkaan ole
yksiselitteistd, silld aikaisesmman kasvatushistorian vaikutus vasteisiin voi olla merkittavaa (lwama
2004). Esimerkiksi Werner ym. (2006) havaitsivat laitoskasvatetun kirjolohen hsp60- ja hsp90-
geenien vasteiden lampostressiin olevan huomattavasti luonnonkaloja heikompia. Lisaksi hsp-
geenien tutkimista vaikeuttaa esimerkiksi Kkirjolohella kromosomiston tetraploidisaatio lajin
historiassa. Muinainen tetraploidisaatio on lisannyt samankaltaisten hsp-geenien mééraa ja niiden
erottaminen toisistaan on ajoittain hankalaa. Samalla eri geenien toiminnot voivat olla osittain

paéllekkaisia.
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3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli verrata pitkakestoisen lampdtilastressin vaikutusta triploidien
ja diploidien kirjolohien selviytymiseen vahé&happisissa ja korkeahappisissa tilanteissa. Triploidien
kalojen on havaittu kestavan huonosti etenkin pitkdkestoista lampostressid (Ojolick ym. 1995),
mutta on epéselvad johtuuko triploidien kalojen diploideja huonompi selviytyminen happistressista
vai pelkéstd lampotilasta. Kayttamélld kahta eri happipitoisuutta voidaan selvittdd johtuuko
triploidien kalojen heikompi selviytyminen lampimissé oloissa l&hinna liian korkeasta lampétilasta
vai ldmpdtilan ja happistressin yhteisvaikutuksesta. Lisdksi kalojen stressin tasoa tutkittiin
seuraamalla hsp-geenien ilmenemistd. Hsp-geenejd k&ytetddn usein lyhytkestoisen stressin
tutkimiseen koska vaste on voimakkaimmillaan lyhyen ajan kuluttua lampétilannoususta, mutta
myos pitkéaikainen lampotilastressi voi aiheuttaa hsp-geenien ilmenemista (Viant ym. 2003). Jos
triploidien kalojen hsp-geenien ilmentymistasot hapetetussa lampimassé vedessa ovat diploideja
korkeammat se voi viitata niiden olevan stressaantuneempia lammon vaikutuksesta. Toisaalta jos
triploidien ja diploidien kalojen vélill& ei ole eroa hapetetussa l&mpimésséd vedessd, mutta
vahahappisessa vedessa triploidit kalat ilmentavat enemman hsp-geeneja kuin diploidit, se viittaisi

triploidien ongelmiin happistressiin sopeutumisessa lampimissa oloissa.

Suurin osa l&mpostressitutkimuksesta on keskittynyt lyhytaikaiseen stressivasteeseen, tdssé
kokeessa kalat kuitenkin altistettiin pitk&kestoiselle stressille koska lyhytkestoinen lampdstressi ei
ole aiheuttanut eroja kuolleisuudessa eri ploidiatasojen valille (Galbreath ym. 2006). Samalla
vertailtiin kalojen kasvunopeutta. Erillisessa kokeessa oli tarkoituksena selvittdd diploidien ja
triploidien kirjolohien stressigeenien ilmentymisen valisia eroja viileissa vesissa. Tdman kokeen
tarkoituksena oli varmentaa triploidien ja diploidien kalojen hsp-geenien ilmentymisen olevan

samanlaista kun niita kasvatetaan mahdollisimman véahéan stressaavissa oloissa.

4. AINEISTO JAMENETELMAT

4.1 Kalat

Kokeissa kaytettiin  Kuopion vyliopiston kalantutkimusyksikéssa kasvatettuja kolmivuotiaita
triploideja ja diploideja kirjolohia. Kalat oli tuotettu vuonna 2007 Molekyylibiologian sovellukset

vesiviljelyssé -opintojakson harjoitustydssé. Triploidia oli indusoitu lampdshokkimenetelmélla (+27
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°C, 10 min) viidessa eri hedelmoityksen jalkeisessa aikapisteessd (100 °Cmin, 250 °Cmin, 400
°Cmin 550 °Cmin ja 700 °Cmin). Hedelmoitettyja munasoluja oli pidetty +10 °C:ssa
shokkikasittelyn alkamiseen asti ja ne siirrettiin samaan l&mpotilaan shokin jélkeen. Kalojen
polyploidia astetta ei tutkittu valittomasti vaan kaloja kasvatettiin kolmivuotiaiksi asti shokkiin
kaytettyjen aikapisteiden mukaan jaotelluissa altaissa vahaisella ruokinnalla. Kalojen ploidia-aste
selvitettiin mittaamalla punasolujen tumien pituudet may-grunwald vérjatyista verisivelyista
(Taulukko 1) (Nousiainen & Granlund 2011). Tulokset varmennettiin virtaussytometrianalyysilla.
Néaytteenoton yhteydessd kalat yksilomerkittiin PIT-merkilla (personal identification tag), joka

sijoitettiin ruumiinonteloon.

Taulukko 1. Triploidisaatiokésittelyn onnistuminen, elossa séilyneiden kalojen maéarat seka
epdmuodostumien osuus (Nousiainen & Granlund 2011).

3N 2N 3N
Ryhma Kaloja (kpl) o) o) epamU(()(;)(;stumat epamu;);)c))stumat
100 °Cmin 40 75 25 2,5 -
250 °Cmin 101 34 67 - -
400 °Cmin 74 54 46 - -
550 °Cmin 11 91 9 - -
700 °Cmin 48 100 - 12,5 -

Aluksi kokeeseen 1 (Triploidien kirjolohien hsp-geenien ilmentyminen viiledssd vedessd) ja
kokeeseen 2 (L&mpo- ja happistressin vaikutus triploidien kirjolohien selviytymiseen ja hsp-geenien
ilmentymiseen) valitut triploidit kalat olivat triploidisaatioryhmasta 250 °Cmin ja diploidit kalat
olivat yhdistelma triploidisaatioryhmistd 250 °Cmin ja 400 °Cmin diploideiksi jaaneita kaloja.
Vesipumpusta johtuneiden teknisten ongelmien takia kaikki kokeen 2 kalat kuolivat, eikd niista
pystytty ottamaan kudosndytteitd kvantitatiivista PCR-analyysié varten. Taman jalkeen molemmat
kokeet aloitettiin alusta siten, ettd molempiin kokeisiin kaytetyt triploidit kalat olivat
triploidisaatioryhmista 100 °Cmin, 250 °Cmin ja 400 °Cmin ja diploidit kalat olivat
triploidisaatioryhmista 100 °Cmin, 250 °Cmin, 400 °Cmin ja 550 °Cmin diploideiksi jaaneita kaloja.
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4.2 Koejarjestely

4.2.1 Kasvatusolosuhteet

Kokeissa kéytetyt triploidit ja diploidit Kirjolohet jaettiin lohkoihin painonsa ja ploidia-asteensa
perusteella, mink& jélkeen ne arvottiin kahteen eri kokeeseen satunnaisesti niin, ettad ryhmissa oli
yhtd suuret madrét isoja ja pienid kaloja. Diploidit kalat olivat shokkikasittelyn saaneita, mutta

diploideiksi jaéaneité kaloja.

Ennen kokeiden alkua kalat rauhoitettiin pienelld annoksella nukutusainetta (MS222, 0,033¢/l,
Na,CO3 0,033 g/l) ja niiden paino mitattiin rauhoitussammiossa. Punnituksen jalkeen kalojen PIT-
merkki luettiin ja ne jaoteltiin koeryhmiin. Ensiksi kalat siirrettiin valiaikaisiin altaisiin (60 1) ja
yhden yon jalkeen ne siirrettiin koealtaisiin. Kaloja ei ruokittu siirtoa edeltdvanad paivana eika
kahtena péivana koealtaisiin siirron jalkeen. Kaloja ruokittiin kokeen aikana 5g/kala/péiva (Efico
Enviro 932 kirjolohi (4,5 mm), BioMar), joka aamupéivd lukuun ottamatta kokeen lopettamista
edeltdvad paivaa, jolloin kaloja ei ruokittu. Vesi oli sekoitus rumpusuodatettua pohjavettd ja

pintavetta.

Kokeiden aikana veden happipitoisuutta mitattiin kolmena pdivana viikossa. Ulos tulevan veden
happipitoisuus maaritettiin aamulla ennen ruokintaa ja n. 5 tuntia ruokinnan jalkeen. Altaisiin

tulevan veden happipitoisuus madritettiin kerran naytteenottopéaivina.

Johtuen suurista painoeroista ryhmien sisélld kaikki kasittelyryhmaét jaettiin kahteen osaan odotetun
kasvun perusteella (Kuva 2). Jokaisesta ryhmasta selvitettiin korrelaatio kokeen aikana tapahtuneen
painon nousun ja kalan alkupainon suhteen. Ne Kkalat, jotka olivat kasvaneet ryhmakohtaista
kasvuodotusta paremmin (korrelaatiosuoran ylapuolella), jaettiin ryhmdan hyvin kasvaneet ja ne
jotka olivat kasvaneet huonommin (korrelaatiosuoran alapuolella) jaettiin ryhmdin huonosti

kasvaneet.
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Kuva 2. Esimerkkikuvaaja yhden triploidi-ryhmén kalojen jakamisesta huonosti kasvaneisiin (A) ja

paremmin kasvaneisiin (#) odotetun kasvun perusteella.

4.2.1.2 Koe 1: Triploidien kirjolohien kuolleisuus ja hsp-geenien ilmentyminen

viiledssa vedessa

Triploideja ja diploideja kaloja kasvatettiin Kuopion Yliopiston kalantutkimusyksikdssa 10 +1 °C
lampotilassa 20 vuorokauden ajan. Kasvatukseen kéytettiin 180 litran altaita, jotka oli jaettu
kolmeen yhtd suureen osaan muovitetulla metalliverkolla, jonka terdvat reunat oli suojattu.
Verkkojen pysymiseksi paikallaan niissa oli my0ds painona yksi pyodred luonnonkivi/ryhmé. Yksi
jaetuista osioista oli tyhja, yhdessé oli 6 triploidia kalaa ja yhdessa 6 diploidia kalaa (Kuva 3).
Jokaisella ryhmaélla oli n. 60 | uimatilaa. Altaiden virtaus oli n. 20 I/min. Altaiden tuloveden

happipitoisuus oli 8,6 £0,1 mg/l ja lahtdveden 8,4 £0,2 mg/I.
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Kuva 3. Triploidien (3N) ja diploidien (2N) kirjolohien (Oncorhynchus mykiss) allasjarjestys
kokeessa 1. Koeryhmadt arvottiin muovitetuilla verkoilla jaettuihin osastoihin. Kokeen jélkeen

ryhmat jaettiin hyvin kasvaneisiin (valkoiset kalat) ja huonosti kasvaneisiin (mustat kalat).

4.2.1.3 Koe 2: Lampo- ja happistressin vaikutus triploidien kirjolohien

kuolleisuuteen ja hsp-geenien ilmentymiseen

Lampo- ja happistressin tutkimiseksi lampimissa oloissa diploideja ja triploideja kaloja kasvatettiin
20 paivaa + 20 °C vedessa Elintarviketurvallisuusviraston (EVIRA) Kuopion toimipisteessa.
Kokeen alussa kalat totutettiin korkeaan lampotilaan nostamalla veden lampoa 1 °C paivassa 10
paivan ajan. Kaloja kasvatettiin 120 | altaissa, jotka oli jaettu kahteen yhtd suureen osaan
muovitetulla metalliverkolla (Kuvat 4 ja 5). Kuuden kalan ryhmalld oli n. 60 | uimatilaa. Altaiden
vesivirtaus oli n. 12 I/min. Kolme allasta sai hapetettua tulovettd. Hapetetuissa lampimén veden
altaissa tuloveden happipitoisuus oli 11,9 +0,2 mg/l ja altaasta lahtevén veden happipitoisuus oli 8,6
+0,4 mg/l. Véhé&happisissa lampiman veden altaissa tuloveden happipitoisuus oli 8,9 0,02 mg/l ja

altaasta poistuvan veden 6,5 £0,3 mg/I.
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Kuva 4. Triploidien (3N) ja diploidien (2N) kirjolohien (Oncorhynchus mykiss) allasjérjestys
kokeessa 2. Koeryhmat arvottiin muovitetuilla verkoilla jaettuihin osastoihin. Kolme allasta sai
lisahappea tulovedesséd (harmaat nuolet). Kokee jalkeen ryhmat jaettiin hyvin kasvaneisiin

(valkoiset kalat) ja huonosti kasvaneisiin (mustat kalat).
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Kuva 5. Kuva kokeessa 2 kaytetysta altaasta.

4.2.3 Naytteenotto

Kokeen pééattyessa kalat poistettiin altaista haavilla ja lopetettiin nopeasti iskemallda p&&han.
Kaloista mitattiin pituus sekd paino ja niista otettiin lihas, sydan, maksa ja munuaisnaytteet (n. 1
g/kudos). Lihasnéytteet otettiin kalan kyljesta lihaksen paksuimmalta kohdalta ja munuaisnaytteet
munuaisten kraniaalisesta kérjestd. Kudosnaytteet sailottiin RNAlater-liuokseen (RNAlater RNA
Stabilization Reagent, Qiagen, 500 pl) ja pakastettiin sailytysta varten (-70 °C). Hsp-geenien

ilmeneminen méaritettiin lihasndytteista.

4.3 Laboratorioty6t

4.3.1 RNA:n eristys ja DNaasi kasittely

Sailotyista lihasndytteistd eristettiin RNA. Naytteestd otettiin kasittelyyn noin puolet ja se
hierrettiin TRIzol Reagent -liuoksessa (500 ul, Molecular Research Center). Homogenisoituun
ndytteeseen lisattiin 500 pl TRIzol reagenssia ja ndytettd inkuboitiin 5 minuuttia (HL). Nédytteeseen
lisattiin 200 ul kloroformia ja sekoitettiin voimakkaasti (20 s). Naytteitd inkuboitiin (2 min HL) ja
sentrifugoitiin (15 min, 12 000 g, 4 °C). RNA:n eristysta varten ndytteen ylafaasi erotettiin ja loput
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sailottiin pakkaseen (-70 °C). Erotettuun ylifaasiin lisittiin 500 pl isopropanolia ja naytetta
sentrifugoitiin (12 000 g, 10 min, 4 °C). Saatu RNA-pelletti pestiin kahdesti (1 ml, 75 % EtOH).
Sakka kuivatettiin (n. 10 min, HL) ja liuotettiin (30 ul, H,0). RNA:n pitoisuus mitattiin
spekrofotometrisesti (Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer)

Alun perin néytteille tehtiin cDNA-synteesi (Verso™ SYBR Green 2-Step QRT-PCR Kit), mutta
kvantitatiivisissa PCR-analyyseissa havaittiin naytteiden sisaltdvan genomista DNA:ta. Siksi RNA-
naytteet kasiteltiin  uudestaan genomisen DNA:n poistamiseksi (DNA-Free RNA Kit;
ZymoResearch) ja puhdistettu RNA-liuotettiin veteen (10 pl).

4.3.2 Naytteiden yhdistaminen ja cDNA-synteesi

Kasvun perusteella ryhmiin jaettujen kalojen RNA-naytteet yhdistettiin keskenéén tasaten RNA:n
madran siten, ettd yhdistelménéytteeseen tuli yhteensd 1 pug RNA:ta. Naytteistd tehtiin cDNA
synteesi [4 ul 5 x reaktio puskuri; 0,5 pul RNaasi-inhibiittori (Ribolock RNase inhibitor, 1 U/ul
Thermo Scientific)], 2 pul ANTP (10 mM); 1 pl kaénteistranskriptaasi (RevertAid MuLV Reverse
Transcriptase 200 U/ul Fermentas; RNA 1 pg). Néytteitd inkuboitiin (60 min + 42 °C ja 10 min +
70 °C) (PTC-200 Thermal Cycler, MJ Receach), minka jalkeen ne siirrettiin pakkaseen (-20 °C).
cDNA synteesissa oli mukana kaksi kaanteistranskriptaasia sisaltamétonté kontrollindytetta.
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4.3.3 Kvantitatiivinen PCR

Kaikista cDNA-naytteistd tutkittiin hsp30:n, hsp70:n ja hsp90:n suhteelliset MRNA-tasot
kvantitatiivisella PCR-menetelmallé. Kaytetyt alukkeet olivat hsp30, hsp70 ja hsp90 (Taulukko 2).
Analyysia varten testattiin kontrolligeenit EF/a, RPL2 ja NUOR. Analyyseissa kaytettiin NUOR-
geenid, koska sen ilmentymistasot vastasivat parhaiten hsp-geenien ilmentymistasoja ja sen

ilmentyminen oli tasaista késittelyryhmien valilla.

Néaytteet analysoitiin kvantitatiivisella PCR-reaktiolla (SYBR Green 2-Step QRT-PCR Kit;
alukkeiden pitoisuus reaktiossa 70 nM; 1,4 ul cDNA). cDNA-naytteet oli laimennettu 1:50. Kaikki
naytteet tehtiin kahtena replikaattina ja analyysit toistettiin kerran. Jokaisessa ajossa cDNA:sta
tehtiin laimennossarja (1:10, 1:100, 1:1000, 1:2000) yhden cDNA-naytteen avulla. Jokaisesta
laimennossarjasta laskettiin standardisuora (kynnyssykli verrattuna laimennossarjan logaritmiin),

jonka avulla laskettiin monistumistehokkuus (E):

E= (10-1/standard|suoran kulmakerrom_l)*100

Analysointiin hyvéksyttiin ainoastaan tulokset ajoista, joissa monistumistehokkuus oli riittavé (0.8
< E < 1.1). Geenien ilmentymistasot laskettiin standardisuoran yhtalon avulla ja lopulta
normalisoitiin ensin NUOR geenin méaaraan ja verrattiin sitten kontrollikasittelyyn. Kokeessa 1
kontrollina olivat hyvin kasvaneet diploidit kalat ja kokeessa 2 kontrollina olivat hapetetussa
vedessd hyvin kasvaneet diploidit kalat. Kaikissa ajoissa oli mukana entsyymiton cDNA-synteesi
néyte ja nayte, jossa ei ollut cONA:ta.
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Taulukko 2. Hsp- ja kontrolligeenien monistamiseen kaytetyt alukkeet

Geeni

Emasjarjestys (5 — 37)

EFlo  elongation factor 1 a

RPL2  ribosomal protein L2

NUOR NADH-ubiquione oxidoreductase

hsp30 heat shock protein 30

hsp70  heat shock protein 70

hsp90 heat shock protein 90

F: CAC CGG CCATCT GAT CTA CAA

R: TCAGCAGCCTCCTCCTTCTCGAACTTC
F: TAACGC CCT CTT CAC GTT GA

R: ATG AGG GAC CTT GTA GCC AGC AA

F: CAA CAT AGG GAT TGG AGA GCT GTACG
R: TTC AGAGCC TCATCT TGCCTG CT

F: GTG GGA AGG AAG CTG AGA GTC AGT

R: CTC AGG ATT CAC GCC TTC AGG CAG

F: TGG CGA CAA GTC TGA GAA CGT CCAG
R: GGT CTG TTT GGA TGG GAT GGT GGT G
F: CAAGGTGGG AAT CCA TGA AGA CG

R: CAG GGA GAC CAT TTC GTC AGCG

4.4 Kasvutulosten kasittely

Kalojen pituudesta, painosta, ruumiinmuodosta (pituus/paino) kokeen alussa laskettiin keskiarvot.

Kaloista laskettiin myds kuntokerroin:

Kuntokerroin = paino (g) / pituus (cm)*® * 100

Johtuen ryhmien vélisistd kokoeroista pituuden ja painon kasvu laskettiin suhteellisena

paivakohtaisena kasvuna (SGR) (Sacobie ym. 2012) kéyttden kaavoja:

SGRPaino (%paiva_l): [In(M|oppu) - In(Ma"(u)]/ d * 100

joissa Miqgppy ON paino kokeen lopussa (g), May On paino kokeen alussa (g), Pioppu ON pituus kokeen

lopussa (cm), P4y 0n pituus kokeen alussa (cm) ja d on pdivina kulunut aika.
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4.5 Tilastolliset analyysit

Kaikki tilastolliset analyysit tehtiin IBM SPSS Statistics 19 -ohjelmalla. Kalojen painosta,
pituudesta ja ruumiinmuodoista kokeen alussa laskettiin keskiarvot ja hajonnat. Erot triploidien ja
diploidien kalojen vélilla kokeiden alussa analysoitiin riippumattomien ndytteiden t-testilla.

Kokeessa 1 erot painon ja pituuden kasvussa seka hsp-geenien ilmenemisessé laskettiin lineaarisella
sekamallilla kéayttden kasvatusallasta satunnaismuuttujana ja ploidiatasoa seka kasvuodotusta (hyvin
ja huonosti kasvaneet) kiinteind muuttujina. Kokeen 2 tulokset laskettiin lineaarisella sekamallilla
kéyttden kasvatusallasta satunnaismuuttujana ja ploidiaryhmdd, kasvuodotusta sek& happitasoa

Kiinteind muuttujina.

5. TULOKSET

5.1 Triploidien ja diploidien kalojen kasvu ja ruumiinmuoto kokeissa 1 ja 2

Kokeisiin valitut diploidit kalat olivat merkitsevasti suurempia kuin triploidit (Taulukko 3).
Triploidien ja diploidien kalojen kuntokertoimet eivat eronneet toisistaan. Triploidien kalojen
painon suhteellinen paivakohtainen nousu (SGRpaino) Oli diploideja suurempaa kaikissa ryhmissa,
mutta ero oli tilastollisesti merkitsevd ainoastaan kokeessa 1 (p = 0,002). Triploidien kalojen
suhteellinen péivakohtainen pituuskasvu (SGRpiwus) Oli my6s hiukan diploideja nopeampaa, mutta
ero oli merkitsevé ainoastaan véhéhappisessa vedessé kokeessa 2 (p = 0,05).

33



Taulukko 3. Diploidien ja triploidien kirjolohien pituus, paino ja kuntokerroin kokeiden 1 ja 2
alussa, seka kasvu kokeiden aikana. Tilastolliset erot diploidien ja triploidien kalojen vaélilla
ké&sittelyryhmien sisélla on merkitty kirjaimin a, b (p < 0,05).

Paino Pituus
Késittely- Ploidia  kokeen kokeen Kunto- SGRpaino SGRpituus
ryhmat alussa  kerroin (Yopaiva™) (Yopaiva™)
alussa (Q) (cm)
. 501° 35,3° 1,1 1,03° 0,31
koo TOTC AN hon)  #80) (202) (20,31) (20,19)
1 362° 31,8 1,1 1,39° 0,38
+10°C SN 66)  (+20)  (+0,2) (+0,32) (0,2)
Hapetettu 5252 33,9 14 0,74 0,36
+20 °C (£121)  (#3,1)  (20,3) (£0,37) (£0,25)
Hapetettu o 439" 323 1,3 0,81 0,48
Koo  +20°C (£113)  (#£3,6)  (0,4) (£0,47) (£0,32)
2 a a a
. 537 34.8 1,3 0,82 0,34
*20°C 2N hq36) #37)  (203) (20,46) (£0,18)
. 414 32,3" 1,2 0,95 0,46
¥20°C SN *93)  (+23)  (0,2) (+0,51) (0,16)

5.2 Koe 1: Triploidien kirjolohien kuolleisuus ja hsp-geenien ilmentyminen
viiledssa vedessa

Yksikaan triploidi tai diploidi kala ei kuollut kokeen aikana. Hsp-geenien ilmentymistasoissa ei
havaittu eroja triploidien ja diploidien vélilla. Hyvin kasvaneiden diploidien kalojen (kontrolli)
hsp30-geenin ilmentymistaso oli merkitsevasti matalampi (p < 0,001) kuin huonosti kasvaneiden
diploidien (Kuva 6). Myds hsp70- ja hsp90-geenit ilmentyivét kontrollia voimakkaammin huonosti
kasvaneilla diploideilla kaloilla, mutta tulos ei ollut merkitseva. Muita eroja hsp-geenien (hsp30,
hsp70 ja hsp90) ilmentymistasoissa ei havaittu. Suhteellisesti huonommin kasvaneet diploidit
ilmensivat hsp -geeneja hieman enemmé&n kuin paremmin kasvaneet diploidit. Suhteellisesti

paremmin kasvaneilla triploideilla kaloilla ndytteiden hajonta oli erittdin suuri.
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2N hyvin kasvaneet 2N huonosti kasvaneet 3N hyvin kasvaneet 3N huonosti kasvaneet

Kuva 6. Diploidien (2N) ja triploidien (3N) kirjolohien lihaskudoksen hsp30-, hsp70- ja hsp90-
geenien ilmentyminen viiledssd vedessa (+10 °C). Geenien ilmentymistasot on suhteutettu hyvin
kasvaneiden diploidien kalojen geenien ilmentymistasoihin. Merkitsevéa ero (p < 0,001) kontrolliin

verrattuna on merkitty *.

5.3 Koe 2: Lampo6- ja happistressin vaikutus triploidien Kirjolohien
kuolleisuuteen ja hsp-geenien ilmentymiseen

Yksikaan triploidi tai diploidi kala ei kuollut kokeen aikana. Triploidien ja diploidien kalojen hsp-
geenien ilmentymistasot eivat eronneet toisistaan merkitsevésti (Kuva 7). Suhteutettuna hapetetussa
vedessa hyvin kasvaneisiin diploideihin kaloihin (kontrolli) vah&happisessa vedessd hyvin
kasvaneet diploidit kalat ilmensivat hsp90-geenid merkitsevasti kontrollia enemman (p = 0,026).

Muita tilastollisia eroja ryhmien vélilla ei havaittu.
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40
35
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Suhteellinen
ilmentymistaso hsp30

14
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Suhteellinen
ilmentymistaso hsp70
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Suhteellinen
iimentymistaso hsp90

A B Hapetettu +20°C vesi

20 ~
15 A
10 A

M +20°C vesi

2N hyvin 2N huonosti 3N hyvin 3N huonosti

kasvaneet kasvaneet kasvaneet kasvaneeet

E Hapetettu +20°C vesi

B M +20°C vesi
2N hyvin 2N huonosti 3N hyvin 3N huonosti
kasvaneet kasvaneet kasvaneet kasvaneeet
C

B Hapetettu +20°C vesi

B +20°C vesi

2N hyvin 2N huonosti 3N hyvin 3N huonosti
kasvaneet kasvaneet kasvaneet kasvaneeet

Kuva 7 Pitkakestoisen lamp0O- ja happistressin vaikutus lihaskudoksen hsp30- (A), hsp70- (B) ja

hsp90- (C) geenien ilmentymiseen hyvin kasvaneilla ja huonosti kasvaneilla diploideilla ja

triploideilla kirjolohilla. Geenien ilmentymistasot on suhteutettu hapetetussa vedessd hyvin

kasvaneiden diploidien kalojen geenien ilmentymistasoihin. Merkitseva ero (p < 0,05) ryhmien

valilla on merkitty *.
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Hsp70-geenin  kvantitatiivisen PCR-reaktion sulamiskdyra-analyysissa néakyi kaksi eri
monistustuotetta (Kuva 8). Lahes kaikissa + 10 °C:ssa kasvatettujen kirjolohien (2N & 3N) PCR
tuotteiden sulamiskayrissa oli vain yksi huippu (n. 81 °C ), mutta kahdessa + 10 °C
yhdistelmanaytteessd ja kaikissa +20 °C vedessd kasvatettujen Kkirjolohien PCR-tuotteiden
sulamiskayrissa oli joko yksi huippu (n. + 84 °C) tai kaksi huippua (n. 81 °C ja 84 °C). PCR-
tuotteita yritettiin sekvensoida, mutta kunnollista sekvenssié ei saatu.

100 + + + + + + + + 4—t + + + + + + + s 4 + + + +—4 i ..........
!

65.0 700 75.0 80.0 35 0 90.0 95.0

Lampdtila °C
Kuva 8. hsp70-geenin cDNA:sta monistettujen PCR-tuotteiden sulamiskéyrat kokeissa 1 ja 2.
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6. POHDINTA

6.1 Tutkimuksen tarkoitus

Tama tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd eroja triploidien ja diploidien kalojen hsp-geenien
ilmenemisessé viiledssa vedessad ja sitd miten pitkékestoinen lampd- ja happistressi vaikuttavat

triploidien kalojen kuolleisuuteen ja hsp-geenien ilmentymiseen.

6.2 Kalat

Kokeissa kéaytetyt triploidit kirjolohet oli tuotettu lamposhokkimenetelmalld viidessd eri
aikapisteessa. Triploidisaatiokésittelyn tuloksia on kuvattu tarkemmin tutkimusprojektissa, jossa
selvitettiin kalojen ploidia-aste (Nousiainen & Granlund 2011). Kokeissa kaytetyt kalat olivat
yhdistelm& eri aikapisteissé tuotettuja kaloja ja se on luultavasti lisannyt tulosten hajontaa, sill&
kaytetylla shokilla voi olla triploidiaan liittymé&ttomié& vaikutuksia (Malison ym. 1993). Shokin
vaikutukset nékyivat myos tdman kokeen kaloissa, silld epamuodostumien suuri maara ryhmassa
700 °Cmin  on  luultavasti  johtunut  lampdshokin  aiheuttamista ~ muutoksista.
Polyploidisaatiokokeessa ei kuitenkaan ollut rinnakkaisia késittelyryhmid, joten tuloksiin taytyy

suhtautua varauksella.

Kolmivuotiaat Kirjolohet olivat erittdin pienikokoisia ikaisikseen, koska niitd oli kasvatettu
vahaiselld ruokinnalla suurissa tiheyksissa. Viljelyssé olevien kirjolohien odotetaan olevan yhta
painavia n. vuoden ik&isind (Bonnet ym. 1999). Kokeeseen valitut triploidit kalat olivat sek&
painoltaan ettd pituudeltaan merkitsevasti pienempia kuin diploidit. Triploidien kalojen on havaittu
kasvavan heikommin yhteiskasvatuksessa diploidien kanssa (Maxime 2008). Suurin syy hajontaan
ryhmien sisélla ja kokoeroihin ryhmien vélilla tdssa kokeessa oli kuitenkin se, ettd triploidit ja
diploidit kalat tulivat useasta eri kasvatusaltaasta, joiden kalatiheydet vaihtelivat. Triploidien ja
diploidien kuntokertoimet olivat kuitenkin samanlaiset, vaikka toisissa kokeissa triploidien kalojen
on havaittu olevan hoikempia (Bonnet ym. 1999; Blanc ym. 2001; Friars ym. 2001). Materiaalin
epatasaisuus ja erot késittelyryhmien vélilla heikentévét kaikkien kokeesta saatujen tulosten
vertailtavuutta. On myds epaselvad, miten kalojen epéatavallisen pieni koko vaikuttaa kokeesta

saatuihin tuloksiin.
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6.3 Kirjolohien kasvu kokeen aikana

Kokeessa 1 triploidien kalojen painon ja pituuden suhteellinen péivakasvu oli diploideja kaloja
nopeampaa, mutta tuloksia on saattanut véaristaa triploidien kalojen pienempi koko kokeen alussa.
Kaloille syotettiin rehua, jota suositellaan 100 — 450 g painoisille kaloille, joten se on saattanut
heikentad tata isompien kalojen kasvua. Tama voisi vaikuttaa etenkin diploideihin kaloihin, joiden
keskimaéarainen paino kokeen alussa oli yli 500 g. Kasvutulosten vertailu onkin erittdin hankalaa
johtuen triploiden ja diploidien kalojen vélisista eroista kokeen alussa, sek& suurista koeryhmien
sisdisistd kokoeroista, jotka ovat saattaneet johtaa kilpailuun altaiden sisélld. Yleensa lohikaloja
yritetddn kasvattaa mahdollisimman tasakokoisissa ryhmissé kasvutulosten parantamiseksi (Ellis
ym. 2002). On kuitenkin huomattava, etta triploidien kalojen painon kasvu oli selkeésti diploideja
parempaa viiledssé vedessd, mutta lampimassa vedessd ero ei ollut yhtd suuri. Myds aiemmissa
kokeissa on havaittu, ettd triploidien kalojen kasvu heikkenee diploideja enemman stressaavissa
olosuhteissa (Maxime 2008; Piferrer ym. 2009).

6.4 Koe 1: Triploidien kirjolohien kuolleisuus ja hsp-geenien ilmentyminen
viiledssa vedessa

Viiledssé vedessé tehdyssd kokeessa yksik&én triploideista tai diploideista kaloista ei kuollut ja
oletuksen mukaisesti triploidien ja diploidien kalojen hsp-geenien ilmentymistasoissa ei havaittu
eroja. Triploidien kalojen geenien ilmentymistasot nayttdvatkin vastaavan diploidien kalojen

ilmentymistasoja hyvisséa kasvatusolosuhteissa (Johnson ym. 2007; Ching ym. 2010).

Koska kirjolohien painot vaihtelivat koeryhmien sisalld, ne oli jaettu kasvuodotuksensa perusteella
hyvin ja huonosti kasvaneisiin. Dominanssi ja hierarkia altaan sisalla vaikuttavat kirjolohien
kasvuun ja hyvinvointiin (Ellis ym. 2002). Oletuksena ryhmien jakamisessa olikin se, etta
kasvuodotusta paremmin kasvaneet olisivat stressaantuneet vahemmén kasvatusoloista, kuin
huonommin kasvaneet. Hyvin kasvaneet diploidit kalat ilmensivatkin hsp30-geenida merkitsevésti
vahemman kuin huonosti kasvaneet. Myds hsp70- ja hsp90-geenit ilmentyivat voimakkaammin
huonosti kasvaneilla kuin hyvin kasvaneilla diploideilla kaloilla, mutta tulos ei ollut merkitseva.
Tulosten perusteella nayttaa kuitenkin siltg, ettd altaiden siséll& oleva kilpailu on aiheuttanut stressié
ja paremmin kasvaneet kalat ovat olleet vdhemman stressaantuneita. Kasvuodotuksen perusteella

tehty naytteiden yhdistely ndyttdd myos toimineen diploideilla kaloilla ja ennustaneen stressin tasoa.
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Triploidien kalojen hsp-geeneissa ei havaittu dominanssista johtuvia eroja, mutta hajonta triploidien

kalojen hsp-geenien ilmentymistasoissa oli erittdin suurta.

6.5 Koe 2: Lampo- ja happistressin vaikutus triploidien Kirjolohien
kuolleisuuteen ja hsp-geenien ilmentymiseen

Toisessa kokeessa tutkittiin happistressin vaikutusta triploidien ja diploidien kalojen selviytymiseen
ja hsp-geenien ilmentymiseen ldmpimissa vesissd. Yksikaan kala ei kuollut kokeen aikana, vaikka
osassa aikaisemmista tutkimuksista pitkdkestoinen kasvatus +20 °C:ssa on johtanut triploidien
kirjolohien suureen kuolleisuuteen (Ojolick ym. 1995). Edes alhainen happipitoisuus yhdistettyné
korkeaan lampédtilaan ei johtanut yhdenk&an kalan kuolemaan. Toisaalta triploidilla puronieriélla
+19 °C kasvatuslampotila ei johtanut kuolleisuuteen kuukauden kasvatuksen aikana, mutta vasta
lampdostressin jalkeinen liikunta aiheutti kuolleisuutta (Hyndman 2003). Triploidien kuolleisuus
voikin johtua yhdistelméstad useita stressitekijoita (Maxime 2008). Taman kokeen perusteella
triploidit Kkirjolohet selvisivat hengissa kasvatuksesta yhtd hyvin kuin diploidit. Mutta on myos
mahdollista, ettd 20 paivan kasvatusjakso oli liian lyhyt johtamaan kuolleisuuteen, tai ettd
olosuhteet eivét olleet riittdvan ankarat aiheuttamaan eroa triploidien ja diploidien kalojen

kuolleisuudessa.

Ainoa happistressin aiheuttama merkittava muutos kontrolliin (hapetetussa vedessa hyvin kasvaneet
diploidit kalat) verrattuna oli hsp90-geenin kohonnut ilmentyminen vahéhappisessa vedessa hyvin
kasvaneilla diploideilla kaloilla. Yhdessak&an toisessa késittelyryhmassa happistressin ei havaittu
aiheuttavan merkitsevdd muutosta hsp-geenien ilmentymiseen. Se, ettd happistressi ei aiheuttanut
merkittdvdd muutosta diploideissa kaloissa, tekee tulosten tulkinnasta haasteellista, koska on
epaselvad olivatko olosuhteet riittdvan haasteellisia ja olivatko kaytetyt hsp-geenit sopivia.
IImentymistasojen muutokset ovat myos saattaneet jadda néytteenotosta johtuneen stressin varjoon.
Ellis ym. (2002) katsausartikkelin mukaan lohikalojen kasvatuksessa suositeltu happipitoisuus
haitallisten vaikutusten valttamiseksi olisi yli 5-6 mg/l, mutta joidenkin tutkimusten mukaan
heikentynyttd kasvua ja kuolleisuutta esiintyy jo korkeammissa happipitoisuuksissa. Tassa kokeessa
vahdhappisen ryhman ulostuloveden happipitoisuus oli keskimaarin 6,5 +0,4 mg/l, eli selvasti
heikompi kuin lisdhappea saaneen ryhméan (8,6 0,4 mg/l). On kuitenkin mahdollista, etta
happistressi ei ollut riittivd muuttamaan hsp-geenien ilmentymistasoja. Erojen vahdinen maara

saattaa my0s johtua kasvatusajan pituudesta. Esimerkiksi Viant ym. (2003) tutkimuksessa
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kirjolohien hsp-geenien ilmeneminen oli voimakkaimmillaan muutaman péivan kuluttua
lamp0ostressin alkamisesta, mutta vaste heikkeni ajan kuluessa. Vasteen heikkeneminen voi johtua
kalojen sopeutumisesta tilanteeseen, mika on voinut tapahtua myds tassa tutkimuksessa.

Erikoisin tulos kokeessa oli hsp70-geenin kvantitatiivisen PCR-tuotteen sulamiskdyrien eroissa
kylmassa (Koe 1 + 10 °C) ja lampimassa (Koe 2, +20 °C) vedessa olleiden kalojen valilla. Syy
kahdelle huipulle sulamiskéyrissé johtuu kahdesta eri monistustuotteesta. Kirjolohella on hsp70-
geenista kaksi eri muotoa (hsp70a ja hsp70b), jotka molemmat ilmentyvat lampostressissa (Ojima
ym. 2005a, 2005b). Hsp70a ja hsp70b ovat luultavimmin kaksi erillistd geenid, jotka kuitenkin
molemmat indusoituvat lampdstressistd. Tamé ei ole epéatavallista, silla kirjolohen evolutiivisessa
historiassa tapahtuneen polyploidisaation vuoksi hsp-geeneistd on useita laheisid muotoja, joiden
erottaminen voi olla vaikeaa (Legat & lwama 2003; Ojima 2007). Tassa kokeessa kéytetyt alukkeet
ovat yhteensopivia molempien geenien kanssa (NCBI BLAST, blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), ja
geenimuotojen monistustuotteet ovat yhtd pitkdt (132 emdsparia) eikd monistustuotteiden
emasjarjestyksessa ole eroa. Kuitenkin Ojiman ym. (2005a) mukaan yli +28 °C:n lampétilassa
RTG-2-soluissa (kirjolohen sukurauhasten fibroblastisolut, rainbow trout gonadal fibroblasts) seka
hsp70a- ettd hsp70b-geenistda ilmentyi lyhyen muodon lisaksi pitempad mMRNA-muotoa.
Tutkimuksessa ei saatu sekvensoitua geenien pitempid muotoja, mutta niiden paateltiin olevan
erilaisesta silmukoinnista johtuvia. Samantyyppinen tulos on saatu kirjolohen hsp27-geenistd, josta
on havaittu kahta eri tavalla silmukoitua mRNA:ta, joiden ilmentymistasot riippuvat lampdstressista
(Ojima 2007).

Taman tutkimuksen perusteella on mahdotonta erottaa hsp70a- ja hsp70b-muotoja toisistaan, mutta
on luultavaa ettd jompikumpi tai molemmat geeneista ilmentyivét osittain silmukoidussa muodossa
pitkakestoisen lampdtilan nousun jalkeen. Toisaalta pelkkien sulamislampdtilojen perusteella on
vaikea arvioida tdysin varmasti oliko tasséd kokeessa kysymys vaihtoehtoisesta silmukoinnista vai
esimerkiksi alukkeiden epéspesifisestd sitoutumisesta toisiin geeneihin. Jos kyseessd ovat
silmukoitumistuotteet, pitéisi lyhyiden ja pitkien tuotteiden kokoeron olla samanlainen kuin Ojiman
ym. (2005a) tutkimuksessa. Sulamislampdtila kuvaa monistetun tuotteen pituutta ja GC-pitoisuutta,
mutta pelkdn sulamislampotilan perusteella on vaikea arvioida monistustuotteen pituutta.
Sulamislampdatilatuloksen perusteella voidaan kuitenkin sanoa, ettd l&mpiméassé kasvatus vaikutti
kalojen geenien ilmentymiseen, joko hsp70-geenin  mRNA:n silmukointina tai l&heisen

geenimuodon ilmentymisena.
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6.6 Yhteenveto

Taméan tutkimuksen mukaan triploidit kirjolohet sietivat pitkakestoista lampdtilastressia ja
happistressia yhtd hyvin kuin diploidit kalat. Happistressi ei aiheuttanut merkittdvaa vastetta hsp-
geenien ilmentymisessd, mikd oli ongelmallista, koska on epdvarmaa oliko aiheutettu stressi
riittdva, olivatko kaytetyt hsp-geenit soveltuvia vai oliko kasvatusaika liian pitkd. Yksi syy
merkitsevien erojen véhyyteen hsp-geenien ilmenemisessa oli pienessa rinnakkaisten méarassa ja
suuressa hajonnassa néytteiden valilla. Hajontaa tuloksiin on varmasti lisdnnyt se, ettd kéytetty
kalamateriaali oli epétasaista. Kalojen kokoerot olivat suuria ja kokeeseen valitut kalat oli tuotettu
useassa eri kasittelyryhméssa (triploidisaation aikapisteet). Suuri hajonta on voinut johtua myds
ongelmista naytteenotossa (esim. kala ei ole kuollut lopetukseen kéytetysta iskusta ja sen stressitaso
on noussut ennen naytteenottoa) tai, ettd lopetusmenetelma oli liian stressaava ja peitti alleen muut
stressireaktiot. Toisaalta kalojen lopetus yritettiin suorittaa mahdollisimman nopeasti ja hsp-geenien
vasteen ei olisi pitanyt nousta huomattavasti (Palmisano 200; Iwama 2004). Kalojen hsp-geenien ei
kuitenkaan pitdisi reagoida herkasti naytteenotosta ja kasittelystd johtuvaan stressiin (Palmisano
ym. 2000; Iwama 2004). On myds mahdollista, ettd kokeeseen valitut geenit eivat kuvastaneet
happistressid ja ettd tuloksia olisi nahty muussa kuin lihaskudoksessa, silla hsp-geenien
ilmenemisessé on kudoskohtaisia eroja (Palmisano ym. 2000, Ojima 2007).

Viiledssé vedessa triploidien ja diploidien kalojen hsp-geenien ilmenemisessa ei odotetusti havaittu
eroja, mutta mielenkiintoisesti kasvuodotusta huonommin kasvaneet diploidit kalat ilmensivéat
enemman hsp30-geenid. Allaskohtaista kasvuodotusta ja hsp-geenejd voidaankin mahdollisesti

kayttdd dominanssista johtuvan stressin tutkimiseen.

Lampostressikokeessa saadut tulokset olivat osittain yllattavia, silla toisissa kokeissa stressaavat
tilanteet ovat aiheuttaneet triploidien kalojen kuolleisuutta (Galbreath & Thorgaard 1995; Ojolick
1995). Kuitenkin on myds tutkimuksia, joissa erot triploidien ja diploidien kalojen
lampostressivasteissa ovat olleet pienida tai niitd ei ole ollut lainkaan (Galbreath 2006).
Aikaisempien tutkimustulosten ristiriitaisuutta voivat osittain selittdé triploidian indusoitumiseen
kéytetyt erilaiset menetelmét, jotka ovat voineet aiheuttaa polyploidiaan liittymattémia eroja
tutkimustulosten vélille (Malison ym. 1993). T&ssa kokeessa kaytetyt diploidit kalat olivat
triploidisaatiokasittelysta diploideiksi jaaneitd kaloja, mik& pienensi triploidisaatiokasittelysta
mahdollisesti johtuvaa harhaa. On silti epaselvaa onnistuttiinko kokeessa aiheuttamaan kirjolohille
mittavaa happistressid, mutta tulokset viittaisivat siihen, ettd triploidit kalat selviytyvét
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pitkakestoisesta lampostressissa yhtd hyvin kuin diploidit. Tulosten mukaan ainakaan lieva

happistressi ei heikennd triploidien kalojen selviytymista pitk&kestoisesta lampdstressista.
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