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Dispersaali eli levittdytyminen uusille alueille on yksildiden eldman keskeinen vaihe ja
vaikuttaa populaatioiden sopeutumisessa ympéristoonsa. Perhosten tapauksessa paikasta
toiseen litkkuminen tapahtuu lentéen. Dispersaalin lisaksi perhoset tarvitsevat lentoa
jokapaivaisiin rutiinitoimintoihin ja elinkierron kriittisiin vaiheisiin kuten lisdédntymiseen.
Taplaverkkoperhosen (Melitaea cinxia) pirstoutuneessa maisemassa elavét populaatiot
muodostavat klassisen metapopulaatiorakenteen. Lajin populaatioita on seurattu
Ahvenanmaalla pitk&én ja sen populaatiodynamiikasta tiedetédan paljon. Elinympériston
pirstoutuneisuuden vaikutus dispersaaliin on monimutkainen prosessi. Taplaverkkoperhosen
liikkuvuuden on todettu vaihtelevan elinymparistolaikkujen koon, kytkeytyneisyyden seké
paikallispopulaation ian suhteen. Populaatioiden on todettu eroavan energia-
aineenvaihduntaan vaikuttavan fosfoglukoosi-isomeraasi-entsyymin (PGI) eri muotojen
suhteen. Yksi PGI- entsyymin muoto, jota koodaa Pgi-geenin f-alleeli (Pgi-AC) on
yhteydessé parempaan lentokykyyn. Hyvat lentgjat ovat keskeisid uusien
paikallispopulaatioiden synnyssa jatkuvasti muutoksessa olevassa metapopulaatiorakenteessa.
Luonnossa perhoset eldvét alati muuttuvissa ympaéristooloissa, joissa lampétilanvaihtelut ovat
keskeisessa osassa.

Taplaverkkoperhosilla on tutkittu lampdtilan ja Pgi-genotyypin yhteytta lentoon. Eri Pgi-
genotyyppien lentosuoritusten on todettu eroavan erilaisissa ympaériston lampatiloissa.
Taplaverkkoperhosen eri Pgi-genotyyppien l[ampoherkkyyseroja on tutkittu myos
aikaisemmin, mutta t&ssé kokeessa testattiin ensimmadisté kertaa ennen mittausta koetun
lampatilan vaikutusta lentoaineenvaihduntaan. Vastakuoriutuneet perhoset jaettiin kolmeen eri
lampdatilakésittelyyn (15, 24 ja 35°C), jossa ne viettivdt kaksi vuorokautta ennen
lentomittausta. Kymmenen minuutin pituisessa lentoaineenvaihduntamittauksessa mitattiin
perhosen lennon aikana tuottama hiilidioksidimaara, joka kuvaa hyvin perhosen
lentokyvykkyyttd. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittda lentavatkod perhoset genotyyppinsa
olettamalla tavalla, vai onko lampétilakasittely johtanut muutoksiin perhosten
lentoaineenvaihdunnassa kokeen aikana. Lisdksi osalla aineistosta tutkittiin
uudelleenmittauksen vaikutusta lentosuoritukseen. Koska uudelleenmittaus suoritettiin eri
lampdatilassa kun ensimmaéinen mittaus, mahdollistui sekd mittauslampatilan etta
toistomittauksen vaikutuksen tarkastelu.

Tulokset osoittivat, ettd ennen lentomittausta koetulla l1ampotilakasittelylld on huomattava
vaikutus taplaverkkoperhosen lentoaineenvaihduntaan ja ettd lampdtilakésittelyn vaikutus oli
erilainen eri Pgi-genotyyppien valilla. Pgi-AC yksilot lensivét Pgi-AA yksiloitd paremmin
koettuaan matalan lampaétilakéasittelyn, mutta korkean lampdtilakésittelyn kokeneiden osalta
paremmuusjarjestys oli painvastainen. Kokeen tulokset osoittivat ennen lentoa koetun
lampatilan vaikutuksen olevan samanlainen eri Pgi-genotyyppeihin kuin aikaisemmin tutkittu
lennonaikaisen l&mpéatilan vaikutus. Toistomittauskokeen tulokset osoittivat, ettd perhoset
lensivat paremmin ensimmaisell&d mittauskerralla. Naarailla mittauskerran ja -lampdtilan
valiltd 16ytyi interaktio. Toistomittauksen tulos on ristiriidassa aikaisemman tutkimustiedon
kanssa. Syy lentosuorituksen heikkenemiseen liittynee siihen, ettei perhosia ruokittu t&ssé
kokeessa kuin vedelld kahden mittauksen valissa. Tdmén kokeen tulokset auttavat meita
ymmartamaan paremmin luonnonpopulaatioiden dynamiikkaa muuttuvissa
ymparistoolosuhteissa.
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Dispersal plays key role in an individual’s life. It also affects how populations adapt to their
environment. In case of butterflies moving from place to place happens by flight. In addition
to dispersal, butterflies need flight for their everyday routines and to crucial lifecycle events
e.g. reproduction. Populations of the Glanville fritillary (Melitaea cinxia) living in fragmented
landscapes are a classic example of a metapopulation. In the Aland Islands populations of this
species have been surveyed for a long time and the population dynamics of the species are
well known. The effect of habitat fragmentation on dispersal is a complicated process. The
mobility of M. cinxia has been found to vary as a response to habitat patch size, connectivity
and population age. Populations have also been found to vary in the frequency of different
forms of phosphoglucose isomerase enzyme (PGI). One form of the PGI-enzyme, coded by
the f-allele of the Pgi gene is connected to better flight ability. These good flyers have an
important role in establishing new local populations in the constantly changing
metapopulation structure. In nature, butterflies face changing environmental conditions e.g.
temperature changes.

Previous studies on the effect of Pgi genotype and temperature on flight have established
that Pgi genotypes differ in flight performance in different temperatures. However, this is the
first time that the effect of temperature acclimatisation on flight performance has been tested.
Newly eclosed butterflies were divided in 3 different temperature treatments (15, 24 and
35°C) for 2 days. In the 10 min long flight measurement the produced CO, was measured.
Flight metabolic rate is a good measure of flight ability of a butterfly. The aim of the study
was to find out if the individuals would fly like their genotype predicts or has the temperature
treatment led to acclimatisation during the experiment. In addition, we measured some of the
individuals twice to examine the effect of repeated measurements on flight performance. The
second measurement was done in a different temperature than the first measurement, which
allowed us to test the effect of temperature on the repeated measurement.

The results show that the temperature treatment experienced before the flight
measurement had a significant effect on the metabolic rate of M. cinxia. The effect was
different in the two Pgi genotypes. The Pgi AC individuals had better flight performance after
the low temperature treatment than the Pgi AA individuals. In the high temperature the effect
was reversed between the genotypes. These results show that the effect of the temperature on
the different Pgi genotypes is similar regardless if the temperature is experienced before the
flight measurement or during it. The results of the repeated measurement experiment show
that the butterflies flew better during the first measurement. An interaction between the order
of the measurement and the measurement temperature was found in females. The result from
this experiment is contradicting the previous results of flight metabolic rate repeatability. A
reason for the decline in flight performance may be connected to the feeding of the adult
butterflies. In this experiment the individuals were given only water between the
measurements. The results from this experiment will help us to understand better the
dynamics of natural population in changing environmental conditions.
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1 JOHDANTO

1.1 Perhosten dispersaali ja metapopulaatiodynamiikka

Jalkeldisten siirtyminen vanhempien elinpiiriltd uusille alueille eli dispersaali on yksildiden
elamén keskeinen vaihe ja vaikuttaa populaatioiden sopeutumiseen ymparistoonsa (Hanski
1998, Clobert et al. 2004, Bowler & Benton 2005). Evolutiivisia syité dispersaalille ovat mm.
sisésiittoisuuden ja sisarusten valisen kilpailun vahentdminen (Hanski 1999). My0s resurssien
niukkuus ja kilpailu parittelukumppaneista voi johtaa yksiloiden levittaytymiseen uusille
alueille. Dispersaali ja siihen liittyvd geenivirta vahentdd populaatioiden geneettista
erilaistumista.  Yksiloiden emigraatiolla ja immigraatiolla on keskeinen vaikutus
populaatiodynamiikkaan, sillda populaation kokoon vaikuttaa ndiden kahden tekijén lisaksi
vain syntyvyys ja kuolleisuus.

Liikkumista paikasta toiseen, perhosten tapauksessa lentéen, tarvitaan dispersaalin lisaksi
jokapaivaisiin toimintoihin kuten ruokailuun, sekd elinkierron Kriittisiin vaiheisiin, kuten
lisd&dntymiskumppanin etsintdén, lisddntymiseen ja perhosilla munintapaikan valintaan.
Hyonteisen lento on kaikista eldinten liikkumatavoista eniten energiaa kuluttava (Suarez
2000). Hyonteisten aineenvaihdunta kykenee tehokkaaseen ATP:n hydrolyysiin ja sen
uudelleen syntetisointiin, mik& mahdollistaa sen, ettd lentoon on kéytettavissa paljon voimaa.
Yksilot jotka pystyvét tehokkaaseen energian kayttoon saavuttavat kelpoisuusetuja niissé
toiminnoissa, jotka edellyttdvat hyvaa lentokykyd. Perhosen lento on myds erityisen
kiinnostava ilmid, kun tarkastellaan liikkumisen evoluutiota, tai kun tutkitaan
populaatiodynamiikan mekanistisia perusteita. Tamé tutkimus kohdistuu taplaverkkoperhosen
(Melitaea cinxia) lentoon, jolla on keskeinen rooli lajin selviytymisessa elinympéristossaan.
Taplaverkkoperhosen pirstoutuneessa elinymparistossd  esiintyvat paikallispopulaatiot
muodostavat klassisen metapopulaatiorakenteen, jossa paikallispopulaatioita katoaa jatkuvasti
ja uusia syntyy niiden tilalle (Hanski 1999).

Taplaverkkoperhonen esiintyy Suomessa ainoastaan Ahvenanmaalla (Hanski 1998).
Elinympéristonaan taplaverkkoperhonen kayttadd kuivia ketoja, joilta 16ytyy vahintdan toista
toukkien ravintokasveista, heindratamoa (Plantago lanceolata) tai tahkatadykettad (Veronica
spicata). Sopivia habitaattilaikkuja on laskettu olevan Ahvenanmaalla noin 4000, joista



kerrallaan asuttuja on noin 500 (Hanski 1999). Vuosittain yli 100 populaatiota haviéa ja uusia
syntyy ldhes saman verran tilalle (Nieminen et al. 2004). Uusien populaatioiden
syntymisvauhtiin vaikuttaa olennaisesti sopivien elinympéristolaikkujen yhteys toisiinsa.
Todennékoisyys tyhjien laikkujen asuttamiselle kasvaa, kun laikkuja on paljon, ne ovat isoja,
ja niiden vélimatkat olemassa oleviin paikallispopulaatioihin ovat lyhyitd. Ahvenanmaalla
eldvié populaatioita on seurattu 1990-luvun alusta l&htien, joten lajin populaatiodynamiikasta
tiedetddn paljon. Téaplaverkkoperhosen populaatioseurannan menetelmistd on kerrottu
tarkemmin julkaisussa Ojanen et al. 2013. Taplaverkkoperhosesta onkin tullut yksi
populaatioekologian mallilajeista, ja sen tutkiminen on edistynyt viime aikoina myés mm,
molekyylibiologian alalla (Vera et al. 2008, Rastas et al. 2013).

Elinympériston pirstoutuneisuuden vaikutus dispersaaliin on monimutkainen prosessi,
jota on tutkittu mm. erilaisten mallien avulla (Heino & Hanski 2001). Pirstoutuneisuuden aste
yhdesséd muiden tekijoiden kanssa joko lisdé tai vahentad dispersaalia. Taplaverkkoperhosen
liikkuvuuden on todettu vaihtelevan elinymparistolaikkujen koon ja kytkeytyneisyyden sek&
paikallispopulaation idn suhteen (Hanski et al. 2004). Uusissa eristyneissa populaatioissa
yksilot ovat keskimaardista liikkuvampia kuin vanhemmissa ja paremmin Kkytkeytyneissé
populaatioissa. Vanhoissa populaatioissa liikkuvuus alenee kun eniten liikkuvat yksilot
lahtevat uusille alueille, ja véhemman liikkuvien jalkeldistuotanto on korkeampi (Hanski et al.
2004, Hanski & Saccheri 2006). Samoin keskenddn hyvin kytkeytyneissa populaatioissa
liikkumiskyky ei kehity paremmaksi, silld populaatioiden vélilla tapahtuvasta vaihdosta
selvidvat heikomminkin liikkuvat yksilot. Liikkuminen periytyy seuraavalle sukupolvelle:
hyvin liikkuvat naaraat saavat keskim&arin paremmin liikkuvia naarasjalkeldisia
(Saastamoinen 2008). Taplaverkkoperhosen lentometaboliakyvyn periytyvyytta jélkelaisille
on tutkittu tekemalld lentometaboliamittaukset kahdelle sukupolvelle (Mattila & Hanski,
ké&sikirjoitus). Tulokset osoittivat lentometaboliatason olevan merkitsevasti periytyva
ominaisuus. Maternaaliefekti, eli &idin vaikutus yksilon lentometaboliaan oli sen sijaan
kokeen tulosten mukaan mitaton.

Taplaverkkoperhosten uusien ja vanhojen paikallispopulaatioiden yksiléiden valilla
esiintyvid eroja mm. dispersaalikyvyssa ja elinkierto-ominaisuuksissa on selvitetty monessa
tutkimuksessa (Wheat et al. 2011, Saastamoinen 2008, Hanski et al. 2004). Dispersaalikyky
tuskin kehittyy muista ominaisuuksista riippumattomasti, vaan parempaan liikkumiskykyyn
saattaa olla kytkeytyneend muita ominaisuuksia, jotka joko voimistavat tai heikentévat
yksilon dispersaalikykyé (Ronce & Olivieri 2004).
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Heterogeeninen elinympéristo yllapitaa vaihtelua lajien elinkierto-ominaisuuksissa (Kvist
et al. 2013, Hanski et al. 2004, Hanski 1998). Tapléverkkoperhosen tapauksessa
heterogeeninen metapopulaatiorakenne on jatkuvassa muutostilassa, jossa asuttujen ja
asumattomien habitaattilaikkujen lukumaard ja sijainti vaihtelevat.  Metapopulaation
pirstoutunut rakenne aiheuttaa paikallisesti vaihtelevaa luonnonvalintaa, joka voi yllapitaa
seka geneettista ettd fenotyyppista vaihtelua. Yksi esimerkki vaihtelusta, jota heterogeeninen
elinymparisto yllapitdd, on monilla hyodnteislajeilla esiintyva siipipolymorfia (Zera & Denno
1997). Siipipolymorfiassa siivellisten ja siivettdmien muotojen esiintyminen riippuu
elinympariston pysyvyydestd. Vakaassa elinymparistossé siivettomyys voi olla monille
lajeille edullinen sopeuma, silla lentokyvyn yll&pito edellyttdd resursseja, jotka ovat pois
lisadntymisesta. Jos taas elinympéristd on ajallisesti epévakaa ja epayhtendinen, siivellisyys
on etu seké koiraille ettd naaraille.

Yksilon dispersaalikyvyn mittaaminen on usein monimutkaisempaa kuin muiden
elinkierto-ominaisuuksien analyysi. Luonnossa liikuttuun matkaan vaikuttavat mm. yksilon
liikunta- ja navigointikyky, motivaatio liikkua seka useat ulkoiset tekijat kuten elinympariston
rakenne (Nathan et al. 2008). Taméan liséksi elididen evolutiivinen vaste, joka kohdistuu
elinympariston rakenteen muutoksiin, saattaa katkeytya fenotyyppiseen plastisuuteen (Merckx
& Van Dyck 2006). My0s genotyypin ja ympdriston yhteisvaikutus (Knulle 2003), lisaa
haastetta selvittdd syyt ja seuraukset, kun tarkastellaan populaatioita erilaisissa

ymparistooloissa.



1.2 Geneettinen vaihtelu energia-aineenvaihdunnassa

Taplaverkkoperhosten populaatioiden on todettu eroavan energia-aineenvaihduntaan
vaikuttavan fosfoglukoosi-isomeraasi-entsyymin (PGI) eri muotojen suhteen (Haag et al.
2005). Glykolyysin toista vaihetta katalysoivassa PGl-entsyymissa esiintyy perinndllista
vaihtelua, ja sen vaikutusta yksilon kelpoisuuteen on tutkittu aiemmin esimerkiksi
keltaperhosilla (Colias) (Watt 1977, Watt et al. 2003). Yksi téplaverkkoperhosen PGI-
entsyymin muoto, f-alleeli, on yhteydessé parempaan lentokykyyn (Haag et al. 2005). Yksilon
lentokyky on sitd parempi, mitd enemman se pystyy kayttdmaan energiaa lennon aikana.
Taplaverkkoperhosen PGI:tad koodaavan geenin kartoituksessa saatiin esiin yksittdinen yhden
emasparin ero (single nucleotide polymorfism, SNP), joka korreloi lahes taydellisesti f-
alleelin kanssa (Orsini et al. 2009). SNP AAl1l:n on havaittu selittdvdn merkitsevasti
yksiloiden valilla esiintyvaa vaihtelua mm. lentokyvysséa (Orsini et al. 2009, Niitepdld et al.
2009). Haag et al. (2005) havaitsivat taplaverkkoperhospopulaatioiden PGI-
alleelikoostumuksen vaihtelevan populaation idn ja eristyneisyyden suhteen. Hyvaan
lentokykyyn yhteydessé oleva f-alleeli on yleisin uusissa ja eristyneissd populaatioissa.
Todennékoisin selitys talle havainnolle on, ettd uudet eristyneet populaatiot perustaneet
naaraat eivat ole satunnainen otos metapopulaatiosta, vaan ne ovat keskiméaaraista
lilkkuvampia yksilditd, joiden ominaisuudet periytyivat niiden jalkelaisille (Haag et al. 2005).
N&ma hyvéat lentdjat ovat keskeisid uusien paikallispopulaatioiden synnyssa jatkuvasti
muutoksessa olevassa metapopulaatiorakenteessa.

Luonnossa perhoset eldvat alati muuttuvissa ympaéristdoloissa, joissa lampétilanvaihtelut
ovat keskeisessa osassa. Taplaverkkoperhosilla on tutkittu lampdtilan ja Pgi-genotyypin
yhteyttd lentoaktiivisuuteen (Saastamoinen & Hanski 2008). Tutkimuksessa perhosten
ruumiinldmpd mitattiin valittomasti lennon jalkeen lampokameralla. Perhosten lampdtilassa
havaittiin eroja genotyypisté riippuen, siten ettd alhaisissa ympériston lampotiloissa f-alleelin
(Pgi AA111 AC) omaavilla perhosilla ruumiinlampé oli korkeampi kuin yksiloilla joilla ei ole
f-alleelia (Pgi AA111 AA).



Perhoset, jotka kestavat paremmin ympdriston alhaisia lampétiloja pystyvat aloittamaan
lennon aikaisemmin aamulla ja saavat ndin etua pidemmaéstd aktiivisuusajasta. Tilanne
muuttuu  kun  tarkastellaan  korkeampia l&mpdtiloja, joissa AA-homotsygoottien
lentoaineenvaihdunnan taso oli mittauksissa korkeampi kuin AC-heterotsygooteilla (Niitepdld
et al. 2009). Siten Pgi-genotyyppien menestyminen erilaisissa ympériston lampdétiloissa on
erilaista. Pgi-genotyypilld ja lampdtilalla on todettu vuorovaikutuksia myds muissa
taplaverkkoperhosen elinkierron vaiheissa. Toukkavaiheessa Pgi-genotyyppien edut ilmenivat
painvastaisesti kuin aikuisilla perhosilla, joilla AC heterotsygoottien menestyminen on
parempaa. Pgi-AA toukat olivat kahdessa suhteessa menestyksekk&d&dmpid kuin Pgi-AC
yksilot (Kallioniemi & Hanski 2011). Niinpd Pgi-AA toukat selviytyivat paremmin
stressaavista olosuhteista (alhainen lampd6tila) ja niiden kotelopainot olivat keskimaarin
suuremmat kuin Pgi-AC yksiloilla. Naytti siltd, ettd Pgi-AA yksilot varastoivat ravinnosta
saamansa energian eri tavalla kuin Pgi-AC toukat. L&mpdtilan aiheuttamaa fenotyyppistéa
plastisuutta on tutkittu myos esimerkiksi Chrysomela aeneicollis -kuoriaisella. Tutkimuksissa
on verrattu eri Pgi-genotyyppien vilisia eroja &arevien lampétilojen vaikutuksessa ja
lampdsokkiproteiini Hsp70:n ekspressiossa (Rank et al. 2007). Tama kuoriaislaji esiintyy
vuoristoissa, ja tutkimuksissa on l0ydetty erilaisia yhteyksia korkeusasteen ja fysiologian
vélilla eri Pgi-genotyypeilld, mika viittaa paikallisiin 1ampdtilasopeumiin (Dahlhoff & Rank

2000). Valinta johtaa parhaiten sopeutuneiden genotyyppien yleistymiseen paikallisesti.

1.3 Tépléaverkkoperhonen: esiintyminen, elinymparistd, lisdantyminen ja elinkierto

Ahvenanmaan téplaverkkoperhoset edustavat lajin pohjoisinta kantaa Euroopassa (Murphy et
al. 2004). Populaatioita esiintyy sekd Ahvenanmaan 1500 km? kokoisella paasaarella ettd
joillakin sen ympéroivilla pienemmilld saarilla, joiden pinta-ala on kuitenkin yli 10 km?2
(Kuussaari et al. 2000). Taplaverkkoperhoselle sopivia elinympdristdja ovat kuivahkot kedot,
niityt ja laidunmaat, joilta 16ytyy véhintaén toista toukkien ravintokasveista, tdhkatadyketta tai
heindratamoa. Tahkatadykkeen levinneisyys rajoittuu l&dhinnd pédsaaren luoteisosaan,
heindratamoa kasvaa laajalti 1&hes koko Ahvenanmaalla. Paikallispopulaatioiden tasolla on
todettu erilaistumista naaraiden iséntdkasvin valinnassa, mikd on yhteydessa kasvien

alueelliseen esiintymiseen. Elinympaéristolaikut sijaitsevat hajallaan metsien, kivikoiden ja
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graniittisten kallioiden varittdmassa maisemassa (Murphy et al. 2004). Ahvenanmaa on
harvaan asuttu, suhteellisen tiuhaan maanteiden verkostoima saariryhmd, jonka
pienimuotoisen maatalouden muokkaamaa kulttuurimaisemaa asukkaat ovat kunnialla
séilyttaneet ja yllapitaneet.

Ahvenanmaalla elavilla taplaverkkoperhosilla on yksivuotinen elinkierto, eli yksi
sukupolvi vuodessa (Nieminen et al. 2004). Perhosten lentoaika on kesdkuusta heindkuun
alkuun. Naaraalla on kuoriutuessaan taysi maara oosyyttejd, ja se parittelee yleensa jo pian
kuoriutumisen jalkeen (Saastamoinen 2007a). Naaras munii kerrallaan 50-300 munan
munaryhmia toukkien ravintokasvin lehdille. Naaras voi munia yhden parittelukerran jalkeen
useita munaryhmid, mutta joskus se parittelee uudestaan munaryhmien vélilla. Keskimaarin
naaras munii elinaikanaan 400-500 munaa, enimmilldan jopa kymmenen munaryhméa ja yli
1000 munaa (Saastamoinen 2007a,b). Toukat kuoriutuvat 2-3 viikossa minké jalkeen ne
aloittavat ruokailun ryhmissa (Nieminen et al. 2004). Toukat kehraavat ravintokasvilleen
verkkopesan, jossa ne viettdvat yot ja suojautuvat huonolta sddltd. Myos nahanluonti
seuraavaan  toukkavaiheeseen tapahtuu  verkkopesédssa.  Téplaverkkoperhostoukkien
valmistautuminen talveen alkaa jo elokuun lopulla, jolloin toukat kehrdavét kasville viela
tilvisrakenteisemman pesén, jonka sisalla ne selvidvét talven yli diapaussissa. Talvehtivat
toukat ovat viidennessé toukkavaiheessa. Toukat herdavét kevaalla ilmojen lammetessa ja
ravintokasvien aloittaessa kasvunsa. Ruokailu jatkuu aina viimeiseen eli seitseménteen

toukkavaiheeseen asti, minka jalkeen toukat koteloituvat 2—3 viikoksi toukokuussa.

1.4 Tutkimuksen tarkoitus

Tamén gradutyon tavoitteena oli selvittdd taplaverkkoperhosen fenotyyppisid vasteita
vaihteleviin ympadristdoloihin. Erityisen kiinnostuksen kohteena on verrata lampdtilan
vaikutusta lentoaineenvaihduntaan eri Pgi-genotyyppien valilla. Kokeessa selvitettiin seka
mittauksen aikaisen ettd aiemmin koetun Ildmpdétilan vaikutusta. Tulokset auttavat
ymmartamaan, miten herkkid taplaverkkoperhoset ovat ympériston lampdétilalle, ja voiko
aikuisen elinaikanaan  kokemalla lampotilalla  olla  pysyvid vaikutuksia  yksilon
lentokyvykkyyteen.  Tulokset  valottavat  liikkumisen  evoluutiota  vaihtelevissa

ympdristdolosuhteissa  sekd auttavat ymmartdmadn  populaatiotason  prosesseja.



2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Kokeen esittely lyhyesti

Koe toteutettiin seuraavasti. Perhosia pidettiin kuoriutumisen jalkeen eri lampotiloissa kaksi
paivdd, minka jalkeen niiden lentoaineenvaihduntanopeus mitattiin. Lennon aikaisen
energiankulutuksen mittaaminen on hyvd menetelma maarittdd perhosen lentokyky, josta
tssa tydssad oltiin kiinnostuneita. Koe suoritettiin Lammin biologisella asemalla kevaalla

2009. Kaytetyt perhoset olivat tutkimusasemalla kasvatetusta koepopulaatiosta.

2.2 Koemateriaali ja toukkien kasvatus

Kokeessa kaytettavat perhoset olivat Lammilla kesdkuussa 2008 suoritetussa hakkikokeessa
kaytettyjen perhosten jalkelaisia. Hakkikokeen perhoset oli keratty syksylla 2007 viidennen
toukkavaiheen toukkina ympéari Ahvenanmaata useista eri populaatioista. Suurenulkohakin
(32 * 26 m) koejarjestelyt on esitelty tarkemmin julkaisussa (Saastamoinen 2007a).
Hakkikokeen jalkeldiset kasvatettiin laboratoriossa viidenteen toukkavaiheeseen, jolloin ne
olivat valmiita menemaan diapaussiin. Toukat pakattiin perheryhmittdin talvehtimaan
filmipurkkeihin, joita sdilytettiin jdékaapissa. Toukkien sdilytyslampdtila oli 3°C, miki vastaa
niiden talvehtimisolosuhteita lumen alla.

Kasvatuksiin valittiin toukkia yhteensd 15 eri perheestd. Toukkien herattdminen
diapaussista aloitettiin vahitellen tammikuussa 2009. Heratysrytmiksi valittiin kaksi
toukkaperhettd péivassd. Kolmen pdivan ja kuuden kasvatukseen valitun perheen jalkeen
pidettiin valipdivd, jonka jalkeisend péivana heratettiin vain yksi perhe, ja loput kuusi perhetta
seuraavina kolmena pdivénd. Valipdivan tarkoituksena oli hidastaa kuoriutumisvaiheessa

syntyvaa alkupaivien tyoruuhkaa.



Kasvatus aloitettiin siirtamalla toukat harsokantisiin rasioihin. Laatikoiden pohjalle
laitettiin alustaksi paperia ja muutama lehti toukkien ravintokasvia. Tassa kokeessa kaikki
toukat kasvatettiin heindratamolla. Lopuksi laatikko ja toukat kostutettiin suihkuttamalla vetta
sumutepullolla.  Ensimmadisen vuorokauden ajan laatikoita pidettiin huoneenldmmadssa
kasvatushuoneen poydéll4, seuraavana pdivand ne siirrettiin - kasvatuskaappiin.
Kasvatuskaapin (Sanyo MLR-351) vuorokautinen lampétilasykli oli 8-28°C (y6lla matalin,
paivélla korkein lampdétila). Joka aamu toukkia hoidettiin vaihtamalla tuoreet heindratamon
lehdet, poistamalla laatikoista mahdolliset kuolleet yksil6t, ja lisddmalla kosteutta. Ruoan
madrad kasvatettiin sitd mukaa kun toukkien ravinnontarve kasvoi.

Kotelot poistettiin kasvatuslaatikoista seuraavana péivana koteloitumisesta, jolloin niiden
kovettunut kuori kestaa kasittelyd. Kotelot punnittiin (Mettler Toledo SX105 Dual Range)
vaa'alla ja laitettiin yksilollisesti numeroituihin harsokantisiin kuppeihin. Koteloita
sumutettiin - kevyesti pdivittain. Kuoriutumispéivand perhosia pidettiin vield omissa
kupeissaan, jolloin niilld oli mahdollisuus rauhassa avata siipensé. Seuraavana aamuna

perhonen merKittiin siipeen kirjoitetulla tunnistusnumerolla.

2.3 Lampotilakésittelyt

Perhoset jaettiin kolmeen eri ldmpdotilakdsittelyyn (15, 24 ja 35°C), jossa ne viettivdt 2
vuorokautta ennen lentomittausta. Kustakin perheesta kuoriutuneet perhoset jaettiin tasaisesti
kuhunkin kasittelyyn. Kasittely toteutettiin kasvatuskaapeissa (Sanyo MLR-351), joiden
lampotilaa voidaan sddtédéd. Valaistusolot olivat kaikille perhosille samat. Kussakin kaapissa
vallitsi kasittelyn mukainen lampétila klo 8:00-20:00, yon kaikki perhoset viettivit 8°C:ssa.
Kaésittelyssa perhoset olivat sylinterihdkeissd (30x15cm), koiraat ja naarat erikseen. Kokeen
aikana perhosia ei ruokittu, mutta niille oli tarjolla vettd h&kin pohjalle sijoitetussa

juomasienessa.



2.4 Mittauslaitteisto

Perhosten lentomittaukset suoritettiin laitteistolla, joka on koottu laboratorioon pystytetyn
muovisen lapinékyvan teltan sisélle. Telttaan sijoitettujen lammittimien ja tuulettimen avulla
mittauslampotila voidaan s&é&delld halutulle tasolle. Teltan sisélld olevalle pdydéalle on
rakennettu etusivustaan avoin (65x65x60cm) vanerilaatikko, jonka kattoon on asennettu UV-
valaisin. Mittaaja istuu poydan adressa pitden kasissaan olevaa mittauskammiota, jonka sisalla
on perhonen, vanerilaatikon sisépuolella, ja kevyesti ravistelemalla pyrkii pitdmaan perhosen
lennossa 10 minuutin ajan. Vanerilaatikon vieressa poydélla on varsinainen mittauslaitteisto
ja tarvittavat kemikaalit. Kaytdssa olleiden laitteiden ja kemikaalien tiedot ovat
seuraavanlaiset: hiilidioksidianalysaattori (Li-Cor 7000; Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE,
USA), pumppu (SS3 Subsampler; Sable Systems, Las Vegas, NV, USA), massavirtaussaadin
(Sierra Instruments, Monterey, CA, USA) ja mittauskammioon liitetty NTC-lamp6étila-anturi
(Sable Systems). Kerétty mittausaineisto tallennettiin reaaliajassa tietokoneelle Ul-2 (Sable
Systems) liitantalaitteella. Tietokoneella aineiston késittelyyn kaytettiin ohjelmistoa ExpeData
(Sable Systems). Vesi ja hiilidioksidi poistettiin mittauskammioon pumpattavasta ilmasta
kuljettamalla ilma kemikaaliséilididen I&pi. Veden poistamiseen kaytettiin Drierite-kemikaalia
(W.A. Hammond, Xenia, OH, USA) ja hiilidioksidin poistamiseen ensin Medisorb-kemikaalia
(GE Healthcare, Chalfont St. Gilles, UK) ja lisaksi Ascarite 1l:a (Thomas, Swedesboro, NJ,
USA). Mittauskammiosta tullut ilma kuivattiin toistamiseen ennen analysaattoria
magnesiumperkloraatilla (Alfa Aesar, Karlsruhe, Saksa).
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Kuva 1. Mittauslaitteisto. Vasemmalla etualalla mittauskammio, jossa perhosen
lentometabolia mitattiin. Kammion vieressa massavirtaussaadin ja UI-2 liitantalaite. Takana
vasemmalla pumppu ja hiilidioksidianalysaattori.

2.5 Lentoaineenvaihdunnan mittaus

Mittauspdivand perhoset tuotiin varjoisaan paikkaan laboratorioon huoneenlampo6dn (24°C)
noin puoli tuntia ennen mittausta. Mittauskammioita oli kaksi kappaletta, joten juuri ennen
kaynnistyvan mittauksen alkua seuraava perhonen oli jo siirretty odottamaan lentovuoroaan
toiseen vapaaseen mittauskammioon, joka peitettiin mustalla kankaalla. Peitetyssd kammiossa
perhonen sai tottua mittauslampdtilaan ja samalla kammiosta poistettiin hiilidioksidi
laittamalla laitteistosta tuleva poistoilma virtaamaan kammion lapi. Ennen lentomittauksen
alkua mitattiin noin 30 sekunnin ajan lepoaineenvaihduntaa (RMR, Resting Metabolic Rate).
Lentoainevaihdunnan mittaus aloitettiin poistamalla kangas kammion paalta, minka jalkeen
perhonen aloitti valon ja kevyen ravistusliikkeen avustamana lentonsa.

Lampotilakasittelyn  jalkeen perhosen lentoaineenvaihdunta mitattiin - epésuoraa
kalorimetriaa kayttden, mittaamalla kaasunvaihtoa. Perhosen tapauksessa mitattiin yksilon
kudosten vapauttaman hiilidioksidin maard, silld hapen mittaaminen pienistd néytteista on
hankalaa. Kukin perhonen lensi 10 minuutin ajan litran vetoisessa lapindkyvassa
mittauskammiossa, johon pumpattiin vakionopeudella ilmaa, josta oli poistettu hiilidioksidi ja
kosteus (katso jakso 2.4). Kammiosta poistuva ilma johdettiin hiilidioksidianalysaattoriin,
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joka mittaa ilman mukana tulleen perhosen tuottaman hiilidioksidin pitoisuuden.
Hiilidioksidimittaukset tehtiin lapivirtausmenetelmélla, eli ilma virtaa koko mittauksen ajan
kammion 1&pi, jolloin hiilidioksidin tuotto ndhdaan lahes reaaliajassa. Analysaattori méérittaa
hiilidioksidipitoisuuden naytteen infrapuna-absorbtion perusteella. Kun hiilidioksidipitoisuus
ja laitteen 1dpi virranneen ilman mé&érd tiedetddn, voidaan laskea perhosen lennon aikana
tuottaman hiilidioksidin méé&rd. Lentomittauksia suoritettiin kahdessa eri lampotilassa (30 ja
35°C). Koska lampdétilan haluttiin olevan mittauksen aikana mahdollisimman tasainen,

mittaukset néissa kahdessa eri lampdétilassa suoritettiin vuoropaivina.

Taulukko 1. Otoksen jakautuminen (N perhosta) eri kasittelyihin ja mittauslamp@étiloihin.

Koiraat Naaraat
15°C 18 13 12 3
Lampdtilakésittely 0
@vrk) 24°C 14 20 7 9
35°C 18 12 2 13

30°C 35°C 30°C 35°C

Mittauslampétila

Tutkimuksen kannalta olisi parasta ettd kussakin késittely/mittausrynméssa olisi
suunnilleen tasaisesti molempia genotyyppeja: AA homotsygootteja ja AC heterotsygootteja.
Koska perhosten genotyypitys tapahtui vasta jalkikéteen, kéytettiin koemateriaalin valinnassa
perhosten vanhempien tiedossa olevia genotyyppitietoja. Samasta perheestd kuoriutuneet
perhoset jaettiin tasaisesti kolmeen eri késittelyryhmaan. Kasvatusolojen aiheuttamaa
vaikutusta pienentédd se, ettd koeyksiléiden vanhemmat ovat kasvaneet kontrolloiduissa
(common garden) olosuhteissa.

Mittauksen jalkeen perhonen tapettiin sailomélla se eppendorf-putkessa -80°C
pakastimeen. Myo6hemmin néytteet kuljetettiin  Helsinkiin Viikin MES-laboratorioon
genotyypitysté varten.
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2.6 Mittaustulosten kasittely

Mittausten jalkeen tietokoneelle tallennettu aineisto muunnettiin haluttuun muotoon ExpeData
ohjelman avulla. Kukin mittaus avattiin ohjelmalla, ja tallennetusta, jatkuvasta
hiilidioksidikayrésté valittiin manuaalisesti yhteensa 690 sekunnin pituinen pala. Tdma osuus
sisdlsi 10 minuutin lennon, ja ennen lentoa 30 sekuntia kunkin perhosen
perusmetaboliamittausta, mihin lennonaikaista hiilidioksidintuottoa verrattiin. Liséksi
mittauksen lopusta otettiin mukaan viel& minuutin pituinen pala laskevaa hiidilioksidikéayréa.
IgorPro 4.02 -analyysiohjelman avulla laskettiin sekd perhosen lennon aikana tuottama
kokonaishiilidioksidiméaara etta sen saavuttama hiilidioksidintuottohuippu.

Kokeessa kéaytetyt yksilét genotyypitettiin PGI:td koodaavalta alueelta muutaman eri
SNP:n suhteen, joiden tiedetddn korreloivan lahes tdydellisesti hyvéaén lentokykyyn
yhteydessé olevan entsyymin f-alleelin kanssa (Orsini et al. 2009., Niitepdld et al. 2009).
Genotyypitysmenetelma on selostettu artikkelissa Orsini et al. (2009).

Kokeessa kerattyad aineistoa kaésiteltiin  SPSS Statistics version 20 tilastollisella
analyysiohjelmistolla. Analyysin tavoitteena on selvittdd kuinka kahden vuorokauden
lampotilakasittely ennen mittausta vaikuttaa eri genotyyppien lentoon. Kasittelyn vaikutusta
tullaan tarkastelemaan aikaisemmissa tutkimuksissa havaittujen lampétilaherkkyyserojen
valossa, kiinnittaen erityisesti huomiota siihen lensivatkd perhoset genotyyppinsa olettamalla
tavalla, vai onko lampotilakasittely johtanut muutoksiin perhosten lentoaineenvaihdunnassa
kokeen aikana. Tuloksia vertaillaan my0ds kahdessa eri lampdtilassa tehtyjen lentomittausten

osalta.
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3 TULOKSET

Lentometaboliamittauksia suoritettiin 155:11a perhosella, joista 100 oli koiraita ja 55 naaraita.
Osalla perhosista (36 kpl) toistettiin mittaus seuraavana péivana, tosin eri mittauslampaotilassa
kuin ensimmaéinen mittaus. Kokeen aikana mittauksia tehtiin yhteensa 196.

Tuloksista ndhdéan, ettd seké lentometabolian taso ettd kyky jatkaa lentosuoritusta koko
10 minuutin ajan vaihtelivat suuresti yksildiden valilla. Kaikissa mittauksissa
hiilidioksidihuippu saavutettiin heti mittauksen alussa, minké& jalkeen lentosuoritus heikkeni
kokeen loppua kohti (kuva 2). Osa perhosista jaksoi lentdd tehokkaasti vain muutaman
minuutin ajan, mink& jalkeen ne jaksoivat tehda vain lyhyitd satunnaisia lentosuorituksia.
Jotkut yksilot jaksoivat lentdd koko kymmenen minuutin ajan, useimmiten Kuitenkin

pienenevalla aineenvaihduntanopeudella kokeen loppua kohti.
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03+ } u.\ 0.6 - ( \ ; J '\\
0.4 J \ jjﬁu"\,\mv‘\ i f Y \\
o] Al |
X N ) J \ L
02+ |[ e \\\\ 0.2 (ll \\
0.1 % NG
00 | Bt Y — i
3 I‘“’ T T T T | | I | | .I |
0 200 100 600 900 0 100 200 300 400 500 600

Kuva 2. Esimerkkikuvaajia mitatusta hiilidioksidituotosta. Vasemmanpuoleisen kuvan
perhonen on lentanyt alussa vahvasti, mutta sen jalkeen satunnaisia lyhyempia pyréahdyksia
mittauksen loppua kohti. Oikeanpuoleisen kuvan yksilo aloitti lennon hyvin mutta vasyi
kesken lentomittauksen, mika nékyy hiilidioksidikayrén notkahduksena mittauksen
alkupuolella. Y-akselilla perhosen tuottama hiilidioksidi, X-akselilla aika sekunteina.
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3.1 Lentoaineenvaihdunta ja yksilon paino

Perhosen lennon aikana tuottama hiilidioksidimaaré korreloi yksilon painon kanssa (kuva 3).
Tama korrelaatio havaittiin seka hiilidioksidintuoton huipun ettd kokonaishiilidioksidimééaran
suhteen. Painoina kaytettiin kotelo- ja aikuispainoja. Tulokset osoittavat, ettd
lentometabolianopeus riippuu yksilon painosta enemman naarailla kuin koirailla. Painon
vaikutus oli tilastollisesti merkitseva (taulukko 2).

Molemmilla sukupuolilla hiilidioksidituoton huippu oli merkitsevasti riippuvainen
yksilon kotelopainosta (naaraat p=0,001, koiraat p=0,000), mutta ei aikuispainosta (naaraat
p=0,074, koiraat p=0,421). Kokonaishiilidioksidin osalta naarailla korrelaatio oli merkitseva
sekd kotelopainoilla (p=0,001) ettd aikuispainoilla (p=0,033). Kaoirailla hiilidioksidin

kokonaistuoton suhde kumpaankaan painoon ei ollut merkitsevéa (p=0,168 ja p=0,697).
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Kuva 3. Lennon aikainen hiilidioksidintuotto suhteessa yksilon painoon. A) Tuotettu
hiilidioksidihuippu, suhteessa kotelopainoon, R?= 0,12 koirailla ja R? = 0,22 naarailla. B)
Tuotettu hiilidioksidihuippu, suhteessa aikuispainoon, R? = 0,01 koirailla ja R? = 0,07
naarailla. C) Kokonaishiilidioksidi, suhteessa kotelopainoon, R* = 0,02 koirailla ja R*= 0,23
naarailla. D) Kokonaishiilidioksidi, suhteessa aikuispainoon, R? = 0,002 koirailla ja R?= 0,10
naarailla. Koiraat: mustat ympyrat ja yhtenéinen viiva, naaraat: valkoiset kolmiot ja
katkoviiva.
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Taulukko 2. Lentometabolian riippuvuus yksilon painosta.

Riippuva muuttuja  Riippumaton  df t-arvo

muuttuja P
Koiraat Huippu CO?2 tuotto Kotelopaino 1 3,610 0,000
Huippu CO2 tuotto Aikuispaino 1 0,808 0,421
Kokonais CO2 tuotto  Kotelopaino 1 1,388 0,168
Kokonais CO2 tuotto  Aikuispaino 1 -0,390 0,687
Naaraat Huippu CO2 tuotto Kotelopaino 1 3,556 0,001
Huippu CO2 tuotto Aikuispaino 1 1,832 0,074
Kokonais CO2 tuotto  Kotelopaino 1 3,635 0,001
Kokonais CO2 tuotto  Aikuispaino 1 2,198 0,033

Lentometabolian ja yksilon painon suhdetta tarkasteltiin myos genotyypeittéin. Kuvista 4
ja 5 voidaan todeta ettd kaikissa tarkastelluissa luokissa trendi kahden eri Pgi-genotyypin
valilla on samankaltainen. Pgi-AC yksilOiden regressiosuora sijoittuu kaikissa kuvissa Pgi-
AA yksildiden suoran ylapuolelle. Erot ovat silmédmadrdisesti havaittavissa myos
tarkastellessa ryhmien péaallekkaisyytta. Tuloksia testattiin yleistetylla lineaarisella mallilla,
jossa selitettdva tekija oli hiilidioksidin tuotto, kiinted selittdva tekija Pgi-genotyyppi, ja
kovariaattina yksilon paino. Mallia muokattiin siten ettd mukaan otettiin painon ja Pgi-
genotyypin yhdysvaikutus, seka erikseen molempien tekijoiden paavaikutukset. Kaytossa oli
tyypin Il neliGsumma. Testien tulokset koottiin taulukkoon 3. Koiraiden osalta mikaan
testatuista yhdysvaikutuksista ei ollut tilastollisesti merkitseva. Padvaikutuksista vain
kotelopaino antoi merkitsevan tuloksen (p=0,001) kun tarkasteltiin
huippuhiilidioksidintuottoa. Kuvaa 4A silmdmaardisesti arvioimalla ndyttdvat AC-
heterotsygootit sijoittuvan AA-homotsygootteja enemman kuvan yldosaan. Pgi-genotyypin ja
kotelopainon vélilta ei kuitenkaan I6ytynyt testin tuloksen mukaan merkitsevaa interaktiota
(p>0,005). Naarailla kokonaishiilidioksidituoton osalta 16ytyi tilastollisesti merkitsevd Pgi-
genotyypin ja kotelopainon yhdysvaikutus (p=0,040). Seka kotelopainolla etta aikuispainolla
oli testin mukaan merkitseva padvaikutus (p<0,001 ja p=0,029). Huippubhiilidioksidituoton
osalta testatut Pgi-genotyypin ja painon yhdysvaikutukset eivdt olleet merkitsevia.
Kotelopainon péaévaikutus antoi merkitsevan tuloksen (p=0,001). Sen sijaan aikuispainon

tulos ei ollut merkitseva.
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Kuva 4. Lennon aikana tuotettu hiilidioksidihuippu suhteessa yksilon painoon eri Pgi-
genotyypeilla. A) Hiilidioksidihuippu, suhteessa kotelopainoon koirailla, R? = 0,10 (AA) ja
R? = 0,16 (AC). B) Hiilidioksidihuippu, suhteessa aikuispainoon koirailla, R* = 7,939E-4
(AA) JA R? = 0,03 (AC). C) Hiilidioksidihuippu, suhteessa kotelopainoon naarailla, R* = 0,22
(AA) ja R? = 0,23 (AC). D) Hiilidioksidihuippu, suhteessa aikuispainoon naarailla, R* = 0,07
(AA) ja R? = 0,09 (AC). Pgi-AA genotyyppi on esitetty harmailla neligilla ja yhtenaisella
viivalla, Pgi-AC genotyyppi valkoisilla neli6illa ja katkoviivalla.
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Kuva 5. Lennon aikana tuotettu kokonaishiilidioksidimé&aré suhteessa yksilon painoon eri Pgi-
genotyypeilld. A) Kokonaishiilidioksidimaara, suhteessa kotelopainoon koirailla, R? = 0,003
(AA) ja R? = 0,06 (AC). B) Kokonaishiilidioksidimaara, suhteessa aikuispainoon koirailla, R?
= 0,04 (AA) ja R? = 0,01 (AC). C) Kokonaishiilidioksidimaara, suhteessa kotelopainoon
naarailla, R = 0,10 (AA) ja R? = 0,40 (AC). D) Kokonaishiilidioksidimaara, suhteessa
aikuispainoon naarailla, R?= 0,01 (AA) ja R? = 0,23 (AC). Pgi-AA genotyyppi on esitetty
harmailla neli6illa ja yhtendisella viivalla, Pgi-AC genotyyppi valkoisilla neli6illa ja
katkoviivalla.
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Taulukko 3. Pgi-genotyypin ja yksilon painon vaikutus lentometaboliaan.

Tyypin 11l df Nelidkeski- F P

neliGsummat arvo
Koiraat Huippu CO2 Pgi*Kotelopaino 0,000 1 0,000 0,002 0,963
totto Pgi 0,001 1 0,001 0,007 0,932
Kotelopaino 1,963 1 1,963 13,005 0,001
Pgi*Aikuispaino 0,140 1 0,140 0,826 0,366
Pgi 0,103 1 0,103 0,608 0,438
Aikuispaino 0,065 1 0,065 0,380 0,539
Kokonais CO2 Pgi*Kotelopaino 0,002 1 0,002 0,956 0,331
tuotto Pgi 0,001 1 0,001 0,464 0,497
Kotelopaino 0,004 1 0,004 2,181 0,143
Pgi*Aikuispaino 0,004 1 0,004 1,687 0,197
Pgi 0,002 1 0,002 0,894 0,347
Aikuispaino 0,001 1 0,001 0,238 0,627
Naaraat Huippu CO2 Pgi*Kotelopaino 0,037 1 0,037 0,199 0,658
tuotto Pgi 0,020 1 0,020 0,109 0,742
Kotelopaino 2,275 1 27275 12,338 0,001
Pgi*Aikuispaino 0,008 1 0,008 0,035 0,853
Pgi 1,65E-005 1 165E-005 0,000 0,993
Aikuispaino 0,770 1 0,770 3,502 0,068
Kokonais CO2 Pgi*Kotelopaino 0,011 1 0,011 4,490 0,040
totto Pgi 0,009 1 0,009 3,688 0,062
Kotelopaino 0,039 1 0,039 15,557 0,000
Pgi*Aikuispaino 0,008 1 0,008 2,599 0,114
Pgi 0,005 1 0,005 1,755 0,192
Aikuispaino 0,015 1 0,015 5,141 0,029
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3.2 Lentoa edeltédneen lampdotilakésittelyn vaikutus lentometaboliaan eri genotyypeilla

Tutkimusaineistolla selvitettiin onko perhosten ennen lentoa kokemalla lampdtilakasittelylla
vaikutusta lentosuoritukseen. Kukin perhonen vietti tassa lampotilassa 2 vuorokautta ennen
lentometabolian mittausta. T&ta varten kultakin perhoselta otettiin mukaan vain ensimmainen
lentometaboliamittaus.  Lisaksi karsittiin pois mittaukset sellaisilta yksilolta, joiden
genotyyppitieto jai puuttumaan, sekd CC-homotsygootit, joita oli aineistossa vain muutama.
Analyysi suoritettiin 141 yksil6ll4, joista 95 kpl oli koiraita ja 46 kpl naaraita.

Perhosten tuottamat hiilidioksidiméaérat korjattiin ottamalla residuaalit lentometabolian ja
yksilon painon suhteen. Tama tehtiin seka yksiloiden kotelo- ettd aikuispainoilla. Residuaalit

laskettiin erikseen koiraille ja naaraille.
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Kuva 6. Koetta edeltédneen (2 vrk) lampétilakésittelyn vaikutus tdplaverkkoperhoskoiraiden
huippulentometaboliaan. Y-akselilla on lennonaikainen huippuhiilidioksidintuotto
painokorjattuna kotelopainoilla, x-akselilla on eri lampdtilakésittelyt — 15, 24 ja 35°C. Pgi-
AA genotyyppi on esitetty harmaalla, AC valkoisella vérilla. Ylemmassa kuvassa
mittauslampotila oli 30°C, alemmassa kuvassa 35°C.
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Kuva 7. Koetta edeltédneen (2 vrk) lampétilakésittelyn vaikutus taplaverkkoperhosnaaraiden
huippulentometaboliaan.Y-akselilla on lennonaikainen huippuhiilidioksidintuotto
painokorjattuna kotelopainoilla, x-akselilla on eri lampdtilakésittelyt — 15, 24 ja 35°C. Pgi-
AA genotyyppi on esitetty harmaalla, AC valkoisella varilla. Ylemmassa kuvassa
mittauslampotila oli 30°C, alemmassa kuvassa 35°C.
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Tulokset osoittavat, ettd varsinkin koiraiden tapauksessa, mita lampimampi kasittely, sita
parempi lentosuoritus (kuvat 6 ja 7). Genotyyppien osalta nayttdd silta, ettd AC-
heterotsygootit ovat lentdneet AA-homotsygootteja paremmin kun ne ovat aiemmin kokeneet
matalan kisittelylampoétilan (15°C), kun taas korkeassa kisittelylampoétilassa (35°C) AA-
homotsygootit ovat olleet vahvempia lentdjid. Naaraiden yksilomaara oli huomattavasti
pienempi, mutta kuvista on ndhtavissa samansuuntainen tulos kuin koirailla. Kahdessa eri
mittauslampaotilassa suoritettujen mittausten tulokset ovat kasittelylampdétilan  suhteen
samanlaisia, mutta korkeammassa mittauslampotilassa (35°C) tulokset ovat kautta linjan
hieman korkeammat kuin 30°C:ssa saadut tulokset.

Tuloksia testattiin yleistetylld lineaarisella mallilla, missd selitettdva tekija oli
hiilidioksidin tuotto, Kkiintedt selittavat tekijat sukupuoli seka Pgi-genotyyppi, ja
kovariaatteina mittaus- ja késittelylampotila. Mallia muokattiin siten, ettd mukaan otettiin
kasittelylampoétilan ja Pgi-genotyypin  yhdysvaikutus. Lisaksi testattiin  sukupuolen,
mittauslampaotilan ja kasittelylampotilan paavaikutuksia. Kaytossa oli tyypin 1 nelidsumma.
Mallissa oli aluksi mukana myds monimutkaisempia yhdysvaikutuksia, mutta ne poistettiin

mallista koska ne eivat olleet merkitsevia.

Taulukko 4. Pgi-genotyypin ja koetta edeltaneen lampdtilakasittelyn vaikutus
taplaverkkoperhosen huippulentometaboliaan.

Jopnin g etk

Koiraat Kaésittelylampdtila 2,486 1 2,486 22,205 0,000
Mittauslampétila 1,148 1 1,148 10,256 0,002

Pgi 0,651 1 0,651 5,816 0,018
Pgi*Kasittelylampotila 0,534 1 0,534 4,774 0,031
Naaraat Kasittelylampotila 0,445 1 0,445 2,680 0,109
Mittauslampotila 0,064 1 0,064 0,385 0,538

Pgi 0,055 1 0,055 0,332 0,567
Pgi*Kasittelylampdtila 0,033 1 0,033 0,199 0,658
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Koirailla Pgi-genotyypin ja lampotilakasittelyn yhdysvaikutus antoi merkitsevan tuloksen
(taulukko 4). Interaktion lisaksi testattiin kaikkien muuttujien paavaikutukset erikseen. Pgi-
genotyyppi, kasittelylampétila ja mittauslampétila olivat koiraiden osalta kaikki merkitsevia.
Naarailla testin mukaan mikaan paavaikutuksista eika Pgi-genotyypin ja lampotilakasittelyn
interaktio ollut merkitseva.

Matalan lampdtilakasittelyn kokeneet yksilot otettiin vield lahempdaan tarkasteluun.
Koska seké koiraiden etta naaraiden tulos oli ollut kasittelyssd samansuuntainen, sukupuolet
yhdistettiin, samoin kuin kaksi mittauslampdtilaa. Pgi-genotyypin, sukupuolen ja
mittauslampaotilan vaikutusta testattiin yleistetylla lineaarisella mallilla.

1,07

33

Huippu CO2 tuotto
?

-1,0

Pgi-genotyyppi

Kuva 8. Lentometabolia 15°C lampdtilakésittelyn yksildilld. Aineistossa on yhdistetty
koiraiden ja naaraiden mittaukset, samoin kuin kaksi eri mittauslampétilaa. VValkoinen palkki
Pgi-AC, harmaalla Pgi-AA.

Taulukko 5. Pgi-genotyypin, sukupuolen ja mittausldmpdétilan vaikutus 15°C:n
lampotilakasittelyn kokeneiden yksildiden lentometaboliaan.

Tyypin 111 df Nelidkeski-

nelioGsummat arvo F P
Sukupuoli 0,015 1 0,015 0,155 0,696
Pgi 0,434 1 0,434 0,434 0,043
Mittauslampétila 0,000 1 0,000 4,347 0,057
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Testin mukaan (taulukko 5) Pgi-genotyypilld on merkitsevd pddvaikutus (p=0,043),
mutta sen sijaan sukupuolen ja mittauslampdtilan vaikutukset eivét olleet merkitsevia.

Mitatun huippuhiilidioksidituoton liséksi tarkasteltiin my6s lentosuorituksen aikaista
kokonaishiilidioksidituottoa. Téassakin selitettdvd muuttuja oli residuaali, josta aikuispainon
vaikutus oli poistettu. Tulosten mukaan Pgi:lla ja perhosen kokemalla késittelylampdtilalla
ei ollut merkitsevdd yhdysvaikutusta. Sen sijaan Koirailla sekd kasittely- ettd
mittauslampaétilalla oli merkitsevat paavaikutukset (p=0,004, p=0.033). Naarailla vain lentoa
edeltdnyt  késittelylampotila  oli merkitsevda  (p=0,004).  Yksildiden  tuottama
kokonaishiilidioksidimééra kokeen aikana oli suurempi korkeamman lampétilakasittelyn
kokeneilla kuin matalassa lampdtilassa olleilla perhosilla. My6s kahden eri mittauslampdtilan
vililld oli ero. Korkeammassa (35°C) mittausldmpdétilassa mitattujen perhosten hiilidioksidin
kokonaistuotannon nousu késittelylampdtilan vaikutuksesta oli selvempi kuin 30°C mitatuilla

yksilailla.

3.3 Toistomittauksen, mittauslampaotilan ja -jarjestyksen vaikutus lentometaboliaan

Osalle kokeen perhosista (n=36) lentomittaus suoritettiin  kahdesti. Ensimmadisen
mittauskerran jalkeen perhonen palautettiin alkuperdiseen kasittelylampdtilaan, ja seuraavana
paivana mittaus toistettiin eri mittauslampatilassa kuin ensimmaiselld kerralla. Talla haluttiin
selvittad, vaikuttaako aiempi mittaus toiseen mittauskertaan, ja onko mittauslampdatilalla ja -
jarjestyksella merkitystd perhosen lentosuoritukseen. Tuloksia testattiin  kayttamaélla
lineaarista sekamallia, missa selitettdva tekija oli hiilidioksidin tuotto, kiinteind selittdvina
tekijoind mittauskerta ja — lampdtila. Yksilon numero laitettiin satunnaismuuttujaksi, jolloin
malli otti huomioon toistomittauksen. Kaikki tekijat muutettiin  testid varten
luokkamuuttujiksi. Malliin otettiin mukaan mittauskerran ja -lampétilan paavaikutukset, seka
naiden yhdysvaikutus. Kaytossa oli tyypin Il neliGsumma. Tulosten visualisointia varten
yksilot jaettiin kahteen luokkaan sen mukaan, kummassa lampdtilassa ensimmaéinen mittaus
suoritettiin.  Ensimmaisessd luokassa olevat perhoset mitattiin  ensin  alemmassa
mittauslampétilassa (30°C) ja seuraavana paivana korkeammassa (35°C), toisessa luokassa

painvastoin. Koiraiden ja naaraiden tulokset késiteltiin erikseen (kuva 9).
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Kuva 9. Toistomittauksen, mittauslampatilan ja -jarjestyksen vaikutus tapléaverkkoperhosen
lentometaboliaan. Y-akselilla on esitetty hiilidioksidin tuottonopeuden huippu korjattuna
yksildiden kotelopainoilla, x-akselilla mittauksen jérjestysnumero. Vasemmanpuoleisessa
kuvassa koiraat, oikealla naaraat. Mittausluokka 1: ensimmaéinen mittaus 30°C, toinen 35°C,
on esitetty mustilla ympyroilla ja yhtenaisella viivalla. R*=0,13 koirailla ja R>=0,11 naarailla.
Mittausluokka 2: ensimmaéinen mittaus 35°C, toinen 30°C, on esitetty valkoisilla ympyroill4 ja
katkoviivalla. R?=0,04 koirailla ja R?=0,37 naarailla.

Taulukko 6. Mittauskerran ja -lampétilan vaikutus lentometaboliaan. Selitettdvana tekijana
hiilidioksidituoton huippu korjttuna yksilon kotelopainolla. Yksil6 oli mallissa mukana
satunnaistekijana.

Selitettava Selittgjat F P
Koiraat CO2 tuotto Mittauslampdtila 0,056 0,815
Mittauskerta 2,037 0,165
Mittauslampétila*Mittauskerta 1,158 0,291
Naaraat CO?2 tuotto Mittauslampdtila 2,190 0,148
Mittauskerta 11,123 0,002
Mittauslampétila*Mittauskerta 8,253 0,007
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Tulokset osoittavat, ettd kummankin sukupuolen yksilét ovat luokasta riippumatta
lentdneet paremmin ensimmaiselld mittauskerralla riippumatta siitd, oliko mittauslampdtila
korkeampi ensimmaiselld vai toisella mittauskerralla (kuva 9). Naaraista paremmin ovat
lentdneet yksilot, jotka mitattiin ensin korkeammassa lampétilassa. Kuvan perusteella
nahdadn myos, ettd korkeammassa mittauslampdétilassa ensin  mitatuilla naarailla
lentosuorituksen heikkeneminen toiseen mittaukseen mennessé on kaikkein selkeinta.

Naarailla mittauskerran ja -lampétilan yhdysvaikutus antoi merkitsevan tuloksen
(p=0,007) (taulukko 6). Interaktion lisdksi myods mittauskerran vaikutus oli naarailla
merkitseva (p=0,002). Mittauslampdtilalla ei ollut tilastollisesti merkitsevdd vaikutusta.
Koirailla kumpikaan testatuista padvaikutuksista eika niiden interaktio ollut merkitseva. Téassa
testissa kéytettiin hiilidioksidin huipputuottoa korjattuna yksilon kotelopainolla. Tulokset
olivat samanlaiset myds kokonaishiilidioksidin osalta. My®6s painokorjausten suhteen tulokset

olivat samankaltaiset riippumatta kaytettiinkd yksilon kotelo- vai aikuispainoa.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Taplaverkkoperhosen eri  Pgi-genotyyppien Vvélilla tiedetddn olevan eroja niiden
lampatilaherkkyydessé (Saastamoinen & Hanski 2008, Niitepdld 2010). Aiemmissa kokeissa
on mitattu lennonaikaisen lampdtilan vaikutusta perhosen lentosuoritukseen. Pgi-genotyypin
ja mittauslampdtilan todettiin vaikuttavan merkitsevasti lentometaboliaan, niin ettd AC-
heterotsygoottien lentometabolia oli viileissa lampd6tiloissa  korkeampi  kuin ~ AA
homotsygooteilla (Niitepdld 2010). T&ssad gradutydssd selvitettiin lentoa edeltdvan ajan
olosuhteiden vaikutusta perhosen lentosuoritukseen, mité ei tutkittu aikaisemmin. Perhosia
altistettiin kaksi vuorokautta ennen lentomittauksia erilaisille lampétiloille. Tarkoituksena oli
selvittad, kuinka herkkié perhoset ovat vaihteleville olosuhteille ja kuinka erilaiset olosuhteet

vaikututtavat yksilon lentosuoritukseen.

4.1 Pgi-genotyypin ja lampdtilakasittelyn vaikutus lentometaboliaan

Tulokset osoittavat, ettd ennen lentomittausta koetulla lampotilakasittelyllda on
huomattava vaikutus téplaverkkoperhosen lentoaineenvaihduntaan. Lampdtilakasittelyn
vaikutus oli erilainen eri Pgi-genotyyppien valilla. Yleisesti ottaen perhoset, jotka viettivét
kaksi vuorokautta ennen koetta matalassa lampdétilakésittelyssé lensivat huonommin kuin
korkeammassa lampdotilassa  olleet  perhoset. Erilaiset lampotilakasittelyt  ennen
lentometaboliamittausta vaikuttivat eri Pgi-genotyyppeihin siten, ettd Pgi-AC yksilot lensivét
Pgi-AA yksiloitd paremmin, kun perhoset olivat kokeneet matalan lampétilakasittelyn, kun
taas Pgi-AA yksilot suoriutuivat Pgi-AC yksil6itd paremmin korkean lampdtilakasittelyn
jalkeen. Tulokset osoittivat erityisen selkedn eron genotyyppien valillda matalan
lampokasittelyn (15°C) yksiloilld. Keskimaérdisessd lampotilassa (24 °C) olleiden perhosten
lentometaboliatasossa esiintyi paljon vaihtelua, eikd genotyyppien Vvélilla ollut systemaattista
eroa. Tulos Pgi-genotyyppien lampotilaherkkyyseroista on samansuuntainen Kkuin
aikaisemmissa kokeissa, joissa mitattiin lentometaboliamittauksen aikaisen lampétilan
vaikutusta perhosen lentometabolian tasoon (Niitepdld 2010). Tulokset olivat Pgi-
genotyyppien osalta samansuuntaiset kuin tdmén tutkimuksen kokeissa. Matalassa
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mittauslampotilassa Pgi AC perhoset lensivat paremmin kuin Pgi AA yksilot, mutta
korkeammissa lampdtiloissa Pgi AA yksilot suoriutuivat paremmin. Tuloksia tarkastellessa ei
voida myoskaan poissulkea vaihtoehtoa ettd tulos liittyisi osaksi  yksilénkehitykseen.
Lampatilakasittelyt tehtiin nuorille, hiljattain kuoriutuneille perhosille. Saattaa olla ettd
lampiméssé kasittelyssé olleet perhoset pystyivat nopeuttamaan lentolihastensa kehitysta,
mik& néakyisi parempana lentona. Taplaverkkoperhosen lihasproteiini troponiini t:ssa tiedetéaan
tapahtuvan ian mukana muutoksia, ja isoformi Tnt A:n maaréd korreloi positiiviseti perhosen

aktiivisuuden kanssa (Marden et al. 2008).

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd tdimén tutkimuksen keskeinen tulos on kuinka kahden
eri Pgi-genotyypin erot tulivat esille. Aikaisemmat tutkimukset ovat kohdistuneet vain
lentometaboliamittauksen aikaisen lampdtilan vaikutukseen, kun taas tassé kokeessa testattiin
ensimmaista kertaa miten lentoa edeltaneet olosuhteet vaikuttavat lentosuoritukseen. Kokeen
tulokset osoittivat, ettd molemmissa tapauksissa Pgi-genotyypit eroavat toisistaan samalla
tavalla. Toisin sanoen, perhosten suoritukseen vaikuttavat myds ne olosuhteet mitk& ne ovat
kokeneet ennen tietylld hetkelld tapahtuvaa lentoa, mutta genotyypin ja lampdtilan
vuorovaikutus on molemmissa tapauksissa samanlainen.

Kokeissa mitattiin sek& hiilidioksidituoton huippu, joka esiintyy pian lennon alkamisen
jalkeen, ettd perhosen lennon  aikana  tuottama  kokonaishiilidioksintuotto.
Kokonaishiilidioksituotto kertoo huipputuottoa paremmin yksilon kyvysta yllapitaa
pitk&kestoisempaa lentoa. Tulokset osoittavat, ettd myos tall4& muuttujalla arvioituna ennen
lentomittausta koetulla lampétilakasittelylla oli vaikutusta perhosen lentometaboliaan.
Perhoset lensivat sitd paremmin, mitd korkeamman kasittelylampdétilan ne olivat kokeneet.
Kuitenkin toisin kuin huippuhiilidioksidituoton tapauksessa, Pgi-genotyypilld ei ollut
merkitysta yksiléiden tuottamaan kokonaishiilidioksidimaaraan.

Ahvenanmaalla vallitsee pohjoinen lauhkea ilmasto, joten kokeessa kaytetyt lampdétilat
vastaavat hyvin taplaverkkoperhosen luonnossa kokemia olosuhteita. Luonnossa perhoset
nostavat ruumiinlampoaan kerddmalld ruumiiseensa auringon sateilyd maassa tai Kivilla siivet
auki istuen. Pgi-AC yksil6illa on etua pohjoisissa ilmasto-oloissa kyvystéan lentdd paremmin
matalammissa lampétiloissa kuin Pgi-AA yksilot (Niitep6ld 2010). Taplaverkkoperhosen
ruumiinldmpdtilaa on mitattu kenttdkokeessa lampokameran avulla (Saastamoinen ja Hanski

2008). Lennosta pyydystetyilla perhosilla mitattu keskimé&arainen ruumiinlampatila oli 30,1°C
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(harvoin yli 33°C), missd lampétiloissa Pgi-AC yksil6illa on etua. Luonnollisissa olosuhteissa
Ahvenanmaalla Pgi-AA yksil6illa voi olla lentoetu puolellaan todella kuumina paivina.
Talléinkin Pgi-AC yksilét voivat hyotyd kyvystdan aloittaa lentdminen jo aiemmin
aamupaivalla, jolloin lampétilat ovat viela matalampia.

Taplaverkkoperhosella koiraiden ja naaraiden liikkumiseen kohdistuu erilaiset
valintapaineet (Hanski et al. 2006). Siten dispersaalin ja muun liikkumisen edut ja
kustannukset eroavat eri sukupuolilla. Taplaverkkoperhosilla naaraat parittelevat yleensa vain
kerran ja jo pian kuoriutumisen jalkeen (Boggs & Nieminen 2004). Tasté seuraa, ettd naaraat
jotka dispersoivat ja saapuvat tyhjille habitaattilaikuille ovat yleensa jo paritelleet. Koirailla ei
nain ollen ole suurta hyotya lentdd tyhjille laikuille, sill& niiltd 16ytyvéat naaraat ovat jo
ehtineet paritella (Hanski et al. 2006). Tahystely ja partiointi ovat perhoskoirailla esiintyvaa
parittelukumppanin etsintdan liittyvaa kayttaytymista (Wahlberg et al. 1995). Vdhemman
aktiivista liikkumista vaativassa tahystelykéayttaytymisessd koiras on asettunut joko maahan
tai kasville tarkkailemaan ohilentdvid naaraita. Koiras ladhtee lentoon mahdollisen
parittelukumppanin  havaittuaan.  Partiointikdyttdytymisessa koiras lentelee laajasti
habitaattilaikulla etsien parittelukumppania. Huomioiden koiraiden ja naaraiden erilaisen
lentokayttaytymisen, ei ole yllattavaa, ettd hyva lentokyky (korkea lentometabolia) vaikuttaa
eri tavalla koirailla ja naarailla. Eroja sukupuolten valilla on l0ydetty tutkimuksissa, joissa
perhosten lentometaboliatasoa verrattiin yksildiden liikkumiin matkoihin luonnossa (Haag et
al. 2005, Niitepdld et al. 2011). Tulokset viittaavat siihen, ettd taplaverkkoperhosnaarailla
korkea lentometaboliataso liittyy pitkiin lentosuorituksiin luonnossa (Haag et al. 2005,
Niitepdld et al. 2009). Niinpa hyvin lentdvat naaraat levittdytyvat todenndkodisimmin pois
syntymakedoltaan ja perustavat uusia populaatioita. Tatd tukee se, ettd naarailla jotka ovat
perdisin uusista populaatioista on korkeampi lentometaboliataso kuin vanhoista populaatioista
perdisin olevilla naarailla. Sen sijaan koirailla lentometabolia ja luonnossa liikuttu matka
korreloivat negatiivisesti (Niitepdld et al. 2011). Yksil6t joilla oli korkea lentometaboliataso,
lensivét kenttdkokeessa véhemman ja lyhyempid matkoja kuin yksilot joilta mitattiin matala
lentometaboliataso. Tama tulkittiin siten, ettd ne koiraat joilla on korkea lentometabolia
pyrkivéat valloittamaan parhaat territoriot, eivatkd ne siitd syystd lennd pitkid matkoja.
Samansuuntainen sukupuolten valinen ero havaittiin kun tutkittiin Pgi-genotyypin yhteytta
lentoon. Naaraat joilla on hyvdan lentokykyyn liittyvd AC genotyyppi liikkuivat enemman
kuin AC koiraat (Niitepdld et al. 2011).
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Taplaverkkoperhosten liikkuvuus vaihtelee populaation idn ja kytkeytyneisyyden mukaan
(Hanski et al. 2004). Eri-ikéisistd populaatioista perdisin olevien téplaverkkoperhosten
liikkuvuutta on tutkittu kenttdkokeessa harmonisen tutkan avulla (Ovaskainen et al. 2008).
Kokeeseen valittiin naaraita sekd uusista ettd vanhoista (yli 5 vuotta) populaatioista. Uusista
populaatioista perdisin olevat naaraat olivat kokeen tulosten mukaan muita liikkuvampia.
Yksittaiset litkutut matkat olivat pituudeltaan yhté pitkia, mutta uusien populaatioiden yksilot
liikkuivat useammin. Kahden tunnin aikana liikuttu matka oli uuden populaation naaraalla
keskimaarin 1850 metrid, kun vanhasta populaatiosta peréisin olevalla yksil6lla liikuttu matka
oli vain 460 metrid. Ahvenanmaan laikkuverkostossa jokaisesta laikusta noin kilometrin
sateelld on keskimé&arin 23 muuta laikkua (Ovaskainen 2004). Naaras vierailee elinaikanaan
korkeintaan parilla muulla laikulla synnyinpaikkansa liséksi (Hanski 1999).

Lammin biologisella asemalla suoritetuissa hakkikokeissa on tutkittu jo useiden vuosien
ajan téplaverkkoperhosen elinkierto-ominaisuuksia, mukaan lukien yksildiden liikkuvuus.
Erddssa tallaisessa kokeessa verrattiin  perhosia jotka olivat peréisin erilaisista
populaatiotaustoista (Duplouy et al. 2013). Kokeen perhoset olivat peréisin joko
pirstoutuneesta elinymparistosta tai yhtendisistd elinymparistoista. Yksildiden liikkuvuus
mitattiin hakissa tehtyjen linjahavaintojen perusteella. Lisdksi osalta perhosia mitattiin niiden
lentometabolianopeus. Tulokset erosivat yhtendisten ja pirstoutuneiden elinymparistdjen
perhosten osalta selvasti toisistaan. Lentometabolian taso oli alhaisempi yhtendisen
elinympariston perhosilla, mika viittaa siihen, etta pirstoutuneissa elinymparistdissa elavilla
perhosilla on parempi lentokapasiteetti. Hakkikokeessa kaikkien populaatioiden koiraat olivat
naaraita liikkkuvampia, mutta pirstoutuneen elinympdriston koiraat olivat erityisen
liikkuvaisia.

Tassd kokeessa perhoset olivat ilman ruokaa (hunaja-vettd) kaksi vuorokautta ennen
lentometaboliamittausta. Hakeissd, joissa perhoset olivat lampdtilakéasittelyn ajan, oli
kuitenkin jatkuvasti tarjolla vettd. Sokeripitoisen ravinnon puute on saattanut vaikuttaa
perhosten suoriutumiseen lentomittauksissa. Péivittdin saadun ravinnon merkitys voi erota
merkittavéasti eri Pgi-genotyyppien valilla (llkka Hanski suul. tied. 19.12.2013). On syyt&
olettaa, ettd Pgi-AC yksilot ovat riippuvaisempia jatkuvasta energiansaannista kuin Pgi-AA
yksilot. Pgi-AA yksilot ilmeisesti varastoivat ravinnosta saatua energiaa eri tavalla jo
toukkavaiheessa, mistd osoituksena eri genotyyppien vélilla on ero niiden kotelopainossa
(Kallioniemi & Hanski 2011, Saastamoinen et al. 2013). T&man kokeen
lentometaboliamittauksia ajatellen voidaan epéillg, ettd Pgi-AA yksilot ovat saattaneet saada
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etua ruokinnan puuttumisesta. Olisivatko Pgi-AC yksilot lentédneet vield paremmin, jos
perhosia olisi ruokittu, ja ndin ollen kahden genotyypin erot lentometaboliassa olisivat tulleet
viela selvemmin esiin? Kysymys on mielenkiintoinen, ja tulevissa tutkimuksissa tullaan
varmasti selvittdmadn ravinnonsaannin merkitysta eri Pgi-genotyyppien menestymiselle.
Toisaalta ruokinnan puuttuminen ei vaikuttanut eri lampotilakasittelyn kokeneiden vélilla
lentoon kovin dramaattisesti, silla vaikutuksen olisi odottanut olevan suurempi korkeassa
lampotilassa olleilla perhosilla, joiden energian kulutus on korkeampi kuin viiledssé olleilla
yksil6illa. Ravinnon riittavyys ei kuitenkaan ollut ongelma, silla korkeassa lampétilassa olleet

perhoset lensivat silti hyvin.

4.2 Toistomittauksen vaikutus lentometaboliaan

Osalla perhosista lentometaboliamittaus toistettiin seuraavana pdivand ensimmaisesté
mittauksesta. Tavoitteena oli selvittdd aiemman mittauksen vaikutusta toiseen mittauskertaan.
Liséksi testattiin onko mittauslampdtilalla (30°C ja 35°C) ja jarjestykselld vaikutusta
lentometaboliaan. Ensimmadisen lentometaboliamittauksen jalkeen perhonen palautettiin
alkuperaiseen lampotilakasittelyynséd odottamaan seuraavan pdivan uudelleenmittausta.
Toinen lentometaboliamittaus suoritettiin eri lampd6tilassa kuin ensimmainen mittaus.
Tulokset osoittivat, ettd yksilot lensivat kaikissa ryhmissda paremmin ensimmaiselld
mittauskerralla. Naarailla lentosuorituksen heikkeneminen toiseen mittaukseen havaittiin
selvemmin kuin koirailla. On mahdollista, ettd lentosuoritus aiheuttaa perhoselle jonkin
verran ylimaaraista stressid. Vaikka mittauksen kesto (10 min) ei ollut kovin pitkd, saattoi
osassa perhosia havaita huomattavaa vadsymystd jo muutaman minuutin jalkeen. Perhosen
kokemaan huomattavaan rasitukseen viittaa se, ettd jo 10 minuutin lento johtaa muutoksiin
geenien ekspressiossa, jotka nakyvét vield 20 tunnin kuluttua (J. Kvist ym. kasikirjoitus).
Aiemman mittauksen ndin selked vaikutus toiseen mittauskertaan ei ollut kuitenkaan
odotettua. Tassa tutkimuksessa saatu tulos on myos ristiriidassa aikaisemman tutkimustiedon
kanssa, jonka mukaan t&plaverkkoperhosella lentometaboliataso on toistettava ominaisuus
(Niitepdld & Hanski 2013). Kahdessa eri kokeessa perhosten lento- ja lepometaboliaa
mitattiin toistuvasti, toisessa kokeessa joka toinen péivd, toisessa kuuden paivan vilein.

Mittauksia jatkettiin koko perhosen elinian. Tulosten mukaan mittaus on toistettavissa.
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Syy siihen miksi tdssd kokeessa toinen mittauskerta tuotti ensimmaistd alhaisemman
tuloksen saattaa liittyd perhosten ruokailuun. Téassd kokeessa perhosia ei ruokittu hunajalla
kahden mittauksen vélissd, vaan niille oli juomasienessé tarjolla ainoastaan vettd. Ruokinnan
puuttuminen eroaa Niitepdldin aiemmin toteuttamasta koeasetelmasta, missé suoritettiin
toistomittauksia. Sokeripitoisen ravinnon puuttuminen perhosen palautumisvaiheessa kahden
mittauksen vélissd saattaa olla selitys aiemmista tutkimuksista poikkeaville tuloksille.

Ravinnonsaannin merkitysta késiteltiin myos aikaisemmin jaksossa 4.1.

4.3 Virheldhteet

Tieteellisissé kokeissa on aina omat mahdolliset virheldhteensd, jotka taytyy ottaa huomioon
sekd tulosten arvioinnissa ettd tulevien samantapaisten kokeiden suunnittelussa. Taman
tutkimuksen koeasetelma oli etukateen huolellisesti suunniteltu, mutta tyon edetessa ja
jalkikateen arvioiden tulee esiin seikkoja, jotka olisi voitu tehda toisella tavalla. Tarkkakaan
suunnittelu ei poista epavarmuustekijoitd, joita esiintyy kun tutkitaan ennen tutkimattomia
asioita.

Aineiston otoskoko oli riittdvd, mutta luonnollisesti vastaavanlaisen kokeen
suorittaminen isommalla maaralla yksiloita lisaisi luotettavuutta. Tassd kokeessa varsinkin
mitattujen naaraiden lukumaara jai suhteellisen pieneksi, koska yksil6t jakaantuivat moniin
eri kasittelyryhmiin. Toistomittausten lukuma&érd oli myos suhteellisen pieni yleistavien
johtopaatosten vetamiseksi. Toisaalta koska mittaukset suoritti yksi henkild (tekijd),
paivittdinen mittauskapasiteetti tulee nopeasti rajoittavaksi tekijaksi. Tat4 ongelmaa voisi
vahentdd porrastamalla toukkien kasvatuksia, jolloin aikuisten kuoriutuminen ajoittuisi
pidemmalle aikavalille. Koemateriaalin kasvatukseen liittyy yllattavia epavarmuustekijoité,
joita varten koemateriaalia tulisi kasvattaa yli mittauksiin suunnitellun yksiloméaran. Tassa
kokeessa osa toukista kuoli kasvatusten loppupuolella tuntemattomaksi jaaneestd syysta.
Lisdmateriaalin kasvattaminen oli tissa vaiheessa koetta myohdistd. Tastd syystd kokeen
yksilomaara jai hieman pieneksi kuin suunniteltiin, eikd kokeen yksildiden sukupuolijakauma

ollut tasainen.
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Koeasetelma sisélsi kuusi erilaista kasittelyryhmad: kolme erilaista lampdtilaa ennen
lentometaboliamittausta ja kaksi mittauksen aikaista lampotilaa. Koe suorittiin sek& koirailla
ettd naarailla, joiden tulokset kasiteltiin erikseen. Vaikka yksildiden jako eri késittelyihin
suoritettiin tasaisesti, ei jakovaiheessa voitu ottaa huomioon yksildiden genotyyppejé, jotka
madritettiin vasta mittausten jélkeen. Tdastd johtuen osa kasittelyryhmistd jai vain muutaman
yksilon suuruiseksi tai kokonaan puuttumaan (varsinkin naaraiden osalta), kun genotyyppi
otettiin analyysivaiheessa mukaan tarkasteluun. Kaikkein selvimmat erot lentometaboliassa
Pgi-genotyyppien Vvélill4 saatiin matalan (15°C) lampotilakésittelyn kokeneiden yksiléiden
valilla. Kokeessa kéytetyt mittauslampdtilat olivat  tapléaverkkoperhosen lennon
optimilampétila (30°C) seké tastd hieman korkeampi (35°C) mittauslampétila. Koeasetelman
mittauslampotiloja  jalkikateen pohdittaessa tuli esille ajatus, ettd ndiden kahden
mittauslampotilan lisédksi olisi mielenkiintoista tutkia lentoa ehkéd vieldkin alhaisemmissa
lampdatiloissa. Tulevaisuudessa vastaavissa kokeissa olisi mielenkiintoista tarkastella myos
yksiloiden alueellista alkuperdd. Tamén kokeen yksilot valittiin satunnaisesti useista eri
perheistd. Useilta eri vanhemmilta perdisin olevien jéalkeldisten valinnalla haluttiin varmistaa,
ettd aineistoon saadaan tasaisesti yksiloita jotka edustaisivat kahta yleisintd Pgi-genotyyppia.
Ehka kaikkein merkittdvin kysymys vastaavien kokeiden osalta tulevaisuudessa liittyy
aikuisten perhosten ruokailumahdollisuuteen, joka voi olla yhteydessa eri Pgi-genotyyppien
menestykseen. Jalkikéateenkin ajatellen on kuitenkin selvé, etta kaikkia mahdollisia tekijoita ei

olisi voitu siséllyttaa tahén yhteen kokeeseen.
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