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Scolopendromorpha-juoksujalkaiset (Chilopoda: Scolopendromorpha)
muodostavat ~ evolutiivisesti ~ vanhan  maaniveljalkaisryhmén,  jonka
systematiikkaa on viimeisen kymmenen vuoden aikana tdydennetty DNA-
sekvensseihin perustuvilla tutkimuksilla. Scolopendra morsitans on suurehko ja
varikas juoksujalkaislaji, jota tavataan laajalla alueella Afrikassa, Aasiassa ja
Australiassa. Laji on ilmiasultaan monimuotoinen, mink& vuoksi sitd on epéilty
usean lajin muodostamaksi lajikompleksiksi. Lajiin onkin pitkaan luokiteltu
yksilot, jotka eivat taytd minkadn toisen Scolopendra-lajin tuntomerkkejé.
Tutkimuksen tarkoituksena oli Kkartoittaa S. morsitans -lajin geneettista
muuntelua edustavalla maantieteelliselld otoksella ja selvittdd, onko kyseessa
patevd laji vai lajikompleksi. Lajin evolutiivista historiaa kuvaavat
fylogeneettiset puut rakennettiin COI-, 16S- ja 28S-geenisekvenssien pohjalta
parsimoniaan ja suurimpaan uskottavuuteen perustuvilla menetelmill.
Suurimman uskottavuuden puulle madritettiin - mahdolliset lajirajat bPTP-
analyysilla. Lisaksi sekvenssien pohjalta laskettiin naytteille parittaiset
etdisyydet kunkin merkkialueen suhteen. Tuloksissa S. morsitans -yksil6t
muodostivat maantieteellisesti jarjestaytyneitd ryhmia ja fylogeneettiset puut
olivat paaosin yhtenevia keskenadn eri analyysien valilla.
Uudelleenotantamenetelmiin perustuvat tukiarvot olivat korkeita fylogenioiden
latvaosissa, mutta matalia niiden tyviosissa (evolutiivisesti vanhemmissa 0sissa).
bPTP-analyysi I0ysi S. morsitans -lajin sisalta vahintddn 21 mahdollista lajia.
Lajin sisélld kaikkien kolmen geenin parittaiset etdisyydet olivat suurimmillaan
yli 20 %. Tulokset tukevat kasitysta siitd, ettd S. morsitans -nimi katkee alleen
lajikompleksin ja lajin revisio on aiheellinen. Tutkimuksessa selvitettiin myds S.
morsitans -lajia muistuttavan Scolopendra antananarivoensis -lajin ja S.
morsitans -lajin kanssa synonymisoidun Scolopendra amazonica -fenotyypin
lajistatusta geneettisen muuntelun valossa. Tulokset tukevat yksiselitteisesti S.
antananarivoensis -lajin asemaa itsendisend lajina. S. amazonica -fenotyyppi
sisaltyy tulosten perusteella S. morsitans -lajikompleksiin ja sen lajistatuksen
ratkaiseminen vaatii lisatutkimuksia.
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1. JOHDANTO

1.1 Miksi ja miten eli6ita luokitellaan?

Kaikki maapallolla nykyisin elavét eliot ovat polveutuneet yksisoluisesta esi-isastd, joka
eli maapallolla 3,5 - 3,8 miljardia vuotta sitten (Arndt & Nisbet 2012; Weiss ym. 2016).
Vuosimiljoonien kuluessa evoluutio on muovannut tdman viimeisen yhteisen esi-isén
jalkelaisista valtavan kirjon rakenteeltaan ja elintavoiltaan erilaisia elam&nmuotoja.
Yhtend eliokunnan monimuotoisuuden mittarina pidetadn lajien lukumaaraa eli
lajirikkautta. NyKkyisin elavien aitotumallisten lajien lukumé&éran arvioidaan olevan 8,7
miljoonaa. Noin 90 % ndista lajeista on edelleen tieteelle tuntemattomia (Mora ym.
2011).

Koko historiansa ajan ihminen on ollut riippuvainen ymparoivésta luonnosta. Taman
vuoksi ihmiselld on ollut tarve tunnistaa elidita ja nimetd ne (Mayr & Ashlock 1991).
Eliokunnan monimuotoisuutta hahmottaakseen ihminen on myos luonut erilaisia tapoja
luokitella eli6itd. Nykyisen tieteellisen luokittelun pohjana on binominen nimisto, jonka
kehitti Carl von Linné (1753; 1758). Jérjestelméassa jokaisella lajilla on yksildllinen,
kaksiosainen nimi: ensimmaéinen osa on suvun nimi, jalkimméainen osa lajiepiteetti.
Jokaisesta lajista tallennetaan lajin kuvaamisen yhteydessa holotyyppi, tyyppinayte,

johon tieteellinen nimi ja lajinkuvaus on sidottu.

Tieteellinen luokittelu muodostaa hierarkkisen jarjestelmén, jossa jokainen elidlaji
luokitellaan kuuluvaksi tiettyyn sukuun, heimoon, lahkoon, luokkaan ja péaajaksoon,
sekd mahdollisiin valitasoihin, kuten alaheimoihin ja alalajeihin. N&it4 ryhmi& kutsutaan
taksonomisiksi tasoiksi (engl. rank). Jollekin taksonomiselle tasolle asettuvaa yhtendista
elioryhmaéad, esimerkiksi tiettya lajia tai lahkoa, kutsutaan taksoniksi. Tamén tutkielman
tutkimusorganismin, Scolopendra morsitans -juoksujalkaisen, luokittelu on esitetty
taulukossa 1 sekd nykymuodossaan, ettd Linnén (1758) kéyttdmdssd varhaisimmassa

muodossaan.

Linné luokitteli elioryhmét ulkoisten tuntomerkkien eli morfologian perusteella siten,
ettd ulkomuodoltaan samankaltaiset eliot muodostivat yhtendisen  ryhman.

Samankaltaisuuden taustalla oli muuttumaton luonnonjarjestys, joka oli seurausta



luomistydstéd. Sata vuotta myohemmin Charles Darwin (1859) esitteli evoluutioteorian,
joka mullisti kasityksen eliokunnan monimuotoisuuden alkuperéstda. Evoluutioteorian
mukaan ilmiasu eli fenotyyppi kertoi elioryhmien keskindisista sukulaisuussuhteista:
toisiaan suuresti muistuttavilla elioilla oli pidempi yhteinen polveutumishistoria ja ne

olivat erkaantuneet omiksi ryhmikseen lahempana nykyhetkeé.

Evoluutioteoriaan nojaten nykykaytantond on pyrkid siihen, ettd taksonit ovat
samansyntyisia (monofyleettisid), eli niihin siséltyvat kaikki tietyn esi-isén jalkeldiset ja
ainoastaan ne. Ehdon téyttyessd taksonit vastaavat kladeja (engl. clade), haaroja
elibkunnan sukupuussa. Tietyn taksonin on oltava erotettavissa muista taksoneista
jollakin evoluution kannalta merkitsevalla kriteerilld, esimerkiksi morfologian, DNA-
sekvenssin, elintapojen tai elibmaantieteellisen levinneisyyden suhteen. Taksonien
madrittelya vaikeuttaa se, etteivat niiden rajat ole luonnossa valittdmasti nahtavilla.
Keskindista hierarkkista jarjestysta lukuun ottamatta taksonomisilla tasoilla ei mydskaan
ole yleispatevid maaritelmia. Kaytannossé esimerkiksi suku viittaa ominaisuuksiltaan ja

laajuudeltaan erilaiseen ryhmaan linnuilla kuin niveljalkaisilla.

Taulukko 1. Scolopendra morsitans -lajin tieteellinen luokittelu Linnén (1758) kayttdmassa
muodossa ja nykymuodossaan. Toisiaan vastaavat taksonomiset tasot on esitetty samalla
rivilla. Merkittavin ero luokittelutapojen vililld on kasvanut taksonomisten tasojen maara.

Nykyinen luokittelu Linnén kayttama luokittelu
Domeeni | Eucarya (Aitotumaiset)
Kunta Animalia (Eldimet) Regio |Animalia
Padjakso | Arthropoda (Niveljalkaiset)
Alajakso Myriapoda (Tuhatjalkaiset)
Luokka Chilopoda (Juoksujalkaiset) [ Classis [Insecta
Lahko Scolopendromorpha Ordo Aptera
Heimo Scolopendridae
Alaheimo | Scolopendrinae
Sukuryhma [ Scolopendrini
Suku Scolopendra Genus |Scolopendra
Laji Scolopendra morsitans Species | Scolopendra morsitans




1.2 Mika on laji?

Laji on perustavanlaatuinen taksonominen taso ja olennainen biologinen kasite, mutta
sen aukoton méérittely on osoittautunut vaikeaksi (ns. species problem). Erilaisia
lajikasityksid onkin muotoiltu useita. Mayrin ja Ashlockin (1991) mukaan Linnén
lajikasitys oli typologinen tai essentialistinen. Morfologisesti samanlaiset yksilot
muodostivat lajin, mik& oli heijastuma Platonin ideaopista. Lajit sdilyivat ajallisesti
muuttumattomina ja lajinsisédinen variaatio johtui lajin idean epé&taydellisesta
ilmentymisestd. Toista ddrilaitaa edustaa nominalistinen lajiké&sitys, jonka mukaan lajit
ovat ihmisten luomia abstraktioita ja ainoastaan yksilot ovat todellisia (Mayr & Ashlock
1991).

Nykyisin kéytetyin lajikasitys on biologinen lajikasitys (engl. biological species
concept, BSC), jonka Mayr (1942) esitti seuraavasti: “Laji on keskendédn tosiasiallisesti
tai mahdollisesti lisdéntyvien luonnonpopulaatioiden muodostama ryhma, joka on
eristdytynyt muista vastaavista ryhmistd lisddntymisen suhteen” (Futuyma 2013). BSC
perustuu lajien véliseen biologiseen lisaantymisesteeseen, miké& rajaa lajikasityksen
koskemaan lahinn& suvullisesti lisddntyvia elioitd. Lisaksi lisadntymisesteen toteaminen
ajallisesti ja maantieteellisesti toisistaan eristaytyneilla populaatioilla on usein
mahdotonta. Kéaytannossa lajien tunnistamisessa kaytetdan tuntomerkkeja, jotka eivét
kerro suoraan lisdantymisesteistd, mutta viittaavat populaatioiden geneettiseen
eriytymiseen toisistaan. Lajia, jonka madritelm& perustuu ainoastaan sen fenotyyppiin,
kutsutaan morfolajiksi. Vastaavasti biolajiksi kutsutaan lajia, joka on madritelty

geneettisten tuntomerkkien perusteella.

Evoluutiobiologian alalla biologisen lajiké&sityksen kanssa kilpailee fylogeneettinen tai
evolutiivinen lajikasitys (engl. phylogenetic species concept, PSC; Mayr & Ashlock
1991; Winston 1999). Simpsonin (1961) alkuperdisen mééritelman mukaan téllainen laji
on “perimdlinja ..., joka kehittyy erillisend muista ja jolla on oma yhtendinen
evolutiivinen rooli ja taipumukset” (Mayr & Ashlock 1991). Koska PSC korostaa
polveutumista, se on BSC:ia kayttokelpoisempi lajikdsite systemaattisessa
tutkimustydssa. PSC:n kaytossa keskeinen kysymys on, miten suuret genotyyppiset erot

vaaditaan, jotta lahisukuiset populaatiot lasketaan kuuluviksi eri lajeihin.



Lajien tunnistaminen on erityisen vaikeaa tilanteessa, jossa l&hisukuisten lajien
fenotyypit muistuttavat toisiaan suuresti. Lajit, joita ei kyetd erottamaan toisistaan
morfologian avulla, muodostavat lajiryhmén tai lajikompleksin. Saman lajinimen alla
piilevid lajeja kutsutaan kryptisiksi lajeiksi. Kryptisten lajien tunnistamisessa
hyodynnetdédn tarkkojen morfologisten tutkimusten ohella geneettisten merkkialueiden
vertailua ja eldimilla kayttaytymispiirteiden havainnointia (esim. Hebert ym. 2004,
Amato ym. 2007; Dornburg ym. 2016).

1.3 Miten elididen sukulaisuussuhteita tutkitaan?

Fylogenetiikka,  systematiikka ja taksonomia ovat elididen  keskindisia
sukulaisuussuhteita tutkivia tieteenaloja. Termejd kdytetddn usein synonyymeing, eika
niille ole olemassa virallisia mé&é&ritelmid, mutta alat eroavat tiettyjen painotusten
suhteen. Taksonomia tutkii elididen luokittelua ja fylogenetiikka eliGryhmien
kehityshistoriaa. Systematiikan tutkimuskenttddn kuuluu edelld mainittujen lisaksi

elididen ominaisuuksien kehityshistorian tutkimus ja elidmaantiede.

Taksonomian sisalla on ollut historian saatossa erilaisia koulukuntia. Kladistiikka ja
fenetiikka viittaavat 1950-luvulla virinneeseen filosofiseen keskusteluun siitd, miten
elididen ominaisuuksista kertynytta tietoa tulisi hyddyntaa luokittelua tehtdessa (Schuh
2000, kts. s. 6-7). Feneetikot katsoivat, ettei elididen todellisia kehityshistorioita
(fylogenioita) ole useinkaan mahdollista selvittdd, minka vuoksi luokittelun tulisi
perustua objektiivisesti mitattuun kokonaissamankaltaisuuteen (Sokal & Sneath 1963).
Sita vastoin kladistikoiden mukaan synapomorfiat, viimeisimmaéltd yhteiselta esi-isalta
perityt samankaltaisuudet, kertoivat luotettavasti polveutumishistoriasta, jota myos
luokittelun tulisi heijastaa (Hennig 1950; Hennig 1966). Kladistiikan periaatteita
sovelletaan nykyaédn laajasti systematiikan alalla ja feneettisestda lahestymistavasta

muistuttavat l&hinn& etdisyyteen perustuvat analyysimenetelmat.

1.3.1 Tuntomerkit ja niiden ilmenemismuodot

NyKkyisin elossa olevien elioryhmien evoluutiohistoriaa selvitetdan tutkimalla eliéiden
ominaisuuksia ja vertaamalla ryhmid kesken&an. Ominaisuutta, joka erottaa tutkittavat
eliot toisistaan, kutsutaan tuntomerkiksi (engl. character). Mielekkaalla tuntomerkilla

on puolestaan vahintddn kaksi ilmenemismuotoa (engl. character state).



Fylogeneettisissa analyyseissd kaytetddn tuntomerkkeina tavallisimmin morfologisia
piirteitd sekd DNA-, RNA- ja proteiinisekvensseja. Liséksi fossiiliaineistosta voidaan

saada jonkin verran tietoa menneisyydessa eléneista elidista.

Morfologia oli 1900-luvun puolivéliin asti hallitseva ja usein ainoa kriteeri biologista
luokittelua tehtéessa. Elididen morfologian keskindisté vertailua helpottaa se, ettd monet
tuntomerkit ovat vélittomasti nahtavissd ja niitd voidaan tarkastella kokonaisuutena.
Morfologisten tuntomerkkien kéyton suurimpia ongelmakohtia on tiedon karttumisen
hitaus. Luokittelussa kéytettdvien morfologisten tuntomerkkien valinta on
taksonikohtaista, mink& vuoksi niiden tulkinta vaatii usein erityisasiantuntemusta.
Jatkuvissa tuntomerkeissd, kuten pituusmitoissa, ongelmia saattaa aiheuttaa

ilmenemismuotojen paallekkaisyys.

Viime vuosikymmenind molekyylisystematiikka on kehittynyt nopeasti uusien
laboratoriotekniikoiden  kayttéonoton  myo6td.  DNA-sekvenssiin - perustuvissa
fylogeneettisissa analyyseissa tietysséd lokuksessa sijaitseva eméas on tuntomerkki ja
eméksen ilmenemismuoto (A, G, T tai C) on kyseisen tuntomerkin ilmenemismuoto.
DNA-sekvenssien kayttd mahdollistaa suurten datamatriisien luomisen lyhyessa ajassa
ja onnistuneesta sekvensointituloksesta tuntomerkkien ilmenemismuodot voidaan
tulkita yksiselitteisesti. Fylogeneettisissa tutkimuksissa pyritdan kayttaméaan rinnakkain
useita geenialueita, silla yksittaisen geenin evoluutiohistoria ei valttaméattad kerro koko

totuutta elion kehityshistoriasta.

Fylogeneettisissa analyyseissa kaytettavien tuntomerkkien ja niiden saamien
ilmenemismuotojen tulee olla mielekkaitd tutkittavan elioryhman kehityshistoriaa
ajatellen. Fylogeniat perustuvat ensinndkin homologisiin tuntomerkkeihin, jotka ovat
periytyneet tutkittaville elidille niiden yhteiseltd esi-isaltd (Schuh 2000). Vastaavasti
homoplasiat ovat usealle elidlle yhteisid tuntomerkin ilmenemismuotoja, jotka ovat
kehittyneet toisistaan riippumatta. Apomorfia on evolutiivisessa mielessé uusi (engl.
derived) tuntomerkin ilmenemismuoto. Synapomorfiat ovat apomorfioita, jotka ovat
oletettavasti periytyneet tutkittaville elidille niiden viimeisimméltd yhteiseltd esi-isélta.
Niilla on fylogeneettisissa analyyseissa erityinen merkitys, silld niiden avulla on

mahdollista tunnistaa homologiset tuntomerkit ja monofyleettiset ryhmat (Schuh 2000).



1.3.2 Fylogeneettiset puut

Fylogeneettisten analyysien lopputuloksena on fylogenia, hypoteesi taksonomisten
ryhmien sukulaisuussuhteista. Fylogenia esitetdan tavallisesti fylogeniapuuna (engl.
phylogenetic tree), jossa taksonit ryhmitelladn hierarkkisiin monofyleettisiin ryhmiin.
Kladogrammi on nimitys puulle, joka on saatu kladistisesta analyysista (Schuh 2000).
Monissa  puunrakennusmenetelmissa  oksapituus on suoraan  verrannollinen
evolutiivisten muutosten maaraan kussakin oksassa. Tallaista puuta kutsutaan

fylogrammiksi (Vandamme 2009).

Fylogeneettinen puu voi olla juureton tai juurellinen. Juuri paikannetaan useimmiten
liittamalla puun tyveen ulkoryhmé (Vandamme 2009), joka on tutkittavien taksonien
ldhisukulainen, mieluiten sisarryhma. Tutkimuksen kohteena olevien taksonien
muodostamaa ryhmdad kutsutaan vastaavasti sisdryhméksi. Juurellisesta puusta voidaan
lukea ajan etenemissuunta. Lisdksi ulkoryhmévertailun avulla maéritetddn kunkin

tuntomerkin muutoksen suunta puussa (Vandamme 2009).

1.3.3 Evoluutiomallit

Evoluutiomalleja  kaytetddn  molekyylisystematiikassa DNA-sekvenssievoluution
matemaattiseen mallintamiseen. Ne maarittdvat, kuinka yleisind eli todennakdisina
kutakin eméssubstituutiota, emaksen korvautumista toisella, pidetddn. Emadsten
esiintymistaajuudet vaihtelevat elididen genomeissa ja transitiot ovat transversioita
tavallisempia (Tamura & Nei 1993). Evoluutiomalleja onkin pyritty kehittdmaén
joustavammiksi  vaihtelevien emasfekvenssien ja substituutiotodennékdisyyksien

suhteen.

NyKkyisin k&ytetyin DNA-evoluutiomalli on GTR (general time reversible; Lanave ym.
1984), joka sallii paitsi transitioiden ja transversioiden todenndkdisyyden vaihtelun ja
vaihtelevat emésfrekvenssit, myos yksilolliset substituutiotodennékdisyydet jokaisen
kahden emdéksen valilla. GTR-mallissa substituutiotodenndkoisyydet ovat kuitenkin
symmetrisid eli muutos adeniinista tymiiniksi yhtd todenndkdinen kuin tymiinista
adeniiniksi (Felsenstein 2004). Useimmat evoluutiomallit saa johdettua GTR-mallista

asetuksia muuttamalla.



1.3.4 Sekvenssirinnastukset

Fylogeneettiset analyysit perustuvat tuntomerkkien ilmenemismuotojen vertailuun
tutkittavien lajien vélilla. Vertailu on mielekasta vain, mikali se koskee jokaisella
tutkittavalla lajilla samaa tuntomerkkid. Molekyylifylogeneettisten analyysien pohjana
on usein rinnastettu eli linjattu sekvenssitiedosto, jossa putatiivisesti homologiset
emakset ovat kohdakkain — ndin niiden ilmenemismuotojen vertailu on mahdollista.
Tavoitteena on jarjestdd sekvenssit riveittdin siten, ettd ilmenemismuodoltaan
samanlaiset tuntomerkit (emékset) osuvat samoihin sarakkeisiin (Tuimala 2005). Kun
rinnastuksessa kohdakkain asettuvat emadkset eivat tdsmad tietyssd kohdassa,
vaihtoehtoina on j&ttaa rinnastukseen huti tai avata kyseiseen kohtaan aukko (Tuimala
2005). Hudit tulkitaan emassubstituutioiksi, kun taas aukot merkitsevét rinnastuksessa
insertioita ja deleetioita. Optimaalisessa rinnastuksessa hutien ja aukkojen maara on
minimoitu.  Sekvenssien  samanlaisuusaste  ilmoitetaan  esimerkiksi  osumien

prosenttiosuutena (Tuimala 2005).

Yksinkertaisin sekvenssirinnastustyyppi on kahden sekvenssin rinnastus (engl. pairwise
alignment). Usean sekvenssin rinnastuksessa (engl. multiple sequence alignment)
optimaalisen ratkaisun 16ytdminen on huomattavasti monimutkaisempaa (Wang & Jiang
1994) ja siihen on kehitetty monia strategioita. Esimerkiksi MUSCLE-ohjelma (Edgar
2004) tekee ensin kahden sekvenssin rinnastukset kaikille sekvenssipareille. Parittaisten
samankaltaisuusarvojen  pohjalta  rakennetaan  mallipuu, jonka osoittamassa
jarjestyksessa sekvenssit lisatdan rinnastukseen. Ohjelma korjaa alkuperdisia kahden
sekvenssin rinnastuksia etsiessadn optimaalista usean sekvenssin rinnastusta, jolloin

tulos ei riipu alkuperaisten rinnastusten onnistumisesta.

1.4 Fylogeneettiset analyysimenetelméat

Fylogeneettisten analyysimenetelmien tavoitteena on rakentaa aineistoon perustuvia
fylogeniapuita ja |0ytdd puuavaruudesta optimaalisin puu. Eri menetelmét eroavat
toisistaan sen suhteen, miten ndmé kaksi tehtdvaa suoritetaan. Parsimoniamenetelmassa,
suurimmassa  uskottavuudessa ja  bayesildisessa  menetelméssa  sovelletaan
optimaalisuuskriteerid, joka médrittelee optimaalisen puun ominaisuudet (Tuimala

2005). Sita vastoin etdisyysmenetelmét perustuvat kullekin ndyteparille lasketuille



parittaisille etéisyyksille (Felsenstein 2004), eik& varsinaista optimaalisuuskriteerié
kayteté.

Pieneen aineistoon perustuvien puiden joukosta voidaan etsia optimaalinen puu
taydelliselld eli eksaktilla haulla, jossa kaydaan lapi kaikki puuvaihtoehdot.
Optimaalisen puun I0ytdminen kooltaan tyypilliselle fylogeneettiselle aineistolle on
kuitenkin erittdin vaikea laskutehtdvd, jota kutsutaan laskettavuusteoriassa NP-
taydelliseksi ongelmaksi (Graham & Foulds 1982). On epavarmaa, onko ndin vaikean
laskutehtdavan ratkaiseminen polynomiajassa mahdollista edes tietokoneiden kehittyessa
(P=NP? -ongelma; Fortnow 2009). Tamén vuoksi fylogeneettisissd analyyseissa
kaytetddn tavallisesti heuristisia menetelmid, jotka rajaavat puuavaruudesta
kiinnostavimmat puut ja etsivat parasta puuta niiden joukosta. Heurististen menetelmien
kayttd ei takaa parhaiden puiden l6ytymistd kaikkien mahdollisten puiden joukosta,
mutta ne keskittdvat kaytettdvissad olevan laskutehon potentiaalisimpina pidettyihin
puihin ajan sdastamiseksi (Felsenstein 2004).

Sopivan fylogeneettisen analyysimenetelmén valinta riippuu aineiston luonteesta ja
tutkimuskysymyksesta. Eri menetelmilld on myds omat kannattajansa ja vastustajansa.
Julkaisuissa yleistyva kaytantd on analysoida sama aineisto usealla fylogeneettisella
analyysimenetelmélld. Téssa tutkimuksessa aineiston analysoimiseen kaytettiin

parsimoniapohjaista menetelméaa ja suurimman uskottavuuden menetelméaa.

1.4.1 Parsimonia

Parsimoniamenetelmissd  optimaalisena pidetddn Iyhintd analyysin tuottamaa
fylogeniapuuta, joka selittda aineiston pienimmalld mahdollisella maaralla evolutiivisia
muutoksia. Tarkoituksena on minimoida puuta tukevien ad hoc -oletusten, eli
homoplasian, méara (Schuh 2000). Parsimonia ei ole itsessddn menetelmd puiden
rakentamiseen, vaan optimaalisuuskriteeri, jonka perusteella optimaalinen puu valitaan.
Parsimonian on néhty sisdltyvan Hennigin periaatteeseen (engl. auxiliary principle;
Hennig 1950; Hennig 1966) jonka mukaan homologian tulisi olla oletusarvo, mikéli tat4
vastaan ei ole todisteita (Schuh 2000). Ensimmaéisen parsimoniapohjaisen

analyysimenetelman kehittivat Edwards ja Cavalli-Sforza (1963; 1964).



Kladistiikan periaatteiden mukaisesti parsimonia-analyysissd huomioidaan vain
synapomorfiat. Kun tuntomerkit ovat kesken&én ristiriidassa, puuhun j&& homoplasioita.
Parsimonisimmassa puussa on vahiten muutoksia kaikki tuntomerkit huomioiden. Puu
rakennetaan aineiston pohjalta joko Hennigin argumentaatiolla (Hennig 1966) tai
Wagnerin menetelmélld (Kluge & Farris 1969; Farris 1970; Tuimala 2005). Hennigin
argumentaatiossa  lahtokohtana on sisaryhmien ja ulkoryhmdn muodostama
ratkaisematon puu. Tuntomerkkien ilmenemismuodot lisdtdan puuhun tuntomerkki
kerrallaan ja lajit ryhmitellddn synapomorfioiden perusteella (EIMaraghy ym. 2008).
Tassa tutkimuksessa kaytettiin Wagnerin menetelmég, jossa jokainen taksoni sijoitetaan
puuhun vuoron perdén siten, ettd puun pituus kasvaa mahdollisimman vahén (Tuimala
2005).

Parsimoniamenetelmissé evoluutiomallia vastaa optimaalisuuskriteeri, joka méaarittelee,
miten monta askelta ilmenemismuotojen muutoksiin siséltyy — tdmé& perustuu arvioon
kunkin substituution todenndkoéisyydestd. Tassa tutkimuksessa parsimonia-analyysi
tehtiin TNT-ohjelmalla (Goloboff ym. 2008), jossa sekvenssiaineistoihin kaytetdan
oletusasetuksena  Fitchin  (1971) optimaalisuuskriteerid. Sen mukaan Kkaikki

emassubstituutiot tietystd eméksesta toiseen ovat mahdollisia (Felsenstein 2004).

Parsimoniamenetelmien filosofinen pohja perustuu Occamin partaveitsend tunnetulle
ohjenuoralle. Evoluutio ei valttaméattd etene mahdollisimman yksinkertaisesti, mutta ad
hoc -oletusten minimoiminen helpottaa hypoteesien testaamista.
Parsimoniamenetelmien heikkoutena on ns. long branch attraction eli taipumus
ryhmitelld virheellisesti yhteen kehityslinjoja, joissa on tapahtunut paljon evolutiivista

muutosta (Felsenstein 1978).

1.4.2 Suurin uskottavuus

Suurimman uskottavuuden menetelméssa (engl. maximum likelihood) maksimoidaan
aineiston todennékaisyys tietyn evoluutiomallin vallitessa, kun lopputuloksena on tietty
puu. Intuitiivisesti ajatellen menetelméssa etsitddn puuta, joka sopii parhaiten yhteen
aineiston kanssa. Suurimman uskottavuuden tilastollisena menetelmand popularisoi
Ronald Fisher (Fisher 1912; Fisher 1921; Fisher 1922) ja ensimmaéisen fylogeneettisen
sovelluksen menetelmélle kehittivat h&nen oppilaansa Edwards ja Cavalli-Sforza
(Edwards & Cavalli-Sforza 1963; Edwards & Cavalli-Sforza 1964; Cavalli-Sforza &



Edwards 1967). Suurinta  uskottavuutta  sovelletaan  nykyisin  erityisesti
molekyyliaineistolle, mink& on mahdollistanut tehokkaan molekyyliaineistolle
suunnatun laskentatavan (Felsenstein 1981) kehittdminen.

Suurimmassa uskottavuudessa oletetaan, ettd tuntomerkit ja kehityslinjat kehittyvét
toisistaan riippumatta (Felsenstein 2004). Aineistona on aineistomatriisi, esimerkiksi
sekvenssirinnastus. Taméan lisaksi tarvitaan evoluutiomalli, joka kertoo erityyppisten
emaéssubstituutioiden todennakdisyyden. Yksi yleisimmin kéytetyista evoluutiomalleista
on GTR + T, jossa lokusten vilinen mutaatiotodenndkoisyys noudattaa
gammajakaumaa. Analyysin l&htékohtana on yleensd juureton puutopologia, jota
pidetdan analyysissa todellisena kuvauksena lajien sukulaisuussuhteista. Aloituspuu
voidaan muodostaa esimerkiksi parsimoniapohjaisella puunrakennusmenetelmélla tai

lisadmalla sekvenssit puuhun siten, ettd sen uskottavuus maksimoituu (Tuimala 2005).

Koska tuntomerkkien oletetaan Kkehittyvédn toisistaan riippumatta, uskottavuus
lasketaan erikseen jokaiselle sekvenssirinnastuksen lokukselle (engl. site). Koko puun
uskottavuus lasketaan kaikkien lokusten uskottavuuksien tulona (Felsenstein 2004).
Suurimman uskottavuuden menetelmassa optimaalisin on puu, joka maksimoi aineiston
uskottavuuden.  Suurimman uskottavuuden luotettavuus menetelmé@nd riippuu

evoluutiomallin oikeasta valinnasta (Felsenstein 2004).

1.4.3 Uudelleenjarjestelymenetelmat

Fylogeneettisten analyysimenetelmien tavoitteena on l0ytdd puuavaruudesta kaikkein
optimaalisin puu, globaali optimi. Heuristisia menetelmia kaytettdessd voidaan
puuavaruudessa paatya myos paikalliseen optimiin, puuhun, joka ei ole endd kaytossé
olevalla etsintdimenetelmélld parannettavissa. Siksi  parsimoniamenetelmien ja
suurimman uskottavuuden menetelmén tukena kéytetdan uudelleenjarjestelymenetelmid,
jotka pyrkivat estam&in haun pyséhtymisen paikallisiin optimeihin (kts. esim.
Felsenstein 2004).

1.4.4 Fylogenian luotettavuuden arviointi

Kun fylogeneettisten analyysimenetelmien avulla on 16ydetty optimaalisin puu, on vield

arvioitava, miten hyvin se kuvastaa aineistoa ja siten sukulaisuussuhteita taksonien
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valilla. Tahan tarkoitukseen kaytetddn uudelleenotantamenetelmid. Niissd aineistosta
tehdddn madratynlainen otanta, jossa painotetaan satunnaisesti eri tuntomerkkeja.
Otannan pohjalta luodaan puu, joka on estimaatti todellisesta fylogeniasta. Toimenpide
toistetaan monta kertaa uusilla otannoilla, jolloin tulokseksi saadaan sarja toisistaan
eroavia puita. Estimaattipuita verrataan kesken&an, jolloin saadaan selville niiden
vélinen hajonta. Tulokseksi saadaan estimaattipuissa useimmin esiintyneille ryhmille

tukiarvoja.

Tavallisimmin kéytettyja uudelleenotantamenetelmid ovat jackknife ja bootstrap.
Jackknife-menetelmassa (Quenouille 1949; Quenouille 1956) alkuperdisesté aineistosta
poistetaan kerrallaan yksi tuntomerkki. Ndin muodostettujen estimaattipuiden valinen
hajonta ja& pieneksi. Hajonnan kasvattamiseksi on kehitetty vaihtoehtoisia jackknife-
menetelmid, joissa pois pudotettavien tuntomerkkien maara on suurempi. Esimerkiksi
parsimonia-jackknife -menetelméssa (Farris ym. 1996) pois jtettyjen emésten osuus on
e, Bootstrap-menetelmassa (Efron 1979) otanta koostuu alkuperdisen kokoisesta
aineistosta, joka on muodostettu poimimalla siihen alkuperdisestd aineistosta
tuntomerkkeja satunnaistetusti. Toisin kuin jackknife-menetelmassa, tietty tuntomerkki

VoI esiintyd otannassa useammin kuin kerran tai jadda kokonaan pois.

1.4.5 Konsensuspuut

Fylogeneettisissa analyyseissa loydettyja yhtd optimaalisia puita on usein enemman
kuin yksi. Talloin puut yhdistetddn konsensuspuuksi, jossa esiintyy niille yhteisid
ryhmid. Konsensuspuut eroavat sallivuutensa suhteen. Tulokset voidaan esittda
esimerkiksi tiukkana konsensuspuuna (engl. strict consensus), jossa on ainoastaan
ryhmid, jotka esiintyvat kaikissa konsensuspuun l&htokohtana olevissa puissa
(Felsenstein 2004). Majority rule -konsensuspuut puolestaan koostuvat ryhmistd, jotka

esiintyvét yli 50 prosentissa lahtokohtana olevista puista (Felsenstein 2004).

On syytda huomauttaa, ettd lopullinen totuus eliéryhmien kehityshistoriasta jaa aina
jossakin mé&arin hdméran peittoon. Tutkimuksen tehtdvand on muodostaa hypoteesi,
joka perustuu mahdollisimman vankkaan néyttéon ja jota voidaan pitaa

perustelluimpana késityksena todellisesta lajiutumisjarjestyksesta.
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1.5 DNA-viivakoodaus

Morfologia on fylogeneettisten analyysien liséksi ollut pitkadn johtava tai jopa ainoa
lajintunnistuksessa kaytettava kriteeri. Myos lajintuntemuksessa morfologian kéyton
ongelmana ovat kryptiset lajit ja erityisasiantuntemuksen tarve. Elinympéristojen
tuhoutumisesta johtuva lajien hdvidminen on lisénnyt tarvetta kehittdd entisté
nopeampia lajintunnistusmenetelmid. DNA-viivakoodaus (Hebert ym. 2003a) pyrkii
vastaamaan tahan tarpeeseen. Menetelmadssé vertaillaan tietyn geenialueen sekvensseja
laskemalla niille parittainen etdisyys, eli toisistaan eroavien emésten prosenttiosuus.
Mikali sekvenssit ovat riittdvan samanlaiset, yksildiden katsotaan kuuluvan samaan
lajiin.  Menetelmédssa  kaytettdvaksi  geenialueeksi on eldaimilla  vakiintunut
sytokromioksidaasi | eli COIl (Hebert ym. 2003b). Pyrkimyksend on kehittdd DNA-
viivakoodauksesta menetelmd, jossa nayteyksilon lajinmaaritys voitaisiin tehda

vertaamalla sen COl-sekvenssia tietokantoihin varastoituun sekvenssiaineistoon.

DNA-viivakoodauksen toimivuuden teoreettisena ehtona on, ettd COI-sekvenssin
parittaiset etdisyydet ovat suurempia lajien véalilla kuin lajien sisélla (Hebert ym. 2003a;
Hebert ym. 2003b). Ehdon toteutumista juoksujalkaisilla on tarkasteltu yksittéisissa
tutkimuksissa (Spelda ym. 2011; Siriwut ym. 2016; Wesener ym. 2016), joissa lajien
valiset etdisyydet ovat olleet korkeita, mutta osa lajinsisaisista parittaisista etaisyyksista
on ollut myos yllattdvan suuria. Tassa tutkimuksessa selvitettiin S. morsitans -lajin
lajinsiséisen geneettisen muuntelun astetta myds COI-sekvenssin suhteen, minka vuoksi
tulosten perustella voidaan ottaa kantaa viivakoodauksen luotettavuuteen S. morsitans -

lajin lajintunnistuksessa ja yleisimminkin Scolopendra-lajien erottamisessa toisistaan.

1.6 Tuhatjalkaiset

Tuhatjalkaiset ~ (alajakso  Myriapoda) ovat pitkdnomaisia ja  moniraajaisia
maaniveljalkaisia, joiden ruumis on muodostunut perdkkain toistuvista jaokkeista.
Ryhma on evolutiivisesti hyvin vanhaa perua. Ensimmaiset suurikokoiset tuhatjalkaiset
nousivat maalle siluurikauden keskivaiheeseen mennessé (Shear & Edgecombe 2010),
mika tekee niistd varhaisimpia maaniveljalkaisia. Kyky hengittdd ilmaa ja kemiallisen
puolustuskeinon kaytté ovat nykyisin laajalle eldinkuntaan levinneita evolutiivisia
innovaatioita, joiden varhaisimmat merkit on l6ydetty tuhatjalkaisten kehityslinjaan
kuuluvista fossiileista (Wilson & Anderson 2004; Wilson 2006). Elintavoiltaan
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tuhatjalkaiset ovat piilottelevia. Suurin osa lajeista eldd kosteassa maaperassa hajottaen

ravinnokseen kuolleita kasvinosia, mutta joukossa on myos petoja.

Laajat molekyyligeneettiset  tutkimukset tukevat tuhatjalkaisten alajakson
monofyleettisyyttd (Regier ym. 2010; Rota-Stabelli ym. 2011). Liséksi morfologisista
tuntomerkeistd tuhatjalkaisten monofyleettisyytta tukee erityisesti p&an sisédisen
tukirangan rakenne (Koch 2003; Edgecombe 2011). Tuhatjalkaisten evolutiivisia
sukulaisuussuhteita muihin niveljalkaisiin on tutkittu pitkdan. Vankin tutkimusnaytto
tukee Mandibulata-hypoteesia, jonka mukaan tuhatjalkaisten lahimpié& sukulaisia ovat

ayriaiset ja kuusijalkaiset (Regier ym. 2010; Rota-Stabelli ym. 2011; Legg ym. 2013).

Tuhatjalkaislajeja on kuvattu tieteelle noin 16500 (Sombke & Edgecombe 2014).
Todellisen lajimaaran arviointi on vaikeaa, silld osa lajeista on saatettu kuvata useita
kertoja. Tuhatjalkaisten lajirikkaus on joka tapauksessa merkittavasti pienempi kuin
esimerkiksi hyonteisilla tai hdmahakeilld.  Nykyisin elossa olevat tuhatjalkaislajit
jaetaan neljaan luokkaan: harvajalkaisiin (Pauropoda), juoksujalkaisiin (Chilopoda),

kaksoisjalkaisiin (Diplopoda) seké sokkojuoksiaisiin (Symphyla).

1.7 Juoksujalkaiset

Vanhimmat juoksujalkaisten (luokka Chilopoda) fossiilit ovat peréisin siluurikauden
lopulta 418 miljoona vuotta sitten (Edgecombe & Giribet 2007). Juoksujalkaisten
fossiiliaineistossa on merkittavia aukkoja, silla niiden elintavat ja anatomia eivat suosi
fossiloitumista (Shear & Bonamo 1988). Tunnetut juoksujalkaisfossiilit muistuttavat
kuitenkin rakenteeltaan varsin paljon nykyisin elévié juoksujalkaisia (Shear & Bonamo
1988; Shear ym. 1998). Tieteellisessd luokittelussa juoksujalkaiset jaetaan noin 400
sukuun ja noin 3150 validiin lajiin (Minelli 2011b).

Juoksujalkaisten aikuispituus on 4 - 300 mm, joskin suurin osa lajeista on
aikuispituudeltaan 10 - 100 mm (Edgecombe & Giribet 2007). Juoksujalkaisen ruumis
koostuu perékkaisista jaokkeista kuten muidenkin tuhatjalkaisten. Tyypilliseen
ruumiinrakenteeseen kuuluu kuusi pédjaoketta, vaihteleva maard vartalojaokkeita ja
kaksi genitaalijaoketta (Edgecombe & Giribet 2007). Vartalojaoketta peittdd kaksi
sarveislevyd: selkdpuolella selkakilpi I. tergiitti ja vatsapuolella vatsakilpi I. sterniitti

(Lewis 1981). Kussakin vartalojaokkeessa on liséksi yksi raajapari - tdmé erotuksena
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kaksoisjalkaisiin, joilla on vartalojaokkeissaan kaksi raajaparia. Aikuisilla yksil6illa on
lajista riippuen 15 - 191 raajaparia (Edgecombe & Giribet 2007), aina pariton maara
(Minelli 2011b). Poikkeuksena sadnnosta Strigamia maritima -lajilta (Leach 1817) on
kuvattu yksild, jolla on viimeisen raajaparin kahdentuman vuoksi 48 raajaparia (Kettle
ym. 1999). Juoksujalkaisilla ei ole muodonvaihdosta (Lewis 1981). Sen sijaan nuoret
juoksujalkaisyksilot kasvavat nahanluontien yhteydessa. Usein juoksujalkainen myds

syo luomansa nahan.

Lahes kaikki juoksujalkaislajit ovat petoja (Minelli 2011b). Juoksujalkaisten
merkillepantavimpia ~ anatomisia  synapomorfioita ~ ovatkin ~ ensimmaisessa
vartalojaokkeessa sijaitsevat myrkkyleuat (lat. forcipulae), jotka ovat kehittyneet
ensimmadisesta raajaparista (Lewis 1981). Saalistaessaan juoksujalkainen tarttuu
saaliselaimeen myrkkyleuoillaan ja ruiskuttaa niiden avulla uhriinsa neurotoksista
myrkkyéa, jota erittyy myrkkyleukojen sisélla sijaitsevista rauhasista (Lewis 1981).
Suurin osa lajeista saalistaa niveljalkaisia, mutta suurikokoisimpien lajien ruokavalioon
kuuluu myos selkarankaisia, kuten pikkunisakkaita ja liskoja (Lewis 1981; Molinari ym.
2005; Edgecombe & Giribet 2007). Useimmat juoksujalkaislajit ovat yoaktiivisia ja
eldavat muiden tuhatjalkaisten tavoin maaperassa ja karikkeessa (Voigtlander 2011).
Kuitenkin  tietyt lajit  viihtyvdt my0s &driolosuhteissa, kuten luolissa,
littoraalivyohykkeella ja aavikoilla (Edgecombe & Giribet 2007; Voigtlander 2011).

Juoksujalkaisia esiintyy kaikilla mantereilla Antarktista lukuun ottamatta (Bonato &
Zapparoli 2011). Lajirikkaus on suurinta subtrooppisella ja lauhkealla vyohykkeella
(Bonato & Zapparoli 2011). Monilla juoksujalkaislajeilla luontainen esiintymisalue on
suhteellisen rajoittunut ja heijastaa lajin kehityshistoriaa, minka vuoksi nama lajit
soveltuvat eliomaantieteellisen tutkimustyon kohteeksi (Edgecombe & Giribet 2007).
Osa juoksujalkaislajeista on synantrooppeja, jotka viihtyvét erityisen hyvin ihmisen
luomissa  ympdristoissa —  tdstd  esimerkkind  rakennuksiin  hakeutuva
h&mahé&kkijuoksijainen, Scutigera coleoptrata Linnaeus (1758). lhmisten tiedetdan
myos levittdneen joitakin juoksujalkaislajeja uusille esiintymisalueille (Shelley ym.
2005). Juoksujalkaisiin kuuluu viimeisimman arvion mukaan 3204 validia lajia (Bonato
ym. 2016). NyKkyisin elossa olevat lajit jaetaan viiteen lahkoon: Scutigeromorpha,
Lithobiomorpha, Craterostigmomorpha, Geophilomorpha ja Scolopendromorpha.
Kuudes lahko, Devonobiomorpha, on kuvattu fossiiliaineiston perusteella ja sen ainoa

tunnettu laji on sukupuuttoon kuollut Devonobius delta (Shear & Bonamo 1988).
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Juoksujalkaislahkojen valilla on kiinnostavia anatomiaan, yksilonkehitykseen ja
kayttaytymispiirteisiin liittyvié eroja. Geophilomorpha- ja Scolopendromorpha-lahkojen
lajeilla on lopullinen maard ruumiinjaokkeita heti kuoriuduttuaan, mitd kutsutaan
epimorfoosiksi (Minelli & Sombke 2011). Sit4 vastoin hemianamorfoosia ilmentévilla
Scutigeromorpha-, Lithobiomorpha- ja Craterostigmomorpha-lahkoilla
ruumiinjaokkeiden mé&ara kasvaa ensimmadisten nahanluontien yhteydesséd (Minelli &
Sombke 2011). Raajaparien lukumé&ard on konservoitunut Scutigeromorpha-,
Lithobiomorpha- ja Craterostigmomorpha-lahkojen sisélla (15 raajaparia), mutta se
vaihtelee Scolopendromorpha-lahkon (21 tai 23 raajaparia) ja Geophilomorpha-lahkon
(27 - 191 raajaparia) sisélla (Edgecombe & Giribet 2007). N&kokyky seka silmien
maaré ja rakenne vaihtelevat juoksujalkaislahkojen valilla, mutta myo6s niiden sisélla
(Vahtera ym. 2012a). Vain Craterostigmomorpha-, Geophilomorpha- ja
Scolopendromorpha-lahkoihin  kuuluvien lajien naaraat huolehtivat munistaan ja
poikasistaan (Minelli 2011a).

1.8 Scolopendromorpha-lahko

Scolopendromorpha-lahkoon kuuluvat juoksujalkaiset ovat litteitd ja varitykseltaan
vaihtelevia (Bonato ym. 2011). Lahkon sisélla aikuispituus on vaihteleva, 9 - 300 mm
(Bonato ym. 2011), mutta suurin osa lajeista on kooltaan suuria tai suurehkoja.
Elintavoiltaan lajit ovat aggressiivisia ja nopealiikkeisia petoja. Naarasyksilot suojelevat
muniaan ja poikasiaan kiertymalla keralle niiden ympari (Bonato ym. 2011; Stojanovic
ym. 2015). Scolopendromorpha-lahkon esiintymisalue painottuu trooppiselta
vyohykkeeltd subtrooppiselle vyohykkeelle (Bonato ym. 2011). Vanhimmat lahkoon
luokiteltavat fossiilit ovat peréisin paleotsooiselta maailmankaudelta (Scudder 1890;
Mundel 1979). Lahkoon kuuluu noin 700 lajia (Bonato ym. 2011).

Scolopendromorpha-lahkoa koskevat fylogeneettiset tutkimukset ovat viime vuosiin asti
perustuneet morfologisiin tuntomerkkeihin (Edgecombe & Koch 2008; Koch ym. 2009;
Vahtera ym. 2012b). Morfologia-aineistoihin perustuva ndyttd ole yksindan riittanyt
ratkaisemaan lahkon siséisia sukulaisuussuhteita, jotka ovat pysyneet pitkaan
epéselvind.  Scolopendromorpha-lahkon fylogeniasta on saatu viime vuosina
lisaselvyytta tutkimuksissa, jotka hyodyntédvat molekyylimenetelmid joko yksinddn
(Joshi & Karanth 2011) tai yhdistettynd morfologia-aineistoon (Vahtera ym. 2012a;
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Vahtera ym. 2013). Lahkon siséiset sukulaisuussuhteet tunnetaan talla hetkellda melko
hyvin heimotasolla ja joidenkin heimojen sisalla (Siriwut ym. 2016). Seuraavana

tavoitteena on selvittdd heimotasoa alempien taksonien keskindisia sukulaisuussuhteita.

Nykyisen tieteellisen luokituksen (Bonato ym. 2016) mukaan Scolopendromorpha-
lahkoon kuuluu viisi heimoa: Cryptopidae, Scolopocryptopidae, Scolopendridae,
Mimopidae ja Plutoniumidae. Lahkon tieteellinen luokittelu on perinteisesti perustunut
morfologisille piirteille (Attems 1930), joista tarkeimpid ovat ruumiinjaokkeiden
lukuméara ja pistesilmien lukumaard. Scolopocryptopidae-heimon lajeilla on 23
raajaparia ja muiden heimojen lajeilla 21 (Edgecombe & Giribet 2007). Kiinnostava
poikkeus sdénnosté on Brasiliasta vuonna 2010 16ydetty Scolopendropsis duplicata -laji
(Chagas-Junior ym. 2008), jolla on joko 39 tai 43 raajaparia. Scolopendromorpha-
lahkon juoksujalkaisilla on joko yksi pistesilmd, nelja pistesilméaa tai silmat puuttuvat
kokonaan (Bonato ym. 2011). Hengitysputken aukkojen rakennetta ja sijaintia on
kaytetty tuntomerkkein& lahkon systematiikan tutkimisessa (Vahtera ym. 2012b).

Scolopendridae-heimoon (Leach 1814) kuuluvilla lajeilla on 21 jalkaparia, yleensa nelja
pistesilmdd ja tyypillinen  sukaskarvoitus tuntosarvissaan, suun alueella,
myrkkyleukojen tyvessé ja jaloissa (Bonato ym. 2011). Heimoon kuuluu 21 sukua ja yli
400 lajia, joiden levinneisyys painottuu tropiikkiin (Bonato ym. 2011). Scolopendridae-
heimo on todettu monofyleettiseksi molekyylimenetelmien avulla (Edgecombe &
Giribet 2004; Joshi & Karanth 2011), mutta heimon sisalla lajien ja jopa sukujen véliset
sukulaisuussuhteet ovat jadneet epaselviksi riittdmattomasta taksonomisesta otannasta
johtuen. Scolopendridae-heimo jaetaan edelleen kahteen alaheimoon ja viiteen

sukuryhméén (Bonato ym. 2011).

Alaheimoon Scolopendrinae (Leach 1814) kuuluu 12 sukua ja yli 220 lajia (Bonato ym.
2011). Alaheimo eroaa muista alaheimoista hengitysputken aukkojen rakenteen,
vartalojaokkeiden vatsapuolella olevien saumojen anatomian ja lihasmahan poimuissa

sijaitsevien vékésten suhteen (Bonato ym. 2011).

Scolopendra-sukuun (Linnaeus 1758) kuuluu noin 90 lajia (Bonato ym. 2011). Muista
samaan heimoon kuuluvista suvuista Scolopendra eroaa hengitysputken aukkojen ja
raajojen anatomian suhteen ja lisdksi paan sarveislevy ulottuu yleensd ensimmadisen

vartalojaokkeen paélle (Lewis 2010; Bonato ym. 2011). Suvun lajeja tavataan ympéri
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maailmaa trooppisilla ja subtrooppisilla alueilla (Bonato ym. 2011). Aikuispituus
vaihtelee valilla 23 - 275 mm (Bonato ym. 2011). Suvun lajeista suurikokoisin on Etel&-
Amerikassa eldva Scolopendra gigantea Linnaeus (1758), joka pyydystdd ruoakseen

ohitse lentévia lepakoita luolan kattoon ripustautuneena (Molinari ym. 2005).

1.9 Scolopendra morsitans

1.9.1 Tuntomerkit, elintavat ja levinneisyys

Scolopendra morsitans (Linnaeus 1758) on sukunsa tyyppilaji, joka on antanut nimen
Scolopendra-suvulle ja koko Scolopendromorpha-lahkolle (lat. scolopendra,
monijalkainen). Laji on lahkonsa jaseneksi keskikokoinen tai suurehko -
australialaisessa aineistossa pituus oli 8,5 - 12,7 cm (Koch 1983). Selkékilven takareuna
on yleensd musta (kuva 1), mutta muutoin varitys vaihtelee huomattavasti populaation
sisallakin rusehtavasta punaiseen ja tummanvihredsta violettiin (Lewis ym. 2010). Lajin
ruokavalioon kuuluu niin maaselkdrangattomia kuin pienikokoisia selkérankaisiakin.
Puremiskykynsd mukaan nimetyn lajin (lat. morsitans, pureva) purema on kivulias,
mutta aiheuttaa ihmisille 1&hinn& paikallisoireita (Lewis ym. 2010). Laji viihtyy myos

ihmisasutuksen laheisyydessa.

DNA-aineiston perusteella laji on hyvin vanhaa alkuperéé ja sen alkukoti saattaa olla
Intian niemimaalla (Joshi & Karanth 2011). Lajin levinneisyysalue on erittdin laaja —
sitd tavataan eri puolilla Afrikan mannerta, eteldisessa Aasiassa, Oseaniassa ja
Australiassa (Shelley ym. 2005). S. morsitans -lajia on tavattu myds Uudessa
maailmassa, Karibialla, Meksikossa, Floridassa ja Havaijilla, missa se on suurella
todennékoisyydelld ihmistoiminnan mukanaan tuoma vieraslaji (Shelley ym. 2005).
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Kuva 1. Suomesta loydetty Scolopendra morsitans -yksilo. Alkuperdmaa tuntematon,

todennakaoisesti lemmikkikarkulainen. Kuva © Varpu Vahtera 2017.

1.9.2 Lajinméaritys

Scolopendra morsitans -lajin kuvasi tieteelle Carl von Linné (1758). Lajinkuvauksen
yhteydessd Linné tallensi holotyypiksi yhden juoksujalkaisyksilon, joka on lajin ainoa
tunnettu tyyppinédyte. Linnén lajikuvaus perustuu jalkojen, silmien, ruumiinjaokkeiden
ja tuntosarvien jaokkeiden méaéraan, jotka eivat nykyisellddn riitd erottamaan S.
morsitans -lajia lahisukulaisistaan. Viimeisimmassd Vanhan maailman Scolopendra-
lajeja koskevassa laajassa madrityskaaviossa (Lewis 2010) S. morsitans -lajin
tuntomerkeiksi mainitaan raajojen tyvessa sijaitsevan lonkkakylkilevyn (engl.
coxopleuron) huokosia sisaltavd alue, joka ulottuu rakenteen takareunaan, seka
urosyksildiden viimeinen raajapari, joka on selkdpuoleltaan litted ja reunoiltaan
turvonnut. Lewisin tuntomerkkien kéytt6éa vaikeuttaa se, ettd niiden tulkinta vaatii

kaytanndssa asiantuntemusta luotettavan lajinmaarityksen varmistamiseksi.

NyKkyisessa luokittelussa Scolopendra morsitans (Linnaeus 1758) -laji jaetaan kahteen
alalajiin: S. morsitans morsitans (Linnaeus 1758) ja S. morsitans coerulescens (Cragin
1885). S. morsitans coerulescens -alalajista tiedetddn erittdin vahén, eika siita tiedetd
sdilyneen holotyyppid tai anatomiaa valottavaa kuvitusta (Gregory Edgecombe,
henkilokohtainen tiedonanto). Taménhetkisen tiedon valossa alalajin olemassaoloa ei

voida sen enempaé vahvistaa kuin kumotakaan. Shelleyn (2006) mukaan alalajin kuvaus
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saattaa perustua nuoreen S. morsitans morsitans -yksiloén. Chilobase 2.0 -tietokannan
(Bonato ym. 2016) mukaan kyseessé saattaa my0ds olla nuorempi synonyymi aiemmin
kuvatuille Uuden maailman Scolopendra-lajeille S. viridis (Say 1821), S. heros (Girard
1853) tai S. polymorpha (Wood 1861). Selkeyden vuoksi S. morsitans morsitans -

alalajista kaytetaan tassa tutkielmassa nimed S. morsitans.

Scolopendra morsitans -lajia pidetd&dn morfologisesti monimuotoisena. Varitys vaihtelee
voimakkaasti  yksiloiden valilla, minka lisdksi vaihtelua on tuntosarvien,
myrkkyleukojen, selkékilpien ja jalkojen piirteissd, joita on aiemmin kéytetty lajin
tuntomerkkeind (Siriwut ym. 2016). Lajiin on monimuotoisuuden ansiosta pitkdan
luokiteltu yksiloité, jotka eivat ole sopineet muiden Scolopendra-lajien lajikuvauksiin.
Sittemmin S. morsitans -lajiin kuuluvaksi maéaritettyjen naytteiden pohjalta onkin
kuvattu toistuvasti uusia lajeja ja alalajeja. Chilobase 2.0 -juoksujalkaistietokanta
(Bonato ym. 2016) listaa lajille yhteensd 51 synonyymid. Niistd 45 on nuorempia
synonyymejé (engl. junior synonym) — lajinimid, jotka on annettu S. morsitans -lajille
Linnén alkuperaisen lajinkuvauksen (Linnaeus 1758) jélkeen vuosina 1840 - 1977 eri
tutkijoiden toimesta. Nimedmiskdytannoissd noudatettavan ensisijaisuussaannon
mukaisesti synonyymeistd vanhin, S. morsitans, on validi lajinimi. Loput kuusi
Chilobase 2.0 -tietokannassa (Bonato ym. 2016) lueteltua synonyymia ovat S. morsitans
-lajille kuvattuja alalajeja, jotka on my6hemmin synonymisoitu S. morsitans morsitans -

alalajin kanssa.

Oman lisdnsd S. morsitans -lajin nimistdongelmiin tuo Lontoossa sdilytettava
holotyyppi, jonka lajinmadaritys ja kerdyspaikka ovat epéselvia (Gregory Edgecombe,
henkilokohtainen tiedonanto). Holotyypin viimeisen jalkaparin tyvessa (prefemur) on
alapuolella kaksi piikkirivid (Gregory Edgecombe, henkilokohtainen tiedonanto), kun
taas nykyisin tunnetuilla S. morsitans -lajin yksil6illa piikkiriveja on kolme (Siriwut
ym. 2016). Gregory Edgecomben (henkilokohtainen tiedonanto) mukaan holotyyppi
muistuttaa sen sijaan lajeja Scolopendra dawydoffi, Scolopendra multidens,
Scolopendra cingulata ja Scolopendra japonica, jotka muodostavat monofyleettisen
ryhmén Kaakkois-Aasian Scolopendra-lajeja kartoittavassa molekyylifylogeneettisessa

tutkimuksessa (Siriwut ym. 2016). Holotyypin tutkimista vaikeuttaa sen huono kunto.

Ainoa holotyyppiin liitetty kerdystieto on lajinkuvauksen yhteydessé oleva maininta
lajin esiintymispaikasta: “Habitat in Indiis” (Linnaeus 1758). Fraasin on tulkittu
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aiemmissa tutkimuksissa merkitsevan Intiaa (esim. Siriwut ym. 2016). 1700-luvulla
kaytettiin kuitenkin maantieteellisia termejé (Etu-)Intia (nyk. Intian niemimaa), Ita-Intia
(nyk. Kaakkois-Aasia) ja Lansi-Intia (nyk. Karibia), eik& ole tiedossa, mihin néista (jos
mihinkaan) fraasilla viitataan. Koska holotyyppi muistuttaa fenotyypiltaan eniten Ita- ja
Kaakkois-Aasiassa esiintyvia Scolopendra-lajeja, Kaakkois-Aasia saattaa olla
vaihtoehtoisista kerdyspaikoista todennakaisin (Gregory Edgecombe, henkilokohtainen

tiedonanto).

1.9.3 Yksi laji vai lajikompleksi?

On perusteltua epéillg, ettd Scolopendra morsitans -nimen alla piilee kryptisia lajeja,
joita ei ole morfologian varassa pystytty tunnistamaan. Hypoteesin tueksi on esittaa
kolmenlaisia perusteita. Ensimmainen peruste on lajin geneettinen monimuotoisuus,
josta on saatu viitteitd kahdessa asiaa koskevassa tutkimuksessa. Intiasta keréttyjen
Scolopendridae-heimon juoksujalkaisten molekyylifylogeniassa (Joshi & Karanth 2011)
kaikkien viiden S. morsitans -naytteen DNA-sekvenssit erosivat merkittavasti toisistaan,
mika saattaa Kirjoittajien mukaan viitata siihen, ettd kyseessa on useista lajeista
koostuva lajikompleksi. Kaakkois-Aasian Scolopendra-lajien DNA-sekvensseihin
perustuvassa fylogeniassa (Siriwut ym. 2015a; Siriwut ym. 2016) seitsemén S.
morsitans -yksilod muodosti monofyleettisen ryhman, joka jakautui edelleen kahteen
maantieteellisesti erilliseen monofyleettiseen ryhmaan. DNA-viivakoodauksen (Hebert
ym. 2003b) mukaan yksiléiden vélinen parittainen etéisyys oli 8,6 % (Siriwut ym.
2016), mitd voidaan pitdd melko korkeana lajinsisdisenda muuntelun tasona. Koska laji
on geneettisesti monimuotoinen ainakin kahden maantieteellisesti rajatun alueen sisalld,
saattaa geneettinen monimuotoisuus koskea myos koko maailman S. morsitans -

populaatiota.

Toiseksi, S. morsitans -lajin tiedetddn olevan ilmiasultaan hyvin monimuotoinen
(Wirmli 1975; Koch 1983; Lewis 2010; Siriwut ym. 2016). Suurin osa aiemmista
morfologisista tutkimuksista on perustunut rajatuilta maantieteellista alueilta keréattyyn
aineistoon. Onkin toistaiseksi epéselvad, miten morfologinen muuntelu jakautuu
maantieteellisesti. Kaakkoisaasialaisessa aineistossa havaittiin  kuitenkin  kaksi
maantieteellisesti erillistd v&rimuotoa, jotka muodostivat fylogeniassa kaksi
monofyleettistd ryhma& (Siriwut ym. 2015a). Kirjallisuudessa kuvatun muuntelun

lisdksi Christian Kronmillerin (henkilokohtainen tiedonanto) mukaan S. morsitans -
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lajin koko ja varitys vaihtelevat maantieteellisten alueiden valilla. Afrikassa S.
morsitans on keskikokoinen ja tyypilliseltd véritykseltddn mustaraidallinen; paa on
punainen tai tummanruskea. Trooppisessa Kaakkois-Aasiassa laji on pienikokoinen ja
varitykseltddn rusehtava. Pakistanin ja Intian alueella fenotyyppi on suurikokoinen,
pohjavériltaan keltainen ja tummaraitainen. Monimuotoinen ilmiasu ei kerro suoraan
lajiutumisen aiheuttamasta lisdantymisesteestd, mutta voi viitata siihen, ettd geneettista

eriytymisté on todella tapahtunut.

Kolmas peruste epéilld S. morsitans -lajia lajikompleksiksi on lajin elintavat ja -
ymparist0, jotka antavat teoreettiset edellytykset lajiutumiselle. Juoksujalkaiset elavat
tavallisesti rajatulla alueella esimerkiksi karikkeessa, lahopuussa tai kivien alla. Lisaksi
juoksujalkaisten levidmiskyky on selvasti heikompi kuin lentavilla tai uivilla elaimilla.
Vaikka S. morsitans -lajin on dokumentoitu siirtyvan ihmisten mukana elinalueelta
toiselle, useimmat yksilot eivéat levid kauas synnyinseudultaan. T&méa pitéa oletettavasti
geenivirran melko véhaisené kaukana toisistaan sijaitsevien populaatioiden vélilla. Lajin
levinneisyysalue on laaja, mika luo suotuisat olosuhteet populaatioiden etdisyydesta

johtuvaan geneettiseen eriytymiseen (isolation by distance).

1.10 Scolopendra amazonica — nuorempi synonyymi vai oma lajinsa?

Scolopendra morsitans amazonica (Bucherl 1946) kuvattiin alun perin S. morsitans -
lajin alalajina ja sen tyyppinéyte on perdisin Brasiliasta (Bonato ym. 2016). Jangi (1959)
nimesi ryhman omaksi lajikseen nimeltd S. amazonica. Hanen mukaansa (Jangi 1955;
1959) Intiassa esiintyy kaksi Scolopendra-suvun lajia, joilla on samankaltainen
fenotyyppi: S. morsitans ja S. amazonica. Lajit eroavat hd&nen mukaansa muun muassa
varityksen ja koon suhteen. Tarkeimpéna eroavaisuutena S. amazonica -lajilla on Jangin
mukaan taaimmaisissa raajoissaan kannukset, jotka puuttuvat S. morsitans -lajilta (kts.
my6s Lewis 2010). Wirmli (1975) tutki lajien aasialaisia ja australialaisia
museondytteitd ja havaitsi, ettd Jangin lajien erottamisessa kayttaméat tuntomerkit
yhdistyivat sattumanvaraisesti, eivatkd ne korreloineen maantieteellisen sijainnin
kanssa. Td&man vuoksi hén synonymisoi lajit (Wirmli 1975) ja S. amazonica on
nykyluokituksessa virallisesti S. morsitans -lajin nuorempi synonyymi. Intialaiset
tutkijat (Jangi & Dass 1984) pitévét kuitenkin S. amazonica -fenotyyppid morfologisesti
erillisend lajinaan, joka esiintyy Intiassa S. morsitans -lajin rinnalla (Lewis 2010).
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S. amazonica -fenotyypin ja S. morsitans -lajin DNA-sekvensseja on verrattu keskendén
yhdessa aiemmassa tutkimuksessa (Joshi & Karanth 2011), jonka Intiasta keratty
aineisto sisélsi viisi S. morsitans -yksiloé ja kaksi S. amazonica -yksiloa. S. amazonica -
yksil6t sijoittuivat bayesildisessa fylogeniassa toistensa lahimmiksi sukulaisiksi, mutta
sukulaisuussuhteelle ei saatu tukea (bootstrap-tukiarvo < 50, posterioritodenndkdisyys <
0,5). S. amazonica -yksilét muodostivat myds S. morsitans -yksiléiden kanssa
monofyleettisen ryhman (bootstrap-tukiarvo = 92, posterioritodennékdisyys = 1), jossa
yksiloiden véliset oksapituudet olivat suuria. Tamén perusteella Kirjoittajat pitdvat
todenndkdisend, ettd S. amazonica ja S. morsitans kuuluvat useista kryptisista lajeista

koostuvaan lajikompleksiin.

1.11 Scolopendra antananarivoensis — uusi laji vai Scolopendra morsitans?

Kronmiller (2010) kuvasi vuonna 2010 Madagaskarilta uuden juoksujalkaislajin
nimeltd Scolopendra antananarivoensis. Koko lajinkuvaus perustuu morfologisiin
tuntomerkkeihin. Variltd&n vihertava laji muistuttaa fenotyypiltdan suuresti Scolopendra
morsitans -lajia, minkd wvuoksi Kronmuller arvioi lajien olevan ldhisukulaisia.
Lajinkuvauksessa mainitaan S. antananarivoensis -lajille kolme pé&dasiallista
diagnostista tuntomerkkia. 1) Viimeisen vartalojaokkeen lonkkakylkilevyssa oleva
kartiomainen uloke (engl. coxopleural process) on S. antananarivoensis -lajilla ohuempi
ja pidempi kuin S. morsitans -lajilla. 2) S. antananarivoensis -lajilla viimeisen
raajaparin reisien vatsapuolella sijaitsevien piikkien tyvet ovat “turvonneen nakoisid”
toisin kuin S. morsitans -lajilla. 3) Viimeisen vatsakilven keskelld on

pitkittaissuuntainen painauma, joka puuttuu S. morsitans -lajilta.

Kahden ensimmaisen tuntomerkin suhteen S. antananarivoensis - ja S. morsitans -lajien
valinen ero on luonteeltaan laadullinen ja siksi jossain maarin tulkinnanvarainen.
Mainittujen kolmen tuntomerkin lisaksi lajinkuvauksessa on lueteltu lajien erottamiseen
erilaisia kvantitatiivisia anatomisia piirteitd, jotka ovat lajeilla kuitenkin pééllekkaisia.
Nayttd lajien morfologisista eroavuuksista j&d& siten ohueksi, mikd asettaa
kyseenalaiseksi S. amazonica -lajin aseman validina lajina. Lajin genetiikkaa ei ole
tutkittu lainkaan ennen tatd tutkimusta, joten sen asema uutena lajina perustuu
ainoastaan lajinkuvauksen morfologisiin tuntomerkkeihin. Lisdksi tiedetdén, ettd myos

S. morsitans esiintyy Madagaskarilla (Kronmiller 2010), josta tyyppindytteet on
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keratty. Naiden seikkojen valossa on perusteltua epdilla, ettd S. antananarivoensis on S.

morsitans -lajin nuorempi synonyymi.

1.12 Tutkimuksen tarkoitus

Pro gradu -tutkielmani tarkoituksena oli Kartoittaa Scolopendra morsitans -
juoksujalkaislajin perimdssé esiintyvaa lajinsisaistd muuntelua luomalla lajille DNA-
sekvenssiaineistoon pohjautuva fylogenia ja vertailemalla DNA-sekvenssien parittaisia
etdisyyksid. Tarkoituksenani oli samalla selvittdd, onko S. morsitans erotettavissa
luotettavasti lahilajeistaan DNA-viivakoodauksen avulla. Keskeinen ero aiempiin
aiheesta tehtyihin tutkimuksiin oli kéytossé oleva aineisto, joka sisalsi ndytteita kaikilta
S. morsitans -lajin keskeisilta elinalueilta: Afrikasta, Intian niemimaalta, Kaakkois-
Aasiasta ja Australiasta. Molekyylikelpoisen aineisto ei ole aiemmin ollut

maantieteellisesti tarpeeksi kattavaa tdménkaltaisen tutkimuksen tekoon.

Tutkimuskysymykseni olivat seuraavat: 1) Esiintyyké S. morsitans -lajilla lajinsiséista
geneettistda muuntelua ja kuinka merkittavédd se on? 2) Miten S. morsitans -lajin
geneettinen muuntelu jakautuu maantieteellisesti? 3) Onko havaitun geneettisen
muuntelun valossa perusteltua pitdd S. morsitans -lajia yhtena lajina vai siséltyyko S.
morsitans -lajinimen alle kryptisia lajeja? 4) Ovatko S. amazonica ja S.
antananarivoensis erillisid lajeja vai tulisiko ne synonymisoida S. morsitans -lajin
kanssa? Halusin erityisesti tarkastella S. antananarivoensis -lajin  asemaa
sekvenssiaineiston valossa. Hypoteesinani oli, ettd kyseessa on tosiasiassa S. morsitans
eiké erillinen laji. 5) Voidaanko S. morsitans -laji erottaa luotettavasti lahisukulaisistaan

DNA-viivakoodauksen avulla?
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2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Taksonominen otanta

Tutkimuksessa kéytetyt nayteyksilét on esitetty taulukossa 2 ja niiden kerdyspaikkojen
sijainnit kuvassa 2. Naytteiden tarkat kerdystiedot ovat liitteissda 1 ja 2. Aineistoon
sisdltyi kaikkiaan 39 juoksujalkaisyksiloa, joista 31 yksil6d kuului S. morsitans -lajiin,
kaksi yksiloa S. amazonica -fenotyyppiin ja kaksi yksilod S. antananarivoensis -lajiin.
S. morsitans -lajin osalta otanta kattoi lajin koko luontaisen maantieteellisen
esiintymisalueen Afrikassa, Aasiassa ja Australiassa. Analyyseihin liitettiin myds yksi
yksiloé Scolopendra-sukuun kuuluvilta lajeilta S. subspinipes (Leach 1815), Scolopendra
cingulata (Latreille 1829) ja S. leki (Waldock & Edgecombe 2012). Hypoteesina oli,
ettd nama lajit ovat geneettisesti kaukaisempaa sukua S. morsitans -lajille kuin lajin
yksilot ovat keskendan. Fylogeneettisten analyysien ulkoryhména kéaytettiin
Scolopendridae-heimoon, mutta Otostigminae -alaheimoon kuuluvaa lajia Otostigmus
multidens (Haase 1887). Ulkoryhméksi valitaan laji, joka ei kuulu tutkittavaan ryhmaan,
mutta on sille laheistd sukua. Ulkoryhmé asetetaan haarautumaan fylogeniapuusta
ensimmadisend, joten se méarittelee fylogeniapuun juuren sijainnin. Téssa tutkimuksessa
O. multidens oli kayttokelpoinen analyysien ulkoryhméksi, silld se on muiden
analyysissa kaytettyjen lajien lahisukulainen, mutta nykyisen luokituksen mukaan

selvasti kaukaisempaa sukua muille lajeille kuin ne ovat keskenaan.

Noin puolet aineistosta, 18 S. morsitans -yksilod ja kaksi S. antananarivoensis -yksiloa,
oli kudosndytteiden muodossa. Suurin osa ndista naytteistd oli perdisin luonnosta
kerétyilta, kaupallista alkuperaa olevilta yksiloiltd. Yksittdisind naytteind kaytettiin
luonnosta keréttyjen yksildiden vankeudessa synnyttamia jalkeldisia. Juoksujalkaisten
lajinmaéritys perustui morfologisiin tuntomerkkeihin (Lewis 2010) ja sen suorittivat
juoksujalkaisten morfologiaan perehtyneet asiantuntijat. Juoksujalkaisilta leikattiin
kudosnaytteeksi yhdestd viiteen raajaa, jotka sailottiin etanoliin (vol > 96 %).
Toimenpiteen jalkeen juoksujalkaiset sail6ttiin ns. voucher-yksiloiksi. Voucher-yksilo
edustaa tietyn tutkimuksen kohteena ollutta elidlajia. Ne ovat térkeitd biologisessa
tutkimustydssa, silla niiden avulla on mahdollista my6hemmin varmistaa ja tarvittaessa

korjata tehty lajinmaaritys. Kaytanto lisda fylogeneettisten analyysien luotettavuutta.
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Loput aineistosta koostui 19 juoksujalkaisyksilon DNA-sekvensseistd, jotka noudettiin
GenBank®-tietokannasta (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Sekvenssit olivat
perdisin 13 S. morsitans -yksil6lta, kahdelta S. amazonica -yksiloltd, sek& yhdelta S.

cingulata -, S. subspinipes - ja S. leki -yksilolta.

Taulukko 2. Analyyseissd kadytetyt juoksujalkaisyksilot. Tutkimuksessa tuotetut uudet
sekvenssit on merkitty tahdelld (*). Viivalla (-) merkityt sekvenssit puuttuivat analyyseista,
koska riittavan hyvalaatuista sekvenssid ei ollut saatavilla. COI- sekvenssit (n=36) merkitty
vihredlld, 16S-sekvenssit (n=32) keltaisella ja 28S-sekvenssit (n=35) punaisella. Voucher-
naytteiden  sailytyspaikat: ZSM =  Bavarian  State  Collection of Zoology
(http://www.zsm.mwn.de/e/); Museum of Comparative Zoology, Harvard University
(http://www.mcz.harvard.edu/); CES = Centre for Ecological Sciences, Indian Institute of
Science (http://ces.iisc.ac.in/new/); AMNH = American Museum of Natural History
(http://www.amnh.org/); CUMZ = University Museum of Zoology, University of Cambridge
(http://www.museum.zoo.cam.ac.uk/); WAM = Western Australian Museum
(http://museum.wa.gov.au/). GenBank-sekvenssien alkuperaisjulkaisut: 1 = Joshi & Karanth
2011; 2 = Vahtera ym. 2012a; 3 = Siriwut ym. 2015a; 4 = Vahtera ym. 2013; 5 = Murienne ym.
2010; 6 = Edgecombe ym. 1999. Kts. my®s liitteet 1 ja 2.
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O DNA100804 S. cingulata
0 1Z-130700
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O CKO0063 - 65
CKO0067 - 68 O
O CK0066
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12-130703 CES07106 - o7j3 00343 35]— 00339, -41, -42, -44, -45; CK0080
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12-130685 O
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0 120857 S. leki
012-130701 po0I0

Kuva 2. Naytteiden kerdyspaikat kartalla. Naytteet, joiden kerdyspaikan koordinaatit ovat
tiedossa, on merkitty neliolla. Ympyralla merkittyjen naytteiden kerdyspaikka tiedetaan maan
tarkkuudella. Ulkoryhmana kaytetty Otostigmus multidens -yksilo (ei merkitty kuvaan) on
keratty Thaimaasta.

2.2 Menetelmat

2.2.1 DNA:n eristiminen

DNA:n eristamisessa kaytettiin kudosnéytteen koosta riippuen yhdesta kolmeen raajaa,
jotka hienonnettiin petrimaljalla Kirurginveitsenteran ja pinsettien avulla. Valineet
puhdistettiin néytteiden valilla huolellisesti 99,5 % etanolilla. Genominen DNA
eristettiin NucleoSpin® Tissue -eristyssarjan (MACHEREY-NAGEL GmbH) avulla
valmistajan eldinkudoksille tarkoittaman ohjeen mukaisesti. Prosessin alussa néytteen
proteiinirakenteet ja solukalvot hajotetaan kemiallisesti, jolloin DNA vapautuu
liuokseen. Néayte sentrifugoidaan nukleiinihappoja sitovan piioksidikalvon lavitse,
jolloin DNA sitoutuu kalvoon. Samalla kalvolle siirtyy ndytteestda perdisin olevia
epédpuhtauksia, jotka poistetaan peseméllé kalvo pesupuskureilla. Lopuksi kalvon lavitse
sentrifugoidaan eméksisté eluutiopuskuriliuosta (5 mM Tris/HCI, esilammitetty 70 °C
lampdatilaan), jolloin puhdistettu DNA vapautuu puskuriin. Valmistajan suosituksen
mukaisesti eluutiovaihe toistettiin kahdesti, ensin 100 pl ja sitten 50 pl puskurimaaralla,

mahdollisimman suuren DNA-saaliin varmistamiseksi. Useimpien néytteiden kohdalla
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eluutiopuskuria inkuboitiin  piioksidikalvolla yhden minuutin ajan perusohjeen
mukaisesti. Pienten kudosndytemadrien kohdalla inkubaatioaika pidennettiin kolmeen

minuuttiin valmistajan suositusten mukaisesti.

2.2.2 Geneettisten merkkialueiden monistaminen polymeraasiketjureaktiolla

Fylogeneettisissd analyyseissa kaytettavien merkkialueiden valinnassa kiinnitettiin
huomiota mutaatiotaajuuteen, joka vaihtelee geenialueiden valilla. Mutaatiotaajuuden
tulee olla riittavan korkea, jotta tutkittavat néytteet erottuisivat toisistaan
fylogeneettisissd analyyseissd. Liian korkea mutaatiotaajuus johtaa kuitenkin
paallekkaisiin mutaatioihin samassa lokuksessa, jolloin synapomorfioiden tunnistus
vaikeutuu ja sukulaisuussuhteet saattavat jaada epéselviksi. Tassa tutkimuksessa
kaytettaviksi  sekvensseiksi  valittiin  evoluutiogenetiikassa  yleisesti  kaytetyt
merkkialueet sytokromioksidaasi | (engl. cytochrome oxidase I, COI), 16S rRNA ja osa
28S rRNA -geenistd. COl-geenialue on osa mitokondriaalista DNA:ta (mtDNA) ja sen
koodaama entsyymi osallistuu elektroninsiirtoketjuun, soluhengityksen viimeiseen
vaiheeseen. COl-geeni on laajasti konservoitunut eldinkunnassa. Toisaalta sen
mutaatiotiheys on niin suuri, ettd COIl-sekvensseja vertailemalla on pyritty erottamaan
lahisukuisia lajeja toisistaan (vrt. DNA-viivakoodaus). 16S ja 28S koodaavat
ribosomaalista RNA:ta. 16S-geenialue on osa mtDNA:ita ja se osallistuu
mitokondriaalisten ribosomien koodaamiseen. 28S-geenialue sijaitsee vastaavasti
tumagenomissa ja se koodaa aitotumallisilla sytoplasmisten ribosomien suuren

alayksikon tiettya rakenneosaa.

Merkkialueet monistettiin polymeraasiketjureaktiolla (engl. polymerase chain reaction,
PCR), jonka avulla tutkittavaa sekvenssialuetta voidaan monistaa kerralla suuria maarié.
Ty6vaiheessa kaytetyt laboratorioprotokollat on kuvattu taulukoissa 3 - 5. Reaktioissa
kaytettiin MyTaq™ Red Mix -seosta (Bioline), joka sisaltad tarvittavat komponentit
DNA-templaattia ja alukkeita lukuun ottamatta. Reaktioseos koostuu monistettavan
sekvenssin siséltavastda DNA-templaatista, DNA-polymeraasista, nukleotideistd (ANTP)
sekd reaktio-olosuhteita sadtelevistd ioneista ja  puskuriliuoksesta.  Lisaksi
polymeraasiketjureaktioon tarvitaan monistettavan alueen madrittelevia forward- ja
reverse-alukkeita. Ne ovat noin 20 nukleotidin mittaisia yksijuosteisia DNA-ketjuja,
jotka suunnitellaan komplementaarisiksi monistettavan DNA-sekvenssin 3’-pdille,

forward-aluke sense-juosteelle ja reverse-aluke vastaavasti antisense-juosteelle.
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Reaktioseos siirretddn PCR-koneeseen, joka s&éatelee reaktioseoksen ldmpdtilaa.
Denaturaatiovaiheessa korkea lampdtila saa templaatti-DNA:n vastinjuosteet irtoamaan
toisistaan. Annealing-vaiheessa lampdtilaa lasketaan, jolloin alukkeet sitoutuvat niille
komplementaarisiin alueisiin templaatti-DNA:ssa, forward-aluke sense-juosteen 3’-
paahén ja reverse-aluke vastaavasti antisense-juosteen 3’-paahan. Annealing-lampdtila
valitaan kullekin alukeparille sopivaksi. Liian korkeassa annealing-lampotilassa
alukkeet eivéat kiinnity templaatti-DNA:han, eikd monistuminen paase kdynnistymaan.
Liian matala annealing-lampétila puolestaan johtaa alukkeiden epéspesifiseen
sitoutumiseen, jolloin PCR-tuote siséltdd halutun sekvenssin lisdksi epapuhtautena
muitakin monistuneita sekvenssialueita. Annealing-vaihetta seuraavassa
pidentymisvaiheessa lampdtilaa nostetaan uudelleen, jolloin alukkeiden 3’-paahan
syntetisoituu nukleotideista templaatti-DNA:lle komplementaarinen DNA-juoste DNA-
polymeraasin katalysoimassa reaktiossa. Denaturaatio-, annealing- ja pidentymisvaiheen
muodostamia sykleja toistettaessa monistettavan sekvenssijuosteen maard lisaantyy

reaktioseoksessa eksponentiaalisesti.

Taulukko 3. DNA:n monistamisessa kaytetyt PCR-protokollat. Lukuarvot ovat tilavuuksia (ul)
reaktiota kohti. Ensimmaisten naytteiden kohdalla kaytettiin protokollaa 1. PCR-tuotteen
maaran kasvattamiseksi siirryttiin myohemmin kayttamaan protokollaa 2. Yksittaisten vaikeasti
monistuvien naytteiden kohdalla DNA-templaattia kaytettiin 3 pl. Talléin MilliQ-vetta kadytettiin
vastaavasti 2,75 pl tai 6,50 pl.

Reagenssi | Protokolla 1 | Protokolla 2
MilliQ-vesi 3,75 7,5
MyTag™ Red Mix 6,25 12,5
forward-aluke 0,25 0,5
reverse-aluke 0,25 0,5
DNA-templaatti 2 2
yht. 12,5 23
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Taulukko 4. DNA:n monistamisessa kdytetty PCR-ohjelma, joka on mukautettu valmistajan
ohjeesta.

Vaihe Lampétila (°C) Aika (s) | Toistot
Alkudenaturaatio 95 60 1
Denaturaatio 95 15
Annealing vaihtelee, kts. taulukko 5 15 35
Pidentyminen 72 10

Taulukko 5. Tutkimuksessa kdytetyt PCR- ja sekvensointialukkeet annealing-lampétiloineen
(°C). Forward-alukkeet on merkitty taulukkoon siniselld ja reverse-alukkeet punaisella. LCOtail-
ja HCOtail- alukkeisiin oli lisdtty universaali 5’-hanta sekvensoinnin helpottamiseksi (taulukossa
lihavoituna). COl-alue monistui suurimmassa osassa naytteitd 42 - 43 °C annealing-
[ampotilassa. Alukkeiden lahdeviitteet: LCO1490 ja LCOtail (Folmer ym. 1994; Edgecombe ym.
2002), HCOtail (Folmer ym. 1994), HCOout (Carpenter & Wheeler 1999; Schulmeister ym.
2002), HCOoutout (Prendini ym. 2005), 16Sa (Xiong & Kocher 1991), (Edgecombe ym. 2002),
16Sb (Edgecombe ym. 2002), 28Sa ja 28Sb (Whiting ym. 1997; Edgecombe ym. 2002).

Aluke Sekvenssi Annealing

COI | LCO1490 | 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3'

LCOtail 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG GTC AAC AAA TCA TAA AGA TAT TGG-3'

HCOout | 5'-CCA GGT AAA ATT AAA ATA TAA ACT TC-3' 42-43, 45-49

HCOtail 5'-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GT AAA CTT CAG GGT GAC CAA AAA ATC A-3'

HCOoutout | 5'-GTA AAT ATA TGR TGD GCT C-3'
16S | 165a 5'-CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3'

165b 5'-CTC CGG TTT GAA CTC AGA TCA-3' e
28S | 285a 5'-GAC CCG TCT TGA AAC ACG GA-3'

285b 5'-TCG GAA GGA ACC AGC TAC-3' >0

2.2.3 DNA-elektroforeesi

Polymeraasiketjureaktion onnistuminen tarkistettiin DNA-elektroforeesilla.
Elektroforeesia varten elektroforeesilaitteiston allas taytettiin TBE-puskurilla (taulukko
6) ja siihen asetettiin agaroosigeelilevy (taulukko 7), jossa oleviin kaivoihin pipetoitiin
3,5 - 4,0 pl PCR-tuotetta. Elektroforeesilaitteistossa on katodi ja anodi, joihin johdetaan
sdhkovirta. DNA-ketjuilla on negatiivinen sdhkovaraus, joten ne kulkeutuvat
syntyneessé séhkokentdssd negatiiviselta katodilta positiivista anodia kohti. Naytteiden

annettiin ajautua geelilld 100 V jannitteell& 25 minuutin ajan.
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Pitkdt DNA-molekyylit liikkuvat geelissé lyhyitd hitaammin, joten elektroforeesi
erottelee erimittaiset DNA-molekyylit vyohykkeiksi. Téssd tydssd agaroosigeeliin
lisattiin valmistusvaiheessa variainetta (taulukko 7), joka sitoutuu DNA:han ja saa sen
heijastamaan valoa LED-illuminaattorissa. Onnistuneesti monistunut, puhdas PCR-tuote
muodostaa geelille yhden selkeasti erottuvan vydhykkeen. Useampi kuin yksi vyohyke
viittaa alukkeiden epaspesifiin sitoutumiseen ja liilan matalaan annealing-lampotila.
DNA:n puuttuminen viittaa lilan korkeaan annealing-lampdtilaan (tai DNA-eristyksen
epdonnistumiseen). Polymeraasiketjureaktio toistettiin tarvittaessa optimoidulla

annealing-lampdatilalla (taulukko 5).

Taulukko 6. 0,5-kertaisen tris-boorihappo-EDTA-puskurin (TBE) valmistusohje. Puskuria
kaytettiin seka agaroosigeelin ainesosana etta elektroforeesissa ajopuskurina.

Reagenssi Maara
Tris(hydroksimetyylilaminometaani (Fisher Scientific, UK) 10,8 ¢g
Boorihappo (Scharlab S. L., ES) 5,48 g
EDTA (Acros Organics, NJ, USA) 0,7448 g
H,O 2L

Taulukko 7. 1 % agaroosigeelin valmistusohje kahdelle 50 ml geelille.

Reagenssi Maara
Agaroosi (Bioline, UK) 1lg
0,5-kertainen TBE-puskuri (taulukko 6) 100 ml
Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics EUROPE GmbH) 5ul

2.2.4 PCR-tuotteiden puhdistus

Sekvensointia varten PCR-tuotteet puhdistettiin niihin jaaneistd dNTP-nukleotideista,
alukkeista ja muista yksijuosteisista DNA-ketjuista. Puhdistuksessa kaytettyjen
valmisteiden toiminta perustuu kahteen entsyymiin, eksonukleaasi | ja recombinant
Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP). Entsyymit lisattiin puhdistettaviin PCR-
tuotteisiin, joita inkuboitiin 37 °C lampdotilassa entsyymien toiminnan k&ynnistdmiseksi.
Lopuksi entsyymit hajotettiin PCR-tuotteista inkuboimalla ndytteitd 80 °C l&mpétilassa.
Ensimmaéiset PCR-tuotteet puhdistettiin USB® ExoSAP-IT®-reagenssilla (Affymetrix,

CA, USA), joka siséltdd molemmat entsyymit. Reagenssi laimennettiin MilliQ-vedella
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1:3 konsentraatioon. Muilta osin puhdistus tehtiin valmistajan ohjeiden mukaan. Loput
PCR-tuotteet puhdistettiin ~ A’SAP-reagenssisarjalla  (ArcticZymes, NO), joko

valmistajan ohjeiden mukaan tai 1:3 konsentraatioon laimennetuilla entsyymeilla.

2.2.5 Sekvensointi

PCR-tuotteiden sekvensointi suoritettiin ostopalveluna Suomen Molekyylilaaketieteen
instituutissa (FIMM). Sekvensointia varten 96-kaivoiselle PCR-levylle pipetoitiin 5 pl
puhdistettua PCR-tuotetta ja 1,6 pul sekvensointialuketta (5 uM). Sekvensointialukkeet
olivat samoja kuin polymeraasiketjureaktiossa kaytetyt alukkeet (taulukko 5).
Sekvensointi tehtiin luotettavuuden lisddmiseksi sekd sense- ettd antisense-juosteelle,
joten jokaista naytettd kohti valmistettiin kaksi reaktiota, yksi forward- ja yksi reverse-

alukkeella.

2.2.6 Sekvenssien laadun tarkistus

Sekvenssitiedostot tarkistettiin  Sequencher® v. 5.3 -ohjelmalla. Ohjelma vertaa
vastinjuosteiden  sekvensseja  keskenddn ja  muodostaa niiden  pohjalta
konsensussekvenssin. Emakset, joista vastinjuosteet antoivat ristiriitaista tietoa,
tarkistettiin yksitellen ja korjattiin konsensussekvenssiin. Mikali sekvenssin laatu oli
riittdmaton tai emds jai muutoin epaselvaksi, merkittiin eméas tuntemattomaksi (N).
Tarkistetut konsensussekvenssit tulostettiin FASTA-muotoon. Sekvenssit tarkistettiin
my0s kontaminaatioiden varalta BLAST®-tyokalulla (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch), joka vertaa sekvensseja tietokannassa oleviin
sekvensseihin. Haulla varmistettiin, ettd sekvenssit ovat juoksujalkaisen, eivétka
esimerkiksi ihmisen, DNA:ta. Lopuksi sekvenssit yhdistettiin kolmeen .txt-tiedostoon,

yksi kutakin geenialuetta varten.

2.2.7 Sekvenssien visualisoiminen ja rinnastus

Suurin osa fylogeniaohjelmista edellyttdd toimiakseen, ettd kasiteltavat sekvenssit ovat
samanpituisia. Toiseksi edellytetddn, ettd rinnakkain asetettujen sekvenssien
putatiivisesti homologiset emakset asettuvat kohdakkain, mikd saavutetaan
rinnastamalla (engl. multiple sequence alignment). Konsensussekvenssitiedostot

visualisoitiin Se-Al v2.0all -ohjelmalla (Rambaut 2002) ja BioEdit Sequence
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Alignment Editor v7.2.5 -ohjelmalla (Hall 1999), joissa sekvenssit asettuvat allekkain.
Tuntemattomia eméksid (N) siséltdvat sekvenssien péat leikattiin. COl-sekvenssit,
joissa ei konservoitumisen vuoksi esiinny pituusvaihtelua, tasattiin paistaan
samanpituisiksi (604 bp) tamén tydvaiheen jalkeen. 16S- ja 28S-sekvenssit, joissa
esiintyy insertioita ja deleetioita, rinnastettiin MUSCLE-sovelluksella (Edgar 2004;
EMBL-EBI 2017) palvelimen kayttamilld oletusasetuksilla. Ohjelma asettaa
homologiseksi arvioimansa emékset kohdakkain ja sijoittaa mahdollisiin insertio- ja
deleetiokohtiin aukkoja ohjelmalle annettujen parametrien mukaisesti. Tulosteena
saatiin Pearson/FASTA-tiedosto, jossa luodut aukot oli merkitty tavuviivoilla. Lopuksi
sekvenssit leikattiin paistddn samanpituisiksi (16S: 488 bp, 28S: 319 bp) BioEdit -
ohjelmalla.

2.2.8 Fylogeneettiset analyysit

Sekvenssiaineistolle etsittiin - sen parhaiten selittdvat fylogeniapuut kayttéden
optimaalisuuskriteereind parsimoniaan ja suurimpaan uskottavuuteen (maximum
likelihood) perustuvia menetelmid. Jotta fylogeniaohjelmat pystyisivédt yhdistimaan
kolmen merkkialueen sekvenssit tiettyyn néytteeseen, sekvenssitiedostoista tehtiin
ketjutetut sekvenssitiedostot (concatenated file) SequenceMatrix 1.8 -ohjelmalla
(Vaidya ym. 2011). COIl-, 16S- ja 28S-sekvenssitiedostot kopioitiin ohjelmaan
samanaikaisesti, jolloin merkkialueiden sekvenssit sijoittuivat kolmeen sarakkeeseen
siten, ettd saman naytteen sekvenssit olivat samalla rivilla. Ketjutettu sekvenssiaineisto
tallennettiin TNT-, PHYLIP- ja NEXUS-muodoissa. TNT-muotoista sekvenssitiedostoa
kaytettiin tuntomerkkiaineistona parsimonia-analyysissa ja PH-tiedostoa vastaavasti
suurin uskottavuus -analyysissd. NEXUS-tiedostosta poimittiin kunkin merkkialueen
sijaintitiedot  ketjutetussa  sekvenssitiedostossa ja ne  merkittiin  erilliseen
ositustiedostoon (taulukko 8). Ositustiedostoa kaytettiin suurin uskottavuus -analyysissa
karttana, jonka avulla kunkin merkkialueen sekvenssejd verrattiin ainoastaan saman

merkkialueen sekvensseihin.
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Taulukko 8. Ositustiedosto RAxML-analyysid varten (.txt-muodossa). Rivin alussa on
merkittyna aineistotyyppi (DNA). GTR + T (“GTRGAMMA”) on ohjelmalle annettu
sekvenssievoluutiomalli ja samalla ohjelman ainoa suurimman uskottavuuden evoluutiomalli.
Sekvenssitiedostojen nimet ja niiden sijainnit yhdistelméatiedostossa (emé&spareina) ovat rivien
lopussa.

DNA, GTRGAMMA, 16S_bioedit_trim_muscle_trim_NEW = 1-488
DNA, GTRGAMMA, 28S seal_bioedit_trim_musc_trim_NEW = 489-807
DNA, GTRGAMMA, COl_seal bioedit_trim = 808-1411

2.2.9 Parsimonia-analyysi

Sekvenssiaineistolle etsittiin  sen parhaiten selittdvd fylogeniapuu parsimoniaa
optimaalisuuskriteerind  kayttavalla TNT-ohjelmalla  (Goloboff ym.  2008).
Analyysiasetukset on esitetty taulukossa 9. Uudelleenjérjestely suoritettiin tree bisection
and reconnection -menetelmélla (TBR). Analyysin lopuksi optimaalisimmista puista
muodostettiin tiukka konsensuspuu, jossa esiintyville haarautumiskohdille laskettiin
tukiarvot kayttden jackknife-uudelleenotantamenetelmaa (Farris ym. 1996) 1000

toistolla.
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Taulukko 9. Parsimonia-analyysin asetukset TNT-ohjelmassa. Oletusasetukset on merkitty

tahdella (*).
Asetus Valinta
Settings Memory Max. trees = 10 000 Trees
Display Buffer = 1000 Kbytes
Macros 102 KBytes

15 Loops

1000 Variables

Data format

DNA

Read gaps as missing

Data Outgroup taxon O. multidens
Settings Collapsing rules min. length =0
Settings Lock trees
Stopwatch
Add trees read to groups
Analyze Traditional search

Starting trees

Wagner trees

1 random seed

1000 repls.

Swapping algorithm

tree bisection reconnection (TBR)

trees to save per replication: 10

collapse trees after the search

replace existing trees

Quick collapsing during searches

Consensus Trees

Consensus

Calculate: Strict = Nelsen

save to RAM

Using: all trees

Include: all taxa

2.2.10 Suurin uskottavuus -analyysi

Suurimpaan uskottavuuteen perustuvat analyysit tehtiin CIPRES Science Gateway V.
3.3 -portaalissa (Miller ym. 2010) k&yttden RAXML-HPC2 on XSEDE -menetelmaa (v.
8.2.8; Stamatakis 2014). Analyysin asetukset on esitetty taulukossa 10. Osana analyysié
GTR CAT -
evoluutiomallilla (Stamatakis 2006; lzquierdo-Carrasco ym. 2011). GTR CAT vaatii

konsensuspuun jokaiselle haaralle laskettiin bootstrap-tukiarvot
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vahemman muistia ja on nopeampi kéayttaa kuin GTR + I (Stamatakis 2006). RAXML -

analyysin tuloksena on optimaalisin puu, eika erillistd konsensuspuuta rakenneta.

Taulukko 10. Suurin uskottavuus -analyysin asetukset RAxML-ohjelmassa. Taulukossa ei ole
esitetty valitsematta jatettyja vaihtoehtoja ja niitd asetuksia, jotka eivdat koske DNA-
sekvenssiaineistoon perustuvia analyyseja.

Asetus Valinta

Simple Parameters
Maximum Hours to Run 3
Set a name for output files raxml_final.out
Please select the Data Type Nucleotide
Outgroup... O_multidens_Thailand
Specify the number of distinct rate categories (-c) 25
Specify a random seed value for parsimony inferences (-p) v

Enter a random seed value for parsimony inferences... 12345
Use a mixed/partitioned model? (-q) raxml_partitions_ NEW.txt
Correct for Ascertainment bias (ASC ) no
Estimate proportion of invariable sites (GTRGAMMA + 1) no
Advanced Parameters
Nucleic Acid Options
Choose model for bootstrapping phase GTRCAT
Configure Bootstrapping
Conduct rapid bootstrapping? (-x) v
Enter a random seed value for rapid bootstrapping 12345
Conduct a rapid Bootstrap analysis... (-f a) v
Specify an Explicit Number of Bootstraps v

Bootstrap iterations (-#|-N) 1000

2.2.11 Lajirajojen méaarittdminen suurimman uskottavuuden puulle

Suurimman uskottavuuden puusta etsittiin - mahdollisia lajirajoja bPTP-analyysilla
(Zhang ym. 2013), joka hyddyntdd lajirajojen madrittelyssd puun oksapituuksia.
Analyysissa oletetaan, ettd substituutioita on tapahtunut merkitsevasti enemman lajien
valilla kuin lajien sisalla. Substituutioiden mééra taas heijastuu suoraan oksapituuksiin.

bPTP-analyysissa lajirajat luetaan haarautumiskohtien saamista bayesiléisista
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tukiarvoista: korkea tukiarvo merkitsee korkeampaa todennédkodisyyttd sille, ettd
kyseiseen monofyleettisen ryhmdan kuuluvat yksilot kuuluvat samaan lajiin (Zhang
2013-2015). DbPTP-analyysid varten suurimman uskottavuuden puu ladattiin
palvelimelle (Zhang 2013-2015). Analyysissa kaytetyt asetukset on lueteltu taulukossa
11. Markov chain Monte Carlo (MCMC) -ketju oli konvergoitunut analyysin aikana,
joten todenndkdisyysjakaumasta tehty otos oli edustava.

Taulukko 11. bPTP-lajiraja-analyysin asetukset.

Asetus Valinta
My tree is Rooted
No. MCMC generations 100000
Thinning 100
Burn-in 0.1
Seed 123
Outgroup taxa names (if any) | O_multidens_Thailand
Remove outgroups (if any) ei valintaa

2.2.12 Parittaiset etaisyydet

Sekvensseille laskettiin parittaiset etdisyydet MEGA -ohjelman versiolla 7.0.14 (Kumar
ym. 2016). Rinnastetun sekvenssiaineiston jokaiselle sekvenssiparille laskettiin
prosentuaalinen etaisyys, eli niiden emésten prosenttiosuus, jotka poikkeavat toisistaan.
Parittaiset etdisyydet laskettiin erikseen COI-, 16S- ja 28S-sekvensseille kayttaen
samoja rinnastettuja .fas-muotoisia sekvenssitiedostoja  kuin  fylogeneettisissa
analyyseissa. Liséksi kunkin nayteparin kokonaisetdisyys selvitettiin laskemalla
parittaiset etdisyydet ketjutetulle sekvenssirinnastukselle (COI+16S+28S), jossa kolmen
geenialueen sekvenssit asetettiin perdkkéin. Puuttuvia geenisekvensseja merkitsevat
kysymysmerkit korvattiin ketjutetussa sekvenssitiedostossa N-merkilld, silld osasta
naytteistd ei ollut kaytettdvissd kaikkia kolmea geenisekvenssid. Parittaisten

etdisyyksien laskemisessa kéytetyt asetukset on esitetty taulukoissa 12 ja 13.
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Taulukko 12. Sekvenssiaineiston tulkintaa koskevat asetukset MEGA-ohjelmassa.

Valikko Asetus Valinta
M7: Input Data Data Type Nucleotide Sequences
Missing Data N
Alignment Gap -

Identical Symbol

OK

‘ Protein-coding nucleotide sequence data? ‘ Yes

M7: Select Genetic Code ‘ Standard ‘ OK

Taulukko 13. Parittaisten etdisyyksien laskemisessa kadytetyt analyysiasetukset MEGA-
ohjelmassa.

Valikko Asetus Valinta
Analysis Analysis Distance Estimation
Scope Pairs of taxa
Estimate Variance | Variance Estimation Method | None
Substitution Model | Substitutions Type Nucleotide
Model/Method p-distance
Substitutions to Include d: Transitions + Transversions
Rates and Patterns | Rates among Sites Uniform rates
Pattern among Lineages Same (Homogeneous)
Data Subset to Use | Gaps/Missing Data Treatment | Pairwise deletion
Codons Included 1st+2nd+3rd+Non-Coding
No. of Sites (aineiston emaspariluku)
d Estimate

Tulosten Kkasittely tehtiin Excel-ohjelmalla (Microsoft Excel 2010). Parittaisista
etaisyyksista piirrettiin jakaumakuvaajat R-ohjelmalla (v. 3.2.4, R Development Core
Team 2016) hist-funktiota kayttden. S. morsitans -lajin etdisyysjakaumakuvaajaa
jalkikasiteltiin CoreDRAW® Graphics Suite X6 -ohjelmalla (v. 16.3.0.1114).
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3. TULOKSET

3.1 Fylogeneettiset analyysit

TNT-ohjelmalla suoritetussa parsimonia-analyysissa l6ytyi kaksi yhtd parsimonista
puuta, joiden pituus on 2509 askelta. Naistd muodostettu tiukka konsensuspuu
(kladogrammi) on esitetty kuvassa 3. Kolmea polytomiaa lukuun ottamatta fylogenia
ratkaistiin puussa kokonaan. Suurimmassa osassa terminaalisista haarautumiskohdista
oli merkitseva tukiarvo (JK>50). Sen sijaan puun tyviosat jdivat vaille merkitsevia
tukiarvoja. Ulkoryhmén jéalkeen puusta haarautuivat ensimmaisind toistensa lahimmat
sukulaiset Scolopendra cingulata ja Scolopendra subspinipes (JK<50). S. morsitans -
yksil6t, Scolopendra antananarivoensis -yksilot ja Scolopendra leki -yksilé muodostivat
keskendan suuren monofyleettisen ryhméan (JK<50). Vastaavasti aineiston kaikki S.

morsitans -yksilot muodostivat fylogeniassa polyfyleettisen ryhmaén.

Scolopendra morsitans -lajin geneettinen muuntelu oli fylogeniassa maantieteellisesti
jarjestaytynytta (kuva 3). Kaikki Manner-Afrikasta keratyt S. morsitans -yksilot
muodostivat monofyleettisen ryhmén (JK=64). Kaakkois-Aasiasta keratyt S. morsitans -
yksilot jakautuivat kahteen vahvasti tuettuun (JK=100) monofyleettiseen ryhmaéan,
Thaimaa-Filippiinit -ryhmé&é&n ja Thaimaa-Kambodza -ryhm&én. Intian niemimaalta
perdisin olevat néytteet jakautuivat puussa vahemman systemaattisesti. Pohjoisen Intian
niemimaan naytteet muodostivat monofyleettisen ryhman (JK=50). Sen sijaan
eteldiselta Intian niemimaalta kerdtyt S. morsitans - ja Scolopendra amazonica -naytteet
muodostivat keskenddn parafyleettisen ryhman ja kaakkoisaasialaisten naytteiden
kanssa monofyleettisen ryhmén (JK=99). Lansi-Australiasta peréisin oleva S. morsitans
-yksilén 1ahin sukulainen oli saman valtion alueelta kerdtty S. leki (JK=50).
Madagaskarilaiset S. antananarivoensis -yksilét olivat toistensa lahimpid sukulaisia
(JK=99). Scolopendra amazonica -yksil6t olivat toistensa l&himpid sukulaisia (JK=100)
ja ne sijoittuivat samaan parafyleettiseen ryhmaan eteldintialaisten S. morsitans -

néytteiden kanssa.
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Otostigmus multidens 12-130673 Thaimaa ®
_50: S. leki 120857 Lénsi-Australia ®
S. morsitans 1Z-130698 Lansi-Australia ® [I
S. morsitans CES07212 Intia @ 1
S. morsitans 00341 Thaimaa @
100I
87|

S. morsitans CK0080 Thaimaa @
S. morsitans 00339 Thaimaa ©
61— S. morsitans 00344 Thaimaa ©
59 _: S. morsitans 00342 Thaimaa ©
S. morsitans 00345 Kambodza ©
S. morsitans 00340 Thaimaa ®
S. morsitans 00343 Thaimaa ®
S. morsitans CK0003 Filippiinit ©
S. morsitans CK0004 Filippiinit ©
S. morsitans CK0005 Filippiinit ©
100, S. amazonica CES07235 Intia ®
. 9 S. amazonica CES07252 Intia ®
100 S. morsitans CES07203 Intia ®
S. morsitans CES07204 Intia ®
98, S. morsitans CES07106 Intia ®
= S. morsitans CES07107 Intia ®
99 S. antananarivoensis CK0056 Madagaskar @
— S. antananarivoensis CK0057 Madagaskar @ I
100] S. morsitans CK0012 Kashmir @
50_: S. morsitans CK0063 Pakistan ®
S. morsitans CK0064 Pakistan ©
100 S. morsitans CK0065 Pakistan ©
S. morsitans CK0066 Intia ©
—— S. morsitans DNA104702 Etela-Afrikka ®
5 S. morsitans 1Z-130700 Tunisia ®
100 S. morsitans CK0014 Gambia @
— S. morsitans 12-130703 Senegal ®

64 98 S. morsitans CK0067 Egypti ©
—1 S. morsitans CK0068 Egypti ©

67 S. morsitans CK0060 Mosambik ®
—C: S. morsitans CK0061 Mosambik @
S. morsitans CK0062 Mosambik @

— S. cingulata DNA100804 Espanja @
LS. subspinipes 1Z-130685 Papua-Uusi-Guinea ®

20

Lajirajat bPTP-lajirajat
e=——= Afrikka O Egypti
== §. antananarivoensis @ Mosambik
====== Pohjoinen Intian niemimaa @ S. antananarivoensis
m—— Eteldinen Intian niemimaa O Pakistan - Intia
=== Thaimaa - Kambodza © Thaimaa - Kambodza
== Thaimaa - Filippiinit O Filippiinit
——— Australia @ Lajinsa ainoa edustaja

Kuva 3. Tiukka konsensuspuu TNT-analyysin tuottamasta kahdesta yhtéa pitkasta (2509 askelta)
puusta. Luvut ovat merkitsevid jackknife-tukiarvoja (>50). Fylogeniaan, parittaisiin etdisyyksiin
ja morfologiaan perustuvat maantieteelliset lajirajat on merkitty varillisin pystyviivoin.
Suurimman uskottavuuden puusta bPTP-analyysilla maaritetyt lajirajat on merkitty varillisin
ympyroin (kts. kuva 4). Mustalla ympyralld merkityt yksilot eivdt muodostaneet mahdollista
lajia yhdenk&an toisen naytteen kanssa (PDP<0,50).

Suurimpaan  uskottavuuteen perustuvassa RAxML-analyysissa tuloksena oli
optimaalisin puu, jolla aineiston uskottavuus oli InL = -11277,775727 (kuva 4). Puussa
ei ollut polytomioita, joten fylogenia ratkaistiin puussa kokonaan. Puun tyviosat jdivat
vaille merkitsevid tukiarvoja kuten parsimoniapuussakin, mutta suurimmassa osassa
fylogenian haarautumiskohdista oli merkitseva tukiarvo (BS>50). Aineiston kaikki S.
morsitans -yksilot muodostivat tassékin fylogeniassa polyfyleettisen ryhman.
Ulkoryhman jalkeen puusta haarautuivat ensimmadisind pohjoiselta Intian niemimaalta

perdisin olevat Scolopendra morsitans -yksilot (JK<50). Seuraavaksi haarautuivat
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Scolopendra antananarivoensis -yksilot seka Scolopendra cingulata -yksilo ja
Scolopendra subspinipes -yksild (JK<50). Scolopendra leki asettui fylogenian keskelle
ja sen l&hin sukulainen oli suurimman uskottavuuden puussakin lansiaustralialainen S.

morsitans -yksilo (BS=94).

Scolopendra morsitans -lajin geneettinen muuntelu oli maantieteellisesti jarjestaytynytta
my06s suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4), mutta ryhmien haarautumisjarjestys
vaihteli jonkin verran puiden vélilld&. Suurimman uskottavuuden puussa oli kolme
monofyleettistda S. morsitans -ryhmaa, jotka esiintyivdt myds parsimoniapuussa:
Afrikka, Thaimaa-Filippiinit ja Thaimaa-Kambodza (kaikilla BS=100). Sen sijaan
Intian niemimaalta perdisin olevat ndytteet muodostivat neljd monofyleettista tai kaksi
parafyleettistd ryhmaa. Pohjoisen Intian niemimaan S. morsitans -yksilot haarautuivat
juuresta heti ulkoryhmén jalkeen (BS<50), kun taas eteldisen Intian niemimaan S.
morsitans -yksilot (mukaan lukien kaksi S. amazonica -yksiléd) muodostivat
monofyleettisen ryhman Thaimaa-Kambodza -ryhmdn kanssa (BS<50). S.
antananarivoensis -yksilét olivat toistensa lahimpid sukulaisia (BS=100) myds

suurimman uskottavuuden puussa.

bPTP-analyysin arvion mukaan suurimman uskottavuuden puussa oli 22 - 33 lajia
(keskiarvo 27.05). Analyysissa tavallisesti kaytetty merkitsevyyden raja on PDP-arvo
(posterior delimitation probability) 0,95. Analyysi ei loytanyt yhtdan useamman kuin
yhden yksilon kladia, jonka kohdalla tdm& merkitsevyyden raja olisi ylittynyt. Kun
mahdollisina lajeina kasitelladn kladeja, joissa PDP-arvo oli véhintddan 0,50,
todennakdisimman lajijakauman mukaan puussa oli yhteensé 26 mahdollista lajia (kuvat
4 ja 5). 20 juoksujalkaisyksildad oli aineistossa todennékdisid lajinsa ainoita edustajia
(PDP<50; kuva 4). Tah&n lukeutuivat Otostigmus multidens -ulkoryhmayksilo, S.
cingulata, S. subspinipes ja S. leki. Lisaksi 16 S. morsitans -yksilod oli analyysin
mukaan aineistossa todennékoisia lajiensa ainoita edustajia, mukaan lukien molemmat
S. amazonica -yksilot, kaikki eteldisen Intian niemimaan S. morsitans -yksilot ja

lansiaustralialainen S. morsitans -yksilo.

bPTP-analyysi l0ysi suurimman uskottavuuden puusta myos kuusi maantieteellisesti
jarjestaytynytta mahdollista lajia (PDP>50), joissa oli vahintdan kaksi edustajaa (kuvat
4 ja 5). Kaikki tallaisiin ryhmiin kuuluvat yksilot olivat perdisin samojen

maantieteellisten alueiden sisdltd. S. antananarivoensis -yksilot muodostivat kesken&én
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mahdollisen lajin (PDP=0,52). Loput viisi mahdollista lajia koostuivat S. morsitans -
yksiloistd. Afrikkalaisista S. morsitans -yksil0istd mahdollisesti samaan lajiin kuuluivat
kaksi egyptiléistd yksil6d (PDP=0,51) ja kolme mosambikilaista yksilod (PDP=0,92).
Intian niemimaalla kaksi pakistanilaista ja yksi intialainen yksilé kuuluivat keskenaan
samaan mahdolliseen lajiin (PDP=0,81). Kaakkois-Aasiassa viisi thaimaalaista ja yksi
kambodzalainen yksilé kuuluivat keskendédn mahdollisesti samaan lajiin (PDP=0,90),
samoin kolme filippiinilaista yksiloa (PDP=0,89).

100~ S. morsitans CK0012 Kashmir @
1'S. morsitans CK0063 Pakistan ®
100, S. antananarivoensis CK0056 Madagaskar @
| S. antananarivoensis CK0057 Madagaskar @
76 S. cingulata DNA100804 Espanja @
—— s subspinipes 12-130685 Papua-Uusi-Guinea ®

100] S. morsitans CK0060 Mosambik ®

l[ S. morsitans CK0062 Mosambik @

64! S. morsitans CK0061 Mosambik @
100 S. morsitans 12-130700 Tunisia ®

worsirans CKO0067 Egyptio
L_73| S. morsitans CK0068 Egypti©
66 S. morsitans DNA104702 Etela-Afrikka @
—| mUE S. morsitans CK0014 Gambia®
156 S. morsitans 1Z-130703 Senegal @
94 S. leki 120857 Lansi-Australia®
M LS morsitans 1Z-130698 Lansi-Australia® [
100 S. morsitans 00340 Thaimaa @
99 S. morsitans 00343 Thaimaa @
100 1001 S- morsitans CK00O03 Filippiinit ©
S. morsitans CK0004 Filippiinit ©
L 100' S. morsitans CK0Q05 Filippiinit ©
%9 100— S. morsitans CES07203 Intia®
I_— S. morsitans CES07204 Intia®
S. morsitans 00341 Thaimaa®
100}, S, morsitans CK0080 Thaimaa @
S. morsitans 00344 Thaimaa @
67} S. morsitans 00339 Thaimaa @
53} S. morsitans 00342 Thaimaa @
68! S. morsitans 00345 Kambodza @
S. morsitans CES07106 Intia ®
S. morsitans CES07107 Intia @
S. amazonica CES07252 Intia @

S. amazonica CES07235 Intia @
S. morsitans CES07212 Intia @

62, S. morsitans CK0065 Pakistan ©
100[ S. morsitans CK0066 Intia ©
S. morsitans CK0064 Pakistan o

Otostigmus multidens 1Z-130673 Thaimaa @

0.09

Lajirajat bPTP-lajirajat
=——= Afrikka © Egypti (0,51)
== S, antananarivoensis @ Mosambik (0,92)
===== Pohjoinen Intian niemimaa @ S. antananarivoensis (0,52)
= Eteldinen Intian niemimaa © Pakistan - Intia (0,81)
=== Thaimaa - Kambodza @ Thaimaa - Kambodza (0,90)
= Thaimaa - Filippiinit © Filippiinit (0,89)
—— Australia @ Lajinsa ainoa edustaja
Kuva 4. Optimaalisin suurimman uskottavuuden puu (InL = -11277,775727). Luvut ovat

merkitsevia bootstrap-tukiarvoja (arvo >50). Fylogeniaan, parittaisiin etdisyyksiin ja
morfologiaan perustuvat maantieteelliset lajirajat on merkitty varillisin pystyviivoin. Puulle
bPTP-analyysilla maaritetyt mahdolliset lajirajat on merkitty varillisin ympyréin. Lajien saamat
PDP-tukiarvot (merkitty sulkeisiin) vastaavat posterioritodennakoisyyksid epdinformatiivisella
priorilla ja ne kertovat osuuden analyyseista, joissa kladin yksilot kuuluivat keskenaan samaan
lajiin (kts. tarkemmin Zhang 2013-2015). Merkitsevyyden rajana kaytetdan yleensa PDP-arvoa
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0,95. Mustalla ympyralla merkittyjen yksiléiden PDP-arvo oli <0,50 kaikkien muiden analyysin
ndytteiden kanssa.

® DNA100804 S. cingulata

m 1Z-130700
® CK0012
?0 CKO0063
CKO0067 - 68 0
CK0064 - 65 © CKO0066 00340
m CES07212
12-130703 CES07106 - o7j 00343 g,;]- 00339, -41, -42, -44, -45; CK0080
CES07235, -52 0 CKO0003 - 05
CKo014 S. amazonica CES07203 - 04
1Z-130685 m
S. subspinipes
CK0060 -62 @ © CK0056 - 57
S. antananarivoensis
m 120857 S. leki
812130701 m |Z-130698

Kuva 5. bPTP-analyysin mukaiset mahdolliset lajirajat kartalla. Varien selitykset on merkitty
puihin (kuvat 3 ja 4). Naytteet, joiden kerdyspaikan koordinaatit ovat tiedossa, on merkitty
neliolla. Ympyrallda merkittyjen naytteiden kerdyspaikka tiedettiin maan tarkkuudella.
Ulkoryhmana kaytetty Otostigmus multidens -yksilo (ei merkitty kuvaan) on keratty
Thaimaasta.

3.2 Parittaiset etaisyydet

3.2.1 Scolopendra morsitans

Scolopendra morsitans -aineistossa parittaisten etéisyyksien mediaani oli COI-
sekvenssilla 17,1 %, 16S-sekvenssilla 17,2 %, 28S-sekvenssilla 5,4 % ja ketjutetulla
sekvenssilla (COI+16S+28S) 13,4 % (taulukko 14). Lajinsiséiset mediaanietdisyydet
olivat samassa suuruusluokassa kuin muiden aineiston Scolopendra-lajien ja S.
morsitans -lajin valiset mediaanietéisyydet. Esimerkiksi Scolopendra subspinipes -lajin
mediaanietdisyys S. morsitans -lajiin oli COl-sekvenssilld 17,9 %, 16S-sekvenssilla 19,8
%, 28S-sekvenssilld 5,5 % ja kolmen sekvenssin yhdistelmasekvenssilla 16,3 %. Eri
alaheimoon kuuluvan Otostigmus multidens -lajin mediaanietaisyys S. morsitans -lajiin
oli tatd merkittavasti suurempi 28S-sekvenssilld (15,3 %) ja hieman suurempi COI- ja
16S-sekvensseillé (20,4 % ja 23,8 %).
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Kaikilla sekvensseilla S. morsitans -lajin lajinsiséiset parittaiset etéisyydet vaihtelivat
0,0 % ja yli 20 % vaélilla (taulukko 14). Suurimmat lajinsisaiset parittaiset etdisyydet
olivat samassa suuruusluokassa kuin muiden aineiston Scolopendra-lajien ja S.
morsitans -lajin valiset suurimmat etdisyydet. Sen sijaan pienimmat muiden
Scolopendra-lajien ja S. morsitans -lajin véliset etéisyydet olivat selvasti yli 0,0 %:
COl-sekvenssilla 14,6 - 16,0 %, 16S-sekvenssilla 14,1 - 17,0 % ja 28S-sekvenssilla 2,7
% - 4,2 %.

Scolopendra morsitans -lajin lajinsiséaisten etéisyyksien jakaumakuvat vaihtelivat
muodoltaan eri sekvenssialueilla (kuva 6). COl-sekvenssin etéisyysjakauma oli
kaksiosainen: pienimmat etdisyydet asettuivat vélille 0,0 - 4,8 %. Tamén jalkeen
etdisyysarvoissa oli aineiston suurin aukko (4,2 prosenttiyksikkéd; merkitty valkoisella
nuolella kuvaan 6) ja loput etdisyysarvot sijoittuivat valille 9,0 - 22,9 %. 16S-sekvenssin
etdisyysjakaumassa oli kolme huippua noin etéisyyksien 0,0 %, 12,0 % ja 19,5 %
kohdalla. Suurin aukko etdisyysjakaumassa (1,9 prosenttiyksikkdd) oli etaisyyksien 5,3
% ja 7,2 % valilla. 28S-sekvenssin etdisyysjakaumassa huiput asettuvat noin
etaisyyksien 0,0 % ja 5,0 % kohdalle ja suurin aukko (3,3 prosenttiyksikkod)
etdisyyksien 158 % ja 19,1 % valille. Ketjutetun sekvenssin (COI+16S+28S)
etdisyysjakauma muistutti muodoltaan 16S-sekvenssin etdisyysjakaumaa. Jakauman
suurin aukko (2,2 prosenttiyksikkoa) oli kohdassa 1,7 - 3,9 %.

Koko aineiston pienimmat parittaiset etéisyydet vastasivat bPTP-analyysin suurimman
uskottavuuden puusta (kuva 4) loytamia mahdollisia lajirajoja (liite 3). S. morsitans -
aineistosta 16ydetyt bPTP-lajirajat (PDP>50) on merkitty sekvenssien etdisyysjakaumiin
(kuva 6) mustilla nuolilla, joiden vasemmalla puolella olevat etdisyysarvot merkitsevat
lajinsisdisia etdisyysarvoja ja vasemmalla puolella olevat lajien vélisi& etdisyyksia. COI-
sekvenssien kohdalla bPTP-analyysin maarittdmien lajinsisdisten ja lajien vélisten
etaisyyksien vélinen aukko oli kohdassa 2,0 - 3,3 % (1,3 prosenttiyksikkod). 16S-
sekvenssilla vastaavan aukon sijainti oli vélilla 3,0 - 4,1 % (1,1 prosenttiyksikkod), 28S-
sekvenssilla valilla 0,0 - 0,3 % (0,3 prosenttiyksikkod) ja ketjutetulla sekvenssilla
(COI+16S+28S) vélilla 1,7 - 3,9 % (2,2 prosenttiyksikkod). Ketjutetulla sekvenssilla
aineiston suurin aukko ja DbPTP-lajirajoihin perustuva aukko sijaitsivat samassa
kohdassa jakaumaa. Muilla sekvensseilla suurin aukko sijaitsi oikealla bPTP-lajiraja-
aukkoon nahden.
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Fylogenioihin, parittaisiin etdisyyksiin ja morfologiaan perustuvien maantieteellisten
lajien (merkitty vérillisin pystyviivoin kuviin 3 ja 4) siséiset parittaiset etéisyydet on
merkitty taulukkoon 15. Lajien Thaimaa-Kambodza ja Thaimaa-Filippiinit siséiset
etaisyydet olivat selvasti muita lajeja pienempid. Afrikka-lajin sek& Intian niemimaan
kahden lajin siséiset etaisyydet olivat huomattavasti suurempia ja keskenadn samassa
suuruusluokassa. Lansiaustralialaisen S. morsitans -yksilon ja S. leki -yksilon véliset
parittaiset etdisyydet olivat samassa suuruusluokassa kuin muut aineistossa havaitut

Scolopendra-lajien véliset etdisyydet.

Taulukko 14. S. morsitans -yksildiden lajinsisdiset ja lajien viliset parittaiset etdisyydet
prosentteina. Ensimmadinen luku on mediaani ja sulkeissa on vaihteluvali. S. amazonica -
fenotyypin ja S. morsitans -lajin parittaisissa etdisyyksissa S. amazonica -yksilét on rajattu pois
S. morsitans -yksildiden joukosta.

S. morsitans vs.

S. morsitans | S. S. ar ivoensis | S. pinip S. cingulata S. leki O. multidens
col 17,1(0,0-22,9) | 16,1 (12,6 - 20,3) 20,9 (14,6 - 22,7) 17,9 (15,3-21,2) | 19,4 (16,0-22,1) | 18,7 (15,9-20,1) | 20,4 (18,3 - 22,7)
168 17,2 (0,0 - 22,8) | 13,5(12,0 - 21,6) x 19,8 (16,8-22,4) | 21,0(17,0-22,7) | 17,2 (14,1-21,1) | 23,8(22,3-26,9)
28S 54(0,0-21,0) | 54(0,3-14,1) 5,6 (2,5-12,5) 5,5(3,2-13,4) 5,6 (4,2 -12,4) 6,5(2,7-15,7) | 15,3(12,8-33,3)
COI+165+28S | 13,4(0,0-20,1) | 12,9 (10,1-18,5) 16,4 (11,2 - 20,3) 16,3 (13,7-19,0) | 17,8 (14,0-19,3) | 15,4 (14,3-18,6) | 21,4 (19,3 - 23,7)
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Kuva 6. S. morsitans -yksildiden parittaisten etdisyyksien jakaumat merkkialueittain. Etdisyys
(asteikolla 0 - 1) on merkitty x-akselille ja etdisyysarvojen absoluuttinen lukumaara y-akselille.
Mahdolliset etdisyysjakaumissa esiintyvat viivakoodausaukot on merkitty nuolin. Suurimmat
aukot etdisyysjakaumissa on merkitty valkoisella nuolella. Mustien nuolten vasemmalle
puolelle jaadvat etdisyysarvot ovat bPTP-lajirajojen (PDP2>50) mukaisia lajinsisaisia etdisyyksia ja
oikealle puolelle jadvat lajien valisid. Ketjutetun sekvenssitiedoston (CO/+165+28S) parittaisten
etdisyyksien maarittamisessd huomioitiin ainoastaan yksilot, joilta oli kaytettdvissa kolmen
merkkialueen sekvenssit.

Taulukko 15. Fylogeneettisissa puissa esiintyville S. morsitans -lajiryhmille maaritetyt
parittaiset etdisyydet. Ensimmadinen luku on mediaani, sulkeissa vaihteluvali. Ryhman
koostuessa kahdesta yksilosta on ainoa ilmoitettu luku ndiden valinen parittainen etaisyys.
Australia-rivilld on ilmoitettu Lansi-Australiasta kerdtyn S. morsitans -naytteen (12-130698) ja S.
leki -ndytteen (120857) parittaiset etdisyydet (S. morsitans -yksilolta ei ollut kdytettavissa COI-
sekvenssid). Sarakkeessa COI+165+28S on otettu huomioon vain ne naytteet, joilta oli
kaytettavissa kaikkien kolmen merkkialueen sekvenssit. Afrikka-rivillda tdman sarakkeen
lukuarvo perustuu siksi vain kahden naytteen parittaiseen etdisyyteen: CKO068 (Egypti) ja 1Z-
130703 (Senegal).
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col 168 28S COI+165+28S
Afrikka 15,6 (0,2 - 18,4) 14,6 (0,0 - 16,3) 3,2(0,0- 10,9) 13,8
Pohjoinen Intian niemimaa 14,0(0,0 - 15,3) 12,8 (1,8 - 14,4) 1,7(0,0-1,7) 10,9 (1,0-11,9)
Eteldinen Intian niemimaa 15,8 (4,8 - 18,3) 12,2 (0,0 - 14,7) 1,7 (0,3-5,0) 11,4 (3,9 - 13,0)
Thaimaa-Kambodzia 0,2(0,0-2,0) 0,9 (0,4-2,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,4(0,2-1,7)
Thaimaa-Filippiinit 9,5(0,0 - 12,9) 5,3(0,0-9,1) 0,0 (0,0 - 0,0) 6,8 (0,0-10,1)
Australia X 16,9 2,7 X

3.2.2 Scolopendra amazonica

Aineiston kahden Scolopendra amazonica -yksilon parittainen etdisyys oli COI-
sekvenssilla 12,0 %, 16S-sekvenssilla 0,0 %, 28S-sekvenssilla 1,0 % ja ketjutetulla
sekvenssilla (COI+16S+28S) 5,5 % (taulukko 16). Pienimmat S. amazonica -fenotyypin
ja S. morsitans -lajin valiset etdisyydet olivat COI- ja 28S-sekvensseilld samassa
suuruusluokassa kuin fenotyypin siséiset etdisyydet, mutta 16S-sekvenssin pienin
etdisyys oli selvasti suurempi, 12,0 %. S. amazonica -fenotyypin ja S. morsitans -lajin
mediaanietéisyydet olivat varsinkin 16S- ja 28S-sekvenssien suhteen selvésti suurempia
kuin S. amazonica -fenotyypin sisélld: COIl-sekvenssillad 16,1 %, 16S-sekvenssilla 13,5
%, 28S-sekvenssilla 54 % ja ketjutetulla sekvenssilla (COI+16S+28S) 12,9 %. S.
amazonica -lajin ja muiden aineiston Scolopendra-lajien valiset mediaanietéisyydet

olivat hyvin lahelld S. morsitans -lajin vastaavia etdisyyksia.

S. amazonica -fenotyypin ja S. morsitans -lajin etdisyysjakaumakuvaajassa (kuva 7) S.
amazonica -fenotyypin sisdisen etdisyyden sek& S. amazonica -fenotyypin ja S.
morsitans -lajin vélisten etdisyyksien valiin jai COl-sekvensilla 0,6 prosenttiyksikon
aukko valille 12,0 - 12,6 %. 16S-sekvenssilla aukko oli 12 prosenttiyksikon laajuinen,
kun taas 28S-sekvensilld aukkoa ei muodostunut lainkaan. Ketjutetulla sekvenssilla 4,6
prosenttiyksikén suuruinen aukko muodostui kohtaan 5,5 - 10,1 %.

Taulukko 16. S. amazonica -yksildiden lajinsisdiset ja lajien vdliset parittaiset etdisyydet
prosentteina. Ensimmadinen luku on mediaani ja sulkeissa on vaihteluvédli. S. amazonica -
fenotyypin ja S. morsitans -lajin parittaisissa etdisyyksissa S. amazonica -yksilot on rajattu pois
S. morsitans -yksildiden joukosta.
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S. amazonica vs.

S. amazonica | S. morsitans | S. ant i S. pinip S. cingulat S. leki O. multidens
col 12,0 16,1 (12,6 - 20,3) 21,6 (21,1- 22,0) 18,2 (17,9 - 18,4) | 19,5 (18,3 - 20,7) | 19,9 (19,7-20,1) | 22,5 (22,4 -22,6)
165 0,0 13,5 (12,0 - 21,6) x 19,8(19,8-19,8) | 21,4 (21,4-21,4) | 16,1(16,1-16,1) | 25,3 (25,3 - 25,3)
28S 1,0 5,4(0,3-14,1) 6,4(6,0-6,7) 6,1(5,5 - 6,6) 6,1(5,6 - 6,6) 59(54-6,4) | 15,3(15,3-15,3)
COI+165+28S 5,5 12,9 (10,1 - 18,5) 16,4 (16,0 -16,8) 16,1 (15,8-16,3) | 17,2(16,6 -17,9) | 15,3 (15,3-15,3) | 21,8(21,8-21,9)
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Kuva 7. S. amazonica -yksildiden parittaiset etdisyydet S. morsitans -yksildihin

merkkialueittain.

Etaisyys

(asteikolla 0-1)

on merkitty x-akselille

ja

etdisyysarvojen

absoluuttinen lukumaara y-akselille. S. amazonica -fenotyypin sisdiset parittaiset etdisyydet on
merkitty punaisella. Ketjutetun sekvenssitiedoston (COI+16S+28S) parittaisten etdisyyksien
maarittdmisessa huomioitiin ainoastaan yksilot, joilta oli kdytettavissa kolmen merkkialueen
sekvenssit.
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3.2.3 Scolopendra antananarivoensis

Scolopendra antananarivoensis -yksiloiden parittainen etéisyys oli 0,0 % COI-
sekvenssilla, 28S-sekvenssilla ja ketjutetulla sekvenssilla (COI+28S; taulukko 17);
lajilta ei saatu sekvensoitua 16S-sekvenssid. S. antananarivoensis -lajin ja muiden
Scolopendra-lajien, mukaan lukien S. morsitans -lajin, mediaanietéisyydet olivat
vastaavasti COl-sekvenssilla noin 20 %, 28S-sekvenssilld noin 5 % ja ketjutetulla
sekvenssilla noin 15 %. Lajinsiséisen etdisyysmitan ja pienimmén S. morsitans -lajin ja
S. antananarivoensis -lajin etéisyyden ero oli COI-sekvenssilla 14,6 prosenttiyksikkoa,

28S-sekvensill 2,5 prosenttiyksikkod ja ketjutetulla sekvenssilla 11,2 prosenttiyksikk6a

(taulukko 17, kuva 8).

Taulukko 17. S. antananarivoensis -yksiloiden lajinsisdiset ja lajien véliset parittaiset etdisyydet

prosentteina. Ensimmainen luku on mediaani ja sulkeissa on vaihteluvali.

S. antananarivoensis vs.

S. antananarivoensis | S. morsitans S. amazonica | S. subspinip S. cingulata S. leki 0. multidens
col 0,0 20,9 (14,6 - 22,7) | 21,6 (21,1-22,0) | 20,3 (20,2-20,4) | 19,5(19,4-19,6) | 17,7 (17,7-17,8) | 22,6 (22,6-22,6)
28S 0,0 5,6(2,5-12,5) 6,4 (6,0-6,7) 3,5(3,5-3,5) 4,2(4,2-4,2) 6,5 (6,5 -6,5) 15,3 (15,3 - 15,3)
COI+28S 0,0 16,4 (11,2- 20,3) | 16,4 (16,0-16,8) | 14,8 (14,7-14,9) | 14,5 (14,5- 14,6) | 13,8 (13,7-13,8) | 20,1(20,1-20,2)
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Kuva 8. S. antananarivoensis -yksildiden (ndytteet CK0056 ja CKO057) parittaiset etdisyydet S.
morsitans -yksiléihin merkkialueittain. Etdisyys (asteikolla 0-1) on merkitty x-akselille ja
etdisyysarvojen absoluuttinen lukumaara y-akselille. S. antananarivoensis -naytteiden
parittainen etdisyys on merkitty punaisella. Ketjutetun sekvenssitiedoston (COI/+28S)
parittaisten etdisyyksien maarittdmisessa jatettiin huomioimatta S. morsitans -yksilot, joilta
puuttui COJ- tai 28S-sekvenssi. 16S-etdisyyksid ei voitu laskea, sillda S. antananarivoensis -
naytteistd ei saatu monistettua 16S-sekvenssia.
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4. POHDINTA

4.1 Lajinsisainen ja lajien valinen geneettinen muuntelu

Molekyylisystematiikan keskeinen kysymys on, miten keskenddn samaan lajiin
kuuluvat yksilot erotetaan eri lajeihin kuuluvista. Fylogenioiden kohdalla periaatteena
on, etta samaan lajiin kuuluvat yksilét muodostavat keskendédn monofyleettisen ryhman.
Liséksi oksapituudet vaikuttavat lajirajojen asettamiseen, silla ne kertovat yksildiden
valilla tapahtuneen evoluution maéarastd. Lajin sisdlld oksapituudet ovat teoriassa
lyhyempia kuin lajien valilla, mihin perustuu myos tassa tutkimuksessa kaytetty bPTP-
lajiraja-analyysi. Fylogenioiden lisdksi lajeja voidaan erottaa toisistaan DNA-
viivakoodauksella, jossa lajirajat méaaritetddn COIl-sekvenssin parittaisilla etaisyyksilla.
Lajin sisalla parittaiset etdisyydet ovat teoriassa pienempida kuin lajien valilla.
Tarkastelen seuraavaksi, téayttyvéitkd Scolopendra morsitans -laji, Scolopendra
amazonica -fenotyyppi ja S. antananarivoensis -laji naméa lajille tyypilliset piirteet
tdman tutkimuksen tulosten valossa. Koska juoksujalkaisten levintd on rajoittunutta, on
odotettavaa, ettd Scolopendra-suvun sisalla sukulaisuussuhteet ovat maantieteellisesti

jarjestyneita niin lajien sisalla kuin niiden valillakin.

Tassa tutkimuksessa Scolopendra morsitans (mukaan lukien kaksi Scolopendra
amazonica -fenotyypin yksiléa) ja Scolopendra antananarivoensis olivat ainoita lajeja,
joihin kuuluvia yksil6ita sisaltyi aineistoon enemman kuin yksi. Mikali molemmat lajit
muodostaisivat todellisessa fylogeniassa oman monofyleettisen ryhman, ndiden lajien
nykyinen luokittelutapa olisi péatevda. S. morsitans -yksilot muodostivat kuitenkin
molemmissa puissa polyfyleettisen ryhmén (kuvat 3 ja 4). Syyna tahan voi olla alhainen
tuki puun tyviosissa tai se, ettd kyse lajikompleksista, mitd on kasitelty edempéna. S.
amazonica -fenotyypin yksilot ja S. antananarivoensis -yksilot muodostivat
monofyleettisen ryhmén molemmissa puissa (kuvat 3 ja 4). Puissa oli myods kaksi
monofyleettistd ryhmaa, joihin kuului eri lajien edustajia. Scolopendra subspinipes ja
Scolopendra cingulata muodostivat monofyleettisen ryhman sek& parsimoniapuussa
(kuva 3; JK<50) ettd suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4; BS=76), minka
perusteella ne ovat aineistossa toistensa lahimmat sukulaiset. Myds Scolopendra leki ja
lansiaustralialainen S. morsitans -yksild  muodostivat monofyleettisen ryhman

parsimoniapuussa (kuva 3; JK<50) ja suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4;
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BS=94). Kyseiset yksilot ovat ainoat Australian mannerta edustavat néytteet, mika

selittdd niiden laheisen sukulaisuussuhteen.

Oksapituuksiin perustuvan bPTP-analyysin mukaan aineistosta ei l6ytynyt yhtaan
vahintddn kahden juoksujalkaisyksilon muodostamaa lajia, jonka saama tuki olisi
ylittanyt merkitsevyyden rajan (PDP=0,95). Tdman tiukan kriteerin mukaan kaikki
aineiston 39 juoksujalkaisyksilod, mukaan lukien 31 S. morsitans -yksilod, kuuluivat
keskendin eri lajeihin. Mikéli mahdollisen lajin kriteerid viljennetidin rajaan PDP>0,50,
S. morsitans -yksilot kuuluivat yhteensa 21 mahdolliseen lajiin, joista 16 sisélsi yhden
yksilon ja viisi useamman kuin yhden yksilon (kuvat 3 ja 4). My6s S. amazonica -
fenotyypin yksilot kuuluivat kriteerin mukaan keskenadn eri lajeihin. Sen sijaan S.
antananarivoensis -yksilot kuuluivat analyysin mukaan keskendan mahdollisesti
samaan lajiin (kuvat 3 ja 4). Yhdessak&an bPTP-analyysin loytdmassa mahdollisessa
lajissa ei ollut yksil6itd, jotka kuuluisivat nykyisessa tieteellisessa luokittelussa eri
lajeihin.

DNA-viivakoodausta ja parittaisia etdisyysmittoja on kaytetty juoksujalkaisilla
toistaiseksi hyvin véhan, eikd ryhmaén tyypillisté lajinsiséistd COI-, 16S- ja 28S-geenien
muuntelutasoa tiedetd. MyOsk&én tassa tutkimuksessa mukana olleet viisi Scolopendra-
lajia ja Scolopendra amazonica -fenotyyppi eivat muodosta edustavaa otosta koko
Scolopendra-suvusta, johon kuuluu noin 90 lajia (Bonato ym. 2011). Tutkimuksen
tulokset antavat kuitenkin alustavaa osviittaa siitd, millaisia lajien vélisia ja lajinsiséisia
parittaisia etéisyyksia Scolopendra-suvun sisélla esiintyy. Tutkimuksessa mukana
olleiden Scolopendra-lajien valinen COl-etaisyys oli 14,6 % - 22,7 %, 16S-etéisyys 14,1
% - 22,7 % ja 28S-etdisyys 2,5 % - 15,7 % (taulukot 14, 16 ja 17). Parittaiset etaisyydet
olivat merkittavid kaikkien eri lajeihin kuuluvien yksildiden valilla. Yll&ttaen
merkittavia etaisyyksié 10ytyi myos lajien sisaltd; S. morsitans -lajilla COl-etaisyyksien
mediaaniarvo oli 17,1 %, 16S-etdisyyksien 17,2 % ja 28S-etédisyyksien 54 %.
Geneettisesti toisiaan eniten muistuttavat yksilot olivat sekvensseiltdan lahes identtisig,
kun taas suurimmat etéisyysluvut olivat samaa kokoluokkaa kuin lajien véliset
parittaiset etdisyydet. S. amazonica -yksildiden 16S-sekvenssit olivat identtisia
keskendén (taulukko 16) ja 28S-etéisyyskin oli pieni (1,0 %). Sen sijaan COl-etdisyys
oli yllattdvan suuri samaan lajiin kuuluville yksiléille (12,0 %). S. antananarivoensis -
yksildiden COI- ja 28S-sekvenssit (16-sekvenssiaineistoa ei ollut kéytettavissa) olivat
identtisia keskendén (taulukko 17), mika on odotettava tulos saman lajin siséll&.
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Havainnot asettavat kyseenalaiseksi S. morsitans -lajin aseman lajina. S. amazonica -
fenotyypin ja S. antananarivoensis -lajin osalta tulokset sen sijaan tukevat nykyisessa
luokittelussa pitdytymistd. Seuraavissa kappaleissa kasitellddn tarkemmin tulosten
merkitysta S. morsitans -lajin, S. amazonica -fenotyypin ja S. antananarivoensis -lajin

taksonomisen aseman kannalta.

4.2 Onko Scolopendra morsitans laji vai lajikompleksi?

Scolopendra morsitans -lajin geneettinen muuntelu on sekd maantieteellisesti
jarjestaytynytta ettd paljon odotettua suurempaa Kkaikilla analyysimenetelmilla
arvioituna. Tuloksista nousee esille kolme seikkaa, jotka haastavat erityisesti
Scolopendra morsitans -lajin aseman lajina. Ensiksi, S. morsitans -laji osoittautui
kummassakin puussa polyfyleettiseksi ja suurimman uskottavuuden puussa oli suuria
oksapituuksia naytteiden valilla tapahtuneen evoluution merkkind. Toiseksi, S.
morsitans -yksilot jakautuvat vahintd&n 21 mahdolliseen lajiin bPTP-analyysissa.
Kolmanneksi, S. morsitans -lajin parittaisten etaisyyksien vaihteluvali on huomattavan
suuri. Tulosten perusteella nykyisen luokittelun mukainen S. morsitans -laji on
tosiasiassa useista kryptisista lajeista koostuva lajikompleksi, jonka revisio on

aiheellinen.

Scolopendra morsitans -lajin polyfyleettisyydelle (kuvat 3 ja 4) on kaksi mahdollista
selitystd. Ensimmainen vaihtoehto on, ettd kyseessé on lajikompleksi, johon kuuluvat
lajit muodostavat monofyleettisen ryhméan muiden Scolopendra-lajien kanssa, mutta
keskenddn ainoastaan polyfyleettisen ryhmdan. Toinen vaihtoehto on, ettd laji on
monofyleettinen ja puut eivat vastaa lajin todellista evoluutiohistoriaa. Jalkimmaista
vaihtoehtoa tukee se, ettd puiden tyviosat jaivat vaille tukea. Toisaalta fylogeniat, myos
niiden tyviosat, oli ratkaistu molemmissa puissa l&hes kokonaan. Tyviosien puuttuva
tuki taas on selitettdvissa suurella geneettisen muuntelun asteella. Nain ollen
todennékdisempéna vaihtoehtona voidaan pitéa sitd, ettd S. morsitans on polyfyleettinen

lajikompleksi.

Myos  bPTP-lajiraja-analyysin  tulokset (kuvat 3 ja 4) sopivat yhteen
lajikompleksihypoteesin kanssa. Kaikki analyysin loytdméat mahdolliset lajit ovat

maantieteellisesti jarjestaytyneitd, silla lajien esiintymisalueet rajoittuivat yhden maan
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tai naapurimaiden sisélle. bPTP-analyysin tulosten uskottavuutta lisdd se, ettd ne
korreloivat parittaisten etéisyyksien kanssa (liite 3): samaan lajiin kuuluvilla yksil6illa
oli my0s pienimmat parittaiset etdisyydet. Toistaiseksi on kuitenkin epaselvéad, kuinka
luotettava lajirajojen maarittamismenetelma bPTP-analyysi on. Erdéssa tutkimuksessa
menetelman asettamat lajirajat poikkesivat muiden vastaavien menetelmien ja
perinteisesti kaytetyn morfologisen tuntomerkin mukaisista lajirajoista (Wei ym. 2016).
Liséksi kaikkien puuhun siséltyvien ndytteiden sukulaisuuden aste ja ulkoryhman
valinta nayttdvat vaikuttavan siihen, pitddké analyysimenetelma tiettyd ndyteparia
samaan lajiin kuuluvana (Varpu Vahtera, henkilokohtainen tiedonanto). Analyysin
antama informaatio pitdd ndin ollen suhteuttaa muihin tuloksiin, eikd bPTP-lajirajoja

tule pitéa sitovana tietona aineiston todellisista lajirajoista.

Fylogeneettisten puiden ohella vahvin todiste siitd, etta S. morsitans on lajikompleksi,
I0ytyy lajinsisdisista parittaisista etéisyysmitoista, joissa on poikkeuksellisen suurta
hajontaa (kuva 6, taulukko 14). Tulosten uskottavuutta lisda se, ettd toisiaan eniten
muistuttavat yksilét on poikkeuksetta kerédtty samoilta maantieteellisilta alueilta ja eri
geenialueiden parittaiset etaisyydet korreloivat keskenaan (liite 3). Suurimmat
lajinsiséiset parittaiset etdisyydet, yli 20 %, olivat samassa suuruusluokassa kuin
havaitut Scolopendra-suvun lajien véliset etdisyydet. Todenn&kdinen selitys asialle on,
ettd vain osa etdisyysmitoista edustaa todellisia lajinsisdisia etaisyyksia ja loput ovat
lajikompleksiin siséltyvien kryptisten lajien vélisia etdisyyksid. Ongelmana on néiden
vélisen rajan madrittely. Perinteinen tapa olisi valita viivakoodausaukoksi
etdisyysjakauman suurin aukko (kuva 6, valkoiset nuolet). Ainakin 28S-sekvenssin
jakaumassa suurin aukko sijaitsee epérealistisen oikealla viivakoodausaukoksi, eiké
suurin aukko ole itsestaan selvéasti sopiva lajien erottamiseen varsinkaan pienehkélla
aineistolla. Toinen vaihtoehto on bPTP-lajirajojen osoittama viivakoodausaukko (kuva
6, mustat nuolet), joka sijaitsee vasemmalla suurimpiin aukkoihin verrattuna COI-, 16S-
ja 28S-sekvensseilla. Ketjutetulla sekvenssilla suurin aukko ja bPTP-viivakoodausaukko
sijaitsevat samassa kohdassa, mutta jakauman otos on muita pienempi puuttuvien
sekvenssien vuoksi. S. morsitans -aineiston parittaisista etaisyyksistd ei taten voida

madrittad lajirajoja yksiselitteisell4 tavalla.

Koska nykyluokituksen mukainen S. morsitans -laji osoittautui téssa tutkimuksessa
lajikompleksiksi, sille on syytd suorittaa revisio, jossa laji jaetaan. Eri menetelmill&

saadut tulokset ovat yhtenevié sen suhteen, etta lajikompleksin geneettinen muuntelu on
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maantieteellisesti jarjestaytynyttd. Lisaksi samat yksilét muistuttavat toisiaan eri
menetelmilla mitattuna. Tulokset eivat kuitenkaan ole taysin yksiselitteisid sen suhteen,
mihin lajirajat tulisi asettaa S. morsitans -lajikompleksin sisalla. Mikali lajirajat
madritettéisiin suurimman COl-etdisyysjakaumassa olevan aukon tai bPTP-analyysin
perusteella, S. morsitans -lajikompleksi jakautuisi noin 20 lajiin. Talldin putatiivisten
lajien morfologiset erot olisivat tuntemattomia. Kun eri lajeja esiintyisi myds samojen
maantieteellisten alueiden sisalld, lajinmé&érityksesta tulisi hyvin vaikeaa. K&ytdnndssa
lajinméaritys perustuisi yksinomaan sekvenssieroihin, eika tallaisten lajien kuvaaminen
ole mielekéstd. Vaikka parittaiset etdisyydet vahvistavat S. morsitans -lajin
lajikompleksiksi, niitd ei voi tdssd tapauksessa suoraan kayttad lajirajojen
madrittdmiseen. Taman vuoksi lajirajojen méaérittdmisessa on nojattava ensi sijassa

fylogenioihin ja tiedossa oleviin fenotyyppisiin eroihin.

Kun tuloksia tarkastellaan kokonaisuutena, parhaiten perusteltavissa oleva ratkaisu on
kasitella S. morsitans -lajikompleksia kuutena maantieteellisesti jakautuneena ryhména:
Afrikka, Pohjoinen Intian niemimaa, Eteldinen Intian niemimaa, Thaimaa-Kambodza,
Thaimaa-Filippiinit ja Australia (kuvat 3 ja 4, taulukko 15). On toistaiseksi epaselvaa,
edustavatko ryhmat biologisen lajikésityksen (BSC) mukaisia lajeja vai esimerkiksi
sukuja, mutta kasittelen niit4 tdssa tutkimuksessa putatiivisina lajeina. Nelja ryhmaa,
Afrikka, Thaimaa-Kambodza ja Thaimaa-Filippiinit ja Australia, tayttada fylogeneettisen
lajikasityksen (PSC) mukaisen madritelman lajille, silldi ne ovat monofyleettisia
molemmissa puissa. Sen sijaan Intian niemimaalle sijoittuvat kaksi ryhmaa esiintyvat
puissa polyfyleettising, eivatka ne siten vastaa PSC-lajikasitystd. Sekvenssierojen lisaksi
ainakin osa ryhmistd on mahdollisesti erotettavissa toisistaan morfologian perusteella,
silld S. morsitans -lajilla on omat fenotyyppinsad Afrikassa, Intian niemimaalla ja
Kaakkois-Aasiassa (Christian Kronmdller, henkilékohtainen tiedonanto). Useimmissa
ryhmistd sisdltyy suurta geneettista muuntelua (taulukko 15), minkd valossa on
mahdollista, ettd ryhmiin itseensa siséltyy kryptisid lajeja. Asian selvittdminen vaatii
kuitenkin lisatutkimuksia suuremmalla aineistolla. Nykytiedon valossa parhaiten
perusteltavissa oleva ratkaisu on korottaa ainakin osa ryhmistd lajin asemaan.
Seuraavissa kappaleissa késitellddn néitd S. morsitans -lajikompleksiin sisaltyvia
putatiivisia kryptisid lajeja. Lajien haarautumisjérjestys jaa osin avoimeksi puiden

tyvien tuen puuttuessa.
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4.2.1 Afrikka

Manner-Afrikasta kerdatyt yhdeksdn Scolopendra morsitans -ndytettd muodostavat
monofyleettisen ryhman sekd parsimoniapuussa (kuva 3) ettd suurimman uskottavuuden
puussa (kuva 4). Suurimman uskottavuuden puussa ryhma on hyvin tuettu (BS=100) ja
parsimoniapuussa kohtalaisesti tuettu (JK=64), joten tulosta voidaan pitd4 luotettavana.
Afrikkalaisen S. morsitans -ryhman sisélla geneettinen muuntelu on maantieteellisesti
jarjestaytynyttd. Kummassakin puussa ryhmasta erkanee ensimmaisend kolmen
mosambikilaisen yksilon muodostama monofyleettinen ryhma (JK=67, BS=100). Kaksi
egyptilaistd yksilod ovat toistensa lahimmat sukulaiset molemmissa puissa (JK=98,
BS=100), samoin lantisestd Afrikasta perdisin olevat gambialainen ja senegalilainen
yksilo (JK=100, BS=100). Suurimman uskottavuuden puussa tunisialainen yksilo
muodostaa monofyleettisen ryhmén egyptilaisen nayteparin kanssa (BS=99), samoin
etelaafrikkalainen yksilo gambialaisen ja senegalilaisen yksilon kanssa (BS=66). Sen
sijaan parsimoniapuussa tunisialaisen ja eteldafrikkalaisen yksilén keskindinen
lajiutumisjarjestys jaa ratkaisematta kladissa, johon kuuluvat kaikki afrikkalaiset S.

morsitans -yksilot mosambikilaisia yksildita lukuun ottamatta (JK=56).

bPTP-analyysin (kuvat 3 ja 4) mukaan mosambikilaiset yksilét kuuluvat keskenaan
samaan mahdollisen lajiin (PDP=0,92), samoin egyptildiset ndytteet, joiden saama tuki
oli tosin heikko (PDP=0,51). Loput afrikkalaiset ndytteet ovat analyysin mukaan
lajiensa ainoita edustajia. Afrikka-ryhman sisélla parittaiset etéisyydet (taulukko 15)
ovat keskiméaéarin korkeita: COI- ja 16S-sekvensseilla mediaanietéisyys on noin 15 % ja
28S-sekvensseillékin noin 3 %. Toisiaan eniten muistuttavat sekvenssit ovat l&hes
identtisida ja suurimmat etdisyydet ovat samaa kokoluokkaa kuin aineistossa havaitut

lajien véliset etéisyydet.

Tamén tutkimuksen tulosten perusteella afrikkalainen S. morsitans -ryhmé jakautuu
pohjoiseen (Egypti ja Tunisia), lantiseen (Gambia, Senegal ja Eteld-Afrikka) ja
kaakkoiseen (Mosambik) genotyyppiin. Eteldafrikkalainen yksilo on yllattavan
kaukaista sukua mosambikilaisille yksiloille maantieteelliseen etdisyyteen nahden.
Vastaavasti mosambikilaiset S. morsitans -ndytteet ovat kaukaista sukua
madagaskarilaisille S. antananarivoensis -ndytteille, mika selittyy naytteiden valisell&
lajirajalla. Lisdksi havainto sopii yhteen sen kanssa, ettd Madagaskar on

eliomaantieteellisesti muusta Afrikasta erillista aluetta.
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Tulosten perusteella afrikkalainen S. morsitans -genotyyppi erottuu muusta S. morsitans
-aineistosta ennen kaikkea monofyleettisyytensd perusteella. Monofyleettisyys tukee
myos afrikkalaisen S. morsitans -tyypin korottamista lajin asemaan. Christian
Kronmillerin (henkilokohtainen tiedonanto) mukaan afrikkalaisilla S. morsitans -
yksil6illa on my0s omanlaisensa fenotyyppi, mitd on kasitelty edell4d johdannossa.
Tiettdvasti afrikkalaisten S. morsitans -yksiloiden fenotyyppid ei kuitenkaan ole
aiemmissa tutkimuksissa verrattu muilta mantereilta keréttyihin yksiléihin. On myds
mahdollista, ettd S. morsitans -lajikompleksiin kuuluu useita kryptisia afrikkalaisia
lajeja, silla afrikkalaisen S. morsitans -ryhman siséiset parittaiset etdisyydet ja
suurimman uskottavuuden puun oksapituudet olivat keskim&&rin suuria. Ajatuksen
kanssa sopii yhteen se, ettd afrikkalainen S. morsitans on aiemmassa tutkimuksessa
todettu fenotyypiltddn hyvin vaihtelevaksi ja tdma muuntelu on ollut maantieteellisesti
jarjestaytynytta (Lewis 1969). Tamanhetkinen tutkimusndyttd ei kuitenkaan Kkerro,
miten jakolinjat tulisi asettaa afrikkalaisen S. morsitans -ryhman sisélla. Suurimman
uskottavuuden puussa esiintyvét pohjoinen, lantinen ja kaakkoinen genotyyppi saattavat
edustaa lajeja, mutta ainakin pohjoisen ja lantisen ryhman sisalle jaisi silti huomattavaa
geneettistd muuntelua. Monofyleettisyyden perusteella afrikkalainen S. morsitans on
joka tapauksessa geneettisesti erillinen ja siten validi taksoni, joten nykytiedon valossa
perustelluin  vaihtoehto on afrikkalaisen genotyypin kohottaminen lajin tai

lajikompleksin asemaan kokonaisuudessaan.

4.2.2 Pohjoinen ja eteldinen Intian niemimaa

Tutkimuksessa Scolopendra morsitans -lajikompleksin geneettinen muuntelu oli
suurinta Intian niemimaalla. Puiden perusteella alueelta kerdtyt yksilot voidaan jakaa
kahteen ryhmaén, pohjoiseen ja eteldiseen (kuvat 3 ja 4). Kumpikaan ryhmista ei ole
monofyleettinen molemmissa puissa, joten ndytto ei riitd niiden pitdmiseen esimerkiksi
erillisind lajeina. Jakolinja pohjoisen ja eteldisen ryhmén valilla on kuitenkin perusteltu,

sill& ryhmien jdsenet esiintyvat molemmissa puissa erill&an toisistaan.

Pohjoisen ryhman muodostavat kashmirilainen yksilo, kolme pakistanilaista yksil6& ja
yksi intialainen yksil6, jonka tarkempi kerdyspaikka ei ole tiedossa. Parsimoniapuussa
(kuva 3) ryhma on monofyleettinen heikolla tuella (JK=50). Suurimman uskottavuuden

puussa (kuva 4) ryhmé& on parafyleettinen sijoittuen puun tyvelle ja muodostaen
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monofyleettisen ryhman kaikkien analyysin Scolopendra-yksiléiden kanssa (BS<50).
Ryhmé jakautuu kummassakin puussa kahteen monofyleettiseen ryhmadn, joista toiseen
kuuluvat kaksi pakistanilaista yksil64 ja intialainen yksild (JK=100, BS=100) ja toiseen
kashmirilainen yksil6 ja yksi pakistanilaisista yksil6istd (JK=100, BS=100).

Eteldinen ryhm& muodostuu neljasta eteldintialaisesta ja yhden lansi-intialaisesta S.
morsitans -yksilosta sekd kahdesta Etela-Intiasta kerétystd Scolopendra amazonica -
yksilostd. Ryhmé on parafyleettinen kummassakin puussa. Parsimoniapuussa (kuva 3)
ryhméd muodostaa monofyleettisen ryhmén Thaimaasta, Kambodzasta ja Filippiineilta
keréattyjen kanssa yksiloiden kanssa (JK=99). Suurimman uskottavuuden puussa (kuva
4) ryhm& muodostaa vastaavasti monofyleettisen ryhman Thaimaasta ja KambodZzasta
keréttyjen yksildiden kanssa heikolla tuella (BS<50). Ryhmén kaikkien jasenten tarkat
kerdyspaikat tunnetaan. Eteldisestd Intiasta kerdtyt kuusi yksiléa jakautuvat
molemmissa puissa kolmeen monofyleettiseen ryhmé&én siten, ettd samasta paikasta
kerdtyt nédytteet muodostavat parin (JK=98-100, BS=100). Lé&ntisestd Intiasta keratty
yksild esiintyy parsimoniapuussa omana haaranaan (JK<50) ja muodostaa suurimman
uskottavuuden puussa monofyleettisen ryhmén S. amazonica -yksildiden kanssa
(BS=75).

bPTP-lajiraja-analyysin (kuvat 3 ja 4) mukaan vain kolme Intian niemimaalta peréisin
olevaa yksilod, kaksi pakistanilaista ja yksi intialainen yksild, kuuluvat mahdollisesti
keskenddn samaan lajiin (PDP=0,81). Né&iden naytteiden véliset parittaiset etdisyydet
olivat my0s aineiston pienimpien parittaisten etdisyyksien joukossa (liite 3). Kuten
Afrikan kohdalla, my®ds Intian niemimaalla parittaisissa etaisyyksissa oli suurta hajontaa
(taulukko 15). Pohjoisen ja eteldisen ryhmén sisélld mediaanietaisyydet olivat COI-
sekvenssilla noin 14 - 16 %, mik& vastaa tutkimuksessa mukana olleiden Scolopendra-
lajien vélista keskiméaéaraista etaisyyttd. Pohjoisessa ryhméssa pienin COl-etéisyys oli 0
%, mutta eteldisessa ryhméassa melkein 5 %. 16S-sekvenssilld mediaanietdisyys oli
molemmissa ryhmissa korkea, noin 12 - 13 %, ja 28S-sekvenssillakin melko korkea (1,7
%).

Intian niemimaalta keratyssa S. morsitans -aineistossa geneettinen muuntelu on erityisen
suurta kaikilla kaytossa olleilla mittareilla arvioituna. Alueelta peréisin olevat yksil6t
jakautuivat eri osiin puita, varsinkin COI- ja 16S-sekvenssien parittaiset etéisyydet

olivat suuria ja bPTP-analyysin mukaan suurin osa yksiloistad ei kuulunut kesken&én

58



samaan lajiin. Tdméan valossa on todenndkdista, etta S. morsitans -lajikompleksi koostuu
Intian niemimaalla useasta lajista. Paatelméa tukee myos vaihteleva fenotyyppi (Jangi
1955; Jangi 1959), joka on johtanut muun muassa kiistaan S. amazonica -fenotyypin
asemasta lajina. Tamén tutkimuksen tulokset eivét kuitenkaan riitd kertomaan, miten
lajikompleksi tulisi jakaa Intian niemimaalla. Puiden perusteella pohjoinen ja eteldinen
genotyyppi eroavat toisistaan, mutta kumpikaan néistd kahdesta ryhmésta ei tdytd
fylogeneettistd lajikasitystd. Pohjoinen Intian niemimaa oli parsimoniapuussa
monofyleettinen hyvin heikolla tuella, mutta tulosta ei voi pitdé taysin luotettavana,
koska se on ristiriidassa suurimman uskottavuuden puun kanssa. Christian Kronmdllerin
mukaan S. morsitans -lajilla on oma fenotyyppi Intian niemimaalla (henkilékohtainen
tiedonanto, kts. johdanto), mutta tiedossa ei ole morfologisia seikkoja, jotka erottaisivat
pohjoisen ja eteldisen ryhman toisistaan. Nykyisen naytdn valossa pohjoista ja etelaista
genotyyppia ei siis voida nostaa lajin asemaan. Mydskaan monofyleettisia ryhmia ei ole
mielekastd kayttdd uusien lajien kuvaamisessa, silla Intian niemimaan kaikki vahvasti
tuetut monofyleettiset ryhmat koostuvat 2-3 yksilostd, joiden fenotyypistd ei ole

tarkempaa tietoa S. amazonica -yksildita lukuun ottamatta.

Taman tutkimuksen tulosten valossa on todennakaistd, ettd S. morsitans -lajikompleksi
koostuu Intian niemimaalla useasta lajista. Geneettinen muuntelu oli alueella erityisen
suurta, mikd tukee aiemmin esitettyd hypoteesia (Joshi & Karanth 2011) Intian
niemimaasta Scolopendra-suvun lajeihin jakautumisen tapahtumapaikkana. Alueelta
kerdtyn aineiston lajirajoja ei kuitenkaan voida madrittdd ennen jatkotutkimuksia.
Konservatiivisemman geenialueen lisdédminen sekvenssiaineistoon saattaa lisata puiden
tyviosien tukea ja selventdd, onko Intian niemimaalta keratyn aineiston parafyleettisyys
fylogenian todellinen ominaisuus vai johtuuko se suuren muuntelun aiheuttamasta

nayton puutteesta.

4.2.3 Thaimaa-Kambodza ja Thaimaa-Filippiinit

Kaakkoisaasialaiset Scolopendra morsitans -yksil6t jakautuvat puissa kahteen ryhmaan,
joita kutsutaan tassa nimilld Thaimaa-Kambodza ja Thaimaa-Filippiinit. Thaimaa-
Kambodza -ryhmin kuuluu yksi kambodzalainen ja viisi thaimaalaista S. morsitans -
yksilod, jotka muodostavat hyvin  tuetun  monofyleettisen ryhmén sekd
parsimoniapuussa (kuva 3, JK=100) ettd suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4,

BS=100). Ryhman sisalla haarautumisjarjestys on samanlainen molemmissa puissa ja se
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on melko vyhtenevéinen kerdyspaikkojen maantieteellisten etdisyyksien kanssa.
Suurimman uskottavuuden puussa ryhman sisdiset oksapituudet ovat erittédin lyhyita
(kuva 4). bPTP-lajiraja-analyysin mukaan kaikki ryhman jasenet kuuluvat kesken&an
samaan mahdolliseen lajiin melko vahvalla tuella (kuvat 3 ja 4, PDP=0,90). Ryhmén
sisalla parittaisten etdisyyksien maksimiarvo on COI- ja 16S-sekvensseilld 2 % ja 28S-
sekvensseilla 0 % (taulukko 15), mikd vastaa niveljalkaisilla havaittua lajinsiséista

(COl-sekvenssin) muuntelun tasoa.

Thaimaa-Filippiinit -ryhmaan kuuluu kolme S. morsitans -yksiléd Filippiineihin
kuuluvalta Cebun saarelta ja kaksi Luoteis-Thaimaasta kerédttyd yksilog, jotka
muodostavat hyvin tuetun monofyleettisen ryhméan sek& parsimoniapuussa (kuva 3,
JK=100) ettd suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4, BS=100). Haarautumisjarjestys
on sama kummassakin puussa ja kaikissa haarautumiskohdissa on merkitsevé tukiarvo.
Ryhméstd haarautuvat ensimmaisind thaimaalaiset yksilot. Filippiinilaiset yksilot
muodostavat kesken&an monofyleettisen ryhman molemmissa puissa. Suurimman
uskottavuuden puussa filippiiniléisten yksildiden keskindiset oksapituudet ovat lyhyitd
ja bPTP-lajiraja-analyysi erottaa filippiinilaiset yksilot omaksi mahdolliseksi lajikseen
melko korkealla tuella (kuvat 3 ja 4, PDP=0,89). Ryhmén siséalla parittainen
mediaanietdisyys on COl-sekvenssilla noin 10 %, 16S-sekvenssilla noin 5 % ja 28S-
sekvenssilla 0 % (taulukko 15).

Maantieteelliset etédisyydet selittdvat thaimaalaisten yksildiden jakautumisen kahteen
fylogeneettisesti erilliseen ryhmaan (kuva 5). Osaa t&ssa tutkimuksessa kaytetyista
kaakkoisaasialaisista S. morsitans -naytteistd, kuutta thaimaalaista ja yhta
kambodzalaista, on tutkittu jo aiemmin.  Yksilot jakautuivat fylogeneettisessé
analyysissa kahteen ryhmaén samalla tavalla kuin tassakin tutkimuksessa (Siriwut ym.
2015a). Liséksi kahden ryhman vélilla havaittiin myds morfologinen eroavaisuus.
Vérimuodolla 1 (vastaa Thaimaa-Kambodza -ryhmag) tuntosarvet, pad, ensimmainen ja
kaksi viimeista selkakilped seka viimeinen raajapari ovat variltddn oransseja, kun taas
varimuodolla 2 (vastaa Thaimaa-Filippiinit -ryhmé&) samat rakenteet ovat tummia
(Siriwut ym. 2015a).

Sek&d Thaimaa-Kambodza -ryhmd ettd Thaimaa-Filippiinit -ryhmd tdyttavat
fylogeneettisen lajik&sityksen kriteerit. Liséksi Thaimaa-Kambodza -ryhmén jésenet
kuuluvat Kiistatta keskenddn samaan lajiin parittaisilla etaisyyksilla mitattuna ja
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mahdollisesti my6s bPTP-analyysilla mitattuna. Myds Thaimaa-Filippiinit -ryhman
kohdalla parittaiset etdisyydet ovat keskimddrin odotettavalla lajinsisaiselld tasolla
ainakin 16S- ja 28S-sekvenssien suhteen, joskin suurimmat COI- ja 16S-sekvenssien
etdisyydet lahestyvét lajien valista tasoa (taulukko 15). Tassakin ryhméssa geneettisen
muuntelun maara on kuitenkin selvésti pienempi kuin tutkimuksen S. morsitans -
aineistossa keskimaarin. Kun otetaan lisaksi huomioon ryhmien vélinen variero, seka
geneettiset ettd morfologiset tekijat tukevat ndiden kahden ryhméan korottamista lajin

asemaan.

4.2.4 Australia

Aineiston kaksi Australian mantereelta perdisin olevaa juoksujalkaisyksil6a,
lansiaustralialaiset Scolopendra morsitans ja Scolopendra leki muodostivat
kummassakin puussa monofyleettisen ryhman. Parsimoniapuussa (kuva 3) ryhmén
saama tuki oli merkitsevyyden rajalla (JK=50) ja suurimman uskottavuuden puussa
(kuva 4) ryhma oli vahvasti tuettu (BS=94). Australialaiset yksilot muodostivat
monofyleettisen ryhmén Eteldinen Intian niemimaa -, Thaimaa-Kambodza - ja Thaimaa-
Filippiinit -ryhmien kanssa seka parsimoniapuussa (JK=52) ettd suurimman
uskottavuuden puussa (BS=100).

Australialaisen S. morsitans -yksilén ryhmittyminen S. leki -yksilon kanssa ei ole
yllattavaa, silla kummatkin néytteet ovat perdisin alueelta, joka on hyvin kaukana
muista kerdyspaikoista. Yksiloita ei kuitenkaan ole syyté epailld saman lajin edustajiksi.
S. morsitans -lajin lisdksi Australiassa tavataan kolmea Scolopendra-suvun lajia
(Colloff ym. 2005): Scolopendra subspinipes, Scolopendra leki ja Scolopendra laeta
Haase (1887). Yksinomaan Australiassa esiintyvat S. leki ja S. laeta muistuttavat
fenotyypiltadn suuresti S. morsitans -lajia, mutta aiempien tutkimusten perusteella kyse
ei ole samasta lajista (Waldock & Edgecombe 2012; Vahtera ym. 2013). My6s tdmén
tutkimuksen tulokset tukevat lajien erillisyyttd. Suurimman uskottavuuden puussa (kuva
4) ryhmén sisdiset oksapituudet ovat samassa suuruusluokassa kuin Scolopendra
cingulata - ja S. subspinipes -yksiléiden muodostaman ryhmaén sisall4. Vastaavasti
bPTP-analyysi ei madrittele yksiloitd saman lajin edustajiksi. Lisaksi naytteiden valiset
parittaiset etdisyydet ovat tyypillisell& lajien véliselld tasolla (taulukko 15). S. morsitans
-yksil6ltd ei saatu monistettua COIl-sekvenssid, joten kaikki tulokset perustuvat sen
osalta 16S- ja 28S-sekvensseihin.
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Australialainen S. morsitans -yksil0 oli t&ssd tutkimuksessa l&hempéé sukua S. leki -
yksilon kuin aasialaisen ja afrikkalaisen S. morsitans -aineiston kanssa. Tulosten
perusteella australialainen S. morsitans -tyyppi eroaa muista S. morsitans -
populaatioista siind maarin, ettd sen jakaminen omaksi lajikseen on perusteltua. Koch
(1983) tutki australialaisista S. morsitans -yksiloistd kahdeksaa morfologista
tuntomerkkid, joissa ilmeni runsaasti muuntelua populaatioiden sisélla mutta véhéan
niiden valilla&. Morfologisista seikoista lajijakoa tukee se, ettd australialaiselle
populaatiolle on tyypillista raidallinen varitys (Gregory Edgecombe, henkilékohtainen

tiedonanto), joskin vérityksesséd on myds huomattavaa vaihtelua (Koch 1983).

Taman tutkimuksen aineistoon kuului ainoastaan yksi australialainen S. morsitans -
yksil6. Tarkemman kuvan saaminen australialaisesta S. morsitans -populaatiosta vaatii
molekyylisystemaattisia  lisdtutkimuksia useammalla  néyteyksilolla.  Erityisen
kiinnostavaa olisi tutkia lajinsiséistd geneettistd muuntelua australialaisen populaation
sisalla. S. morsitans -laji on 1900-luvun aikana levittaytynyt koko Manner-Australiaan
ilmeisesti vieraslajina (Koch 1983). Mikali vieraslajioletus pitdd paikkansa, on
odotettavaa, ettd australialaisen S. morsitans -populaation geneettinen muuntelu on
melko vahdista. Toisaalta tdimén tutkimuksen tulokset viittaavat siihen, ettd S. leki -lajin
ja australialaisen S. morsitans -populaation valilla on ollut geenivirtaa jossakin kohdassa

niiden yhteista historiaa Australian mantereella.

4.3 Onko Scolopendra amazonica oma lajinsa?

Scolopendra morsitans -lajin morfologinen monimuotoisuus on johtanut lukuisiin
yrityksiin kuvata lajin yksiloitd uusina lajeina ja myos jakaa laji alalajeihin. Ennen tata
tutkimusta pyrkimykset eivéat kuitenkaan ole johtaneet tyydyttavien taksonomisten
jakolinjojen syntyyn, silla tiedossa olevat morfologiset tuntomerkit eivat ole
muodostaneet riittdvad nayttod siitd, miten laji tulisi jakaa. Mydskaan Scolopendra
amazonica -fenotyypilld ei ole ollut lajin asemaa viimeisimman synonymisoinnin
(Wirmli 1975) jalkeen. Késitys S. amazonica -fenotyypisté Intian niemimaalla eldvana
erillisend lajina kuitenkin el&d4 edelleen (Lewis 2010; Joshi & Karanth 2011), mink&
vuoksi asiaan palaaminen on mielekéstd. Jotta S. amazonica -fenotyypin asemaa
voidaan arvioida, on ensimmaiseksi selvitettdva, kuuluvatko S. amazonica -fenotyypin

yksilot keskendén samaan lajiin sekvenssiaineiston perusteella. Toiseksi on selvitettava,
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eroavatko S. amazonica -yksilét sekvenssien perusteella aineiston S. morsitans -

yksilOisté siind maarin, ettd yksiloita on perusteltua pitéé eri lajeihin kuuluvina.

Aineiston S. amazonica -yksildiden valilla on suhteellisen paljon geneettistd muuntelua.
Yksiloét ovat vahvalla tuella toistensa lahimpié sukulaisia seké& parsimoniapuussa (kuva
3, JK=100) ett& suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4, BS=100). Fenotyypin sisalla
COl-sekvenssien parittainen etaisyys (12,0 %) lahestyy aineistossa havaittuja lajien
valisia etaisyyksia (taulukko 16). Sen sijaan 16S-sekvenssien etdisyys on selvasti
tyypillista lajinsisadista tasoa (0,0 %) ja 28S-sekvenssienkin etéisyys on melko pieni (1,0
%). Kokonaisuutena tulokset kallistuvat puoltamaan sitd, ettd S. amazonica -fenotyypin
yksilot tulisi luokitella keskenddn samaan lajiin kuuluviksi. Ristiriita COI- ja 16S-
sekvenssien parittaisten etdisyyksien valilla on kiinnostava ja lisdtutkimukset

useammalla S. amazonica -fenotyypin yksilolla olisivat hyodyllisia.

Fylogenioiden (kuvat 3 ja 4) mukaan aasialaiset S. morsitans -yksilot ovat S. amazonica
-yksiléiden lahimpia sukulaisia, silla S. amazonica -yksilét muodostavat molemmissa
puissa monofyleettisen ryhmén Eteld-Intiasta ja Kaakkois-Aasiasta keréttyjen S.
morsitans -yksildiden kanssa (JK=99, BS=99). Liséksi S. amazonica -yksilot ja osa
eteldintialaisista S. morsitans -yksil6istd muodostavat suurimman uskottavuuden puussa
monofyleettiseen ryhman (kuva 4, BS<50). Sijainti intialaisten S. morsitans -yksildiden
keskelld viittaa siihen, ettd S. amazonica -fenotyypin yksil6illd on ollut geenivirtaa
paikallisen S. morsitans -populaation kanssa sen jalkeen, kun S. amazonica -fenotyyppi
ja S. morsitans erkanivat muista Scolopendra-lajeista. Tamé tukee ajatusta siitd, etta S.
amazonica -fenotyyppi kuuluu osaksi S. morsitans -lajikompleksia, eika sita pitéisi
kohdella lahimmisté intialaisista sukulaisistaan erillisena lajina. Suurin osa parittaisista
etdisyysmitoista viittaa samaan johtopadtokseen. Parittaisten etdisyyksien (taulukko 16)
mediaaniarvojen perusteella S. amazonica on laheisemp&é sukua S. morsitans -lajille
kuin muille aineiston Scolopendra-lajeille. VVaikka suurimmat S. amazonica -fenotyypin
ja S. morsitans -lajikompleksin valiset parittaiset etdisyydet ovat lajien valisella tasolla,
COl- ja 28S-sekvenssien kohdalla pienimmét S. amazonica -fenotyypin ja S. morsitans -
lajikompleksin valiset ovat l&hellda S. amazonica -yksildiden valisia parittaisia
etaisyyksié (kuva 7).

16S-sekvenssien parittaisista etdisyyksista saadaan tdman tutkimuksen ainoa tuki

ajatukselle, ettd S. amazonica olisi S. morsitans -lajista erillinen laji. Pieninkin S.
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amazonica -fenotyypin ja S. morsitans -lajikompleksin valinen 16S-sekvenssien
etdisyys (12,0 %) lahestyi lajien valistd suuruusluokkaa, vaikka S. amazonica -
yksiloiden vélinen etédisyys oli 0,0 % (kuva 7). Eri geenien sekvenssit ovat siten
ristiriidassa sen suhteen, miten laheista sukua S. amazonica -fenotyyppi on S. morsitans
-lajikompleksille. 1lmién mahdollinen selitys on kédynnissé oleva lajiutumisprosessi,

jossa kaikki alleelit eivat ole vield fiksoituneet.

Taman tutkimuksen tulosten perusteella S. amazonica -fenotyyppi ei eroa
eteldintialaisista S. morsitans -yksildista siind maarin, ettd fenotyyppid voisi pitaa
omana lajinaan. Alueelta keratyt S. morsitans - ja S. amazonica -yksilot osoittautuivat
geneettisesti hyvin monimuotoisiksi, mitd kuvaa osaltaan se, ettd bPTP-analyysin
mukaan ne kaikki kuuluvat keskendan eri lajeihin (kuvat 3 ja 4). Tulokset vahvistivat
aiempaa epailya siitd, ettd alueella esiintyy useita kryptisia Scolopendra-lajeja (Joshi &
Karanth 2011), mutta talla hetkelld ndyttd ei kuitenkaan riitd ndiden lajien
tunnistamiseen ja kuvaamiseen, mitd on Kkésitelty edelld (kappale 4.2.2). Asian
tutkiminen vaatisi suuremman paikallisen otannan, uusien geenialueiden sekvensseja ja
lisatietoa fenotyypin muuntelusta. On mahdollista, ettd lisdtutkimusten myotad S.

amazonica osoittautuu validiksi lajiksi.

4.4 Onko Scolopendra antananarivoensis oma lajinsa?

Kronmuller (2010) kuvasi Scolopendra antananarivoensis -lajin  morfologian
perusteella, eikd lajin perimasté tiedetty mitdan ennen tata tutkimusta. Hypoteesinani
oli, kyseessa on tosiasiassa Scolopendra morsitans -lajin madagaskarilainen populaatio.
Néayttd ei mielesténi riittdnyt perusteeksi kuvata S. antananarivoensis erillisend lajina,
silld ladhes kaikki lajien erottamisessa kaytetyt tuntomerkit olivat lajinkuvauksen
perusteella ilmenemismuodoiltaan tulkinnanvaraisia tai péallekkaisia. Tama
tutkimuksen yhtend tavoitteena oli tarkastella S. antananarivoensis -lajin asemaa

sekvenssiaineiston valossa ensimmaista kertaa.

Aineistoon kuuluvat kaksi S. antananarivoensis -ndytettd asettuivat toistensa
lahimmiksi sukulaisiksi sek& parsimoniapuussa (kuva 3, JK=99) ettd suurimman
uskottavuuden puussa (kuva 4, BS=100). Suurimman uskottavuuden puuhun perustuva
bPTP-analyysi erotti S. antananarivoensis -ndytteet omaksi mahdolliseksi
lajiryhmékseen heikolla tukiarvolla (PDP=0,52). Naytteiden parittainen etdisyys oli 0,0
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% sekd COIl- ettd 28S-sekvenssien suhteen. Tutkimustulokset tukevat siten kasitysta
siitd, ettd aineiston kaksi S. antananarivoensis -yksilod kuuluvat keskenddn samaan

lajiin.

Parsimoniapuussa (kuva 3) S. antananarivoensis -yksilot sijoittuvat puun keskelle,
haarautuen puusta Afrikan ja pohjoisen Intian niemimaan S. morsitans -ryhmien jalkeen
ja ennen eteldisen Intian, Australian ja Kaakkois-Aasian S. morsitans -yksiloita
(JK<50). Suurimman uskottavuuden puussa (kuva 4) S. antananarivoensis -yksil6t
haarautuivat puusta pohjoisen Intian niemimaan S. morsitans -yksildiden jélkeen ennen
Scolopendra cingulata - ja Scolopendra subspinipes -yksiloitda (BS<50). S.
antananarivoensis -yksilot eivdt muodostaneet S. morsitans -yksildiden kanssa
monofyleettista ryhmdd kummassakaan puussa. S. antananarivoensis -ryhman
sijoittuminen keskelle S. morsitans -yksiloitd selittyy uskottavasti S. morsitans -
lajikompleksin polyfyleettisyydelld. Ryhmén erilainen sijainti kahdessa puussa johtuu
todennakdisesti ndytdn puutteesta, jonka vuoksi puiden tyvihaarat eivét saaneet tukea.
Suurimman uskottavuuden puussa ryhman sijainti vertautuu Scolopendra cingulata - ja
Scolopendra subspinipes -yksilihin, jotka ovat varmuudella S. morsitans -lajista
erillisia lajeja. Fylogenioiden perusteella S. antananarivoensis voisi yhtd uskottavasti

kuulua S. morsitans -lajikompleksiin tai olla siité erillinen laji.

S. antananarivoensis -yksildiden ja S. morsitans -aineiston parittainen mediaanietéisyys
(taulukko 17, kuva 8) oli COl-sekvenssilla 20,9 % ja 28S-sekvenssilla 5,6 %, miké
vastaa havaittua lajien valista etdisyyttd. My0Os pienimméat etdisyysarvot olivat
suuruusluokaltaan lajien valistd tasoa. Vastaavasti S. antananarivoensis -yksildiden
etdisyys S. morsitans -yksiloihin oli molempien sekvenssialueiden kohdalla samassa
suurusluokassa kuin etaisyys muihin Scolopendra-suvun lajeihin (taulukko 17).
Parittaiset etdisyydet viittaavat vahvasti siihen, ettd S. antananarivoensis on S.
morsitans -lajikompleksista erillinen laji, mik& sopii yhteen myds fylogenioiden kanssa.
Hypoteesini siitd, ettd S. antananarivoensis olisi S. morsitans -lajin  nuorempi

synonyymi, on ndin ollen kumottu.

Tamaén tutkimuksen puitteissa S. antananarivoensis -néaytteist4 ei saatu tuotettua 16S-
sekvenssejd, joten kaikki lajia koskevat tulokset perustuvat COI- ja 28S-sekvensseihin.
16S-sekvenssit toisivat todennékoisesti lisandyttda lajin sukulaisuussuhteista, minka

vuoksi jatkotutkimuksissa niiden sekvensointia tulisi yritt4d uudestaan. Koska S.

65



antananarivoensis -lajin asema erillisend lajina on saanut tdssd tutkimuksessa
molekyyligeneettistd tukea, olisi lajille syytd etsid tulevissa tutkimuksissa sellaisia
morfologisia tuntomerkkejé, joiden perusteella se on yksiselitteisesti erotettavissa S.

morsitans -lajista.

4.5 Toimiiko DNA-viivakoodaus juoksujalkaisilla?

DNA-viivakoodauksen tarkeimpind sovelluksina voidaan pitdd lajinmadritysta ja
lajikompleksien tunnistamista. DNA-viivakoodauksen avulla eldinyksilon COI-
sekvenssi tunnistetaan kuuluvaksi tieteellisen luokittelun mukaiseen lajiin, mikali se
muistuttaa riittdvasti kyseiselle lajille médritettyd “mallisekvenssid” (Hebert ym. 2003a;
Hebert ym. 2003b). Lajinmé&éritys perustuu nykyiseen tieteelliseen luokitteluun, eika
sen yhteydessd oteta kantaa luokittelun mielekkyyteen. Sen sijaan lajikompleksien
tunnistamisen yhteydessa DNA-viivakoodausta kaytetddn luokittelun muokkaamisen
ohjenuorana, sill& tavoitteena on Kkryptisten lajien kohottaminen lajin asemaan. DNA-
viivakoodauksen  ndkdkulmasta  lajikompleksin ~ muodostavat ~ fenotyypiltdan
samankaltaiset yksilot, joiden COl-sekvenssien etédisyydet ovat lajienvalisella tasolla.
Vastaavasti kryptisen lajin muodostavat lajikompleksiin kuuluvat yksil6t, joiden COI-
etaisyys on lajinsiséisella tasolla. Seuraavassa otetaan kantaa tdman tutkimuksen valossa
siihen, miten toimiva menetelma DNA-viivakoodaus on lajinmaarityksessa ja kryptisten
lajien tunnistamisessa  juoksujalkaisten kohdalla. DNA-viivakoodauksen
sovellettavuutta pohditaan myds 16S- ja 28S -sekvenssien parittaisten etdisyyksien
pohjalta. Kyseisid geeneja ei virallisesti kaytetd DNA-viivakoodauksessa, mutta niiden
parittaisia etéisyyksia on Kkasitelty yksittéisissd juoksujalkaisten systematiikkaa
koskevissa tutkimuksissa (Siriwut ym. 2015a; Siriwut ym. 2016) samaan tapaan kuin

COl-sekvensseja.

DNA-viivakoodauksessa lajien tunnistaminen perustuu viivakoodausaukkoon, joka
erottaa etdisyysarvojen jakaumassa lajinsisdiset etéisyysarvot lajien Vvalisista.
Ongelmana on, ettei lajinsisdiselle ja lajien valiselle COIl-geenin etéisyydelle ole
olemassa universaalia raja-arvoa. Aiemmista samalla taksonilla tehdyistd tutkimuksista
voidaan saada osviittaa viivakoodausaukon sijainnista, mutta kaytannossad se
mééritelladn erikseen jokaiselle aineistolle. Tassad tutkimuksessa viivakoodausaukko
mééritettiin  Scolopendra morsitans -aineistosta  kahdella tavalla: etsimélla

etaisyysjakauman suurin aukko ja maééarittdmalla lajinsisdiset etdisyysarvot bPTP-
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analyysin antamien mahdollisten lajirajojen mukaan (kuva 6). COI- ja 16S-sekvenssien
kohdalla menetelmien tuottamat viivakoodausaukot sijaitsivat l&hell& toisiaan, mutta
28S-sekvenssin kohdalla viivakoodausaukkojen sijainnissa oli huomattava ero. Kaikkien
kolmen geenin kohdalla bPTP-analyysin mukainen viivakoodausaukko sijaitsee
vasemmalla suurimpaan aukkoon n&hden (bPTP-analyysissd on jokaisen nayteparin
vertailussa huomioitu kaikki muut naytteet ja kaikki kolme geenid). Ketjutetun
sekvenssin kohdalla eri menetelmilla madaritettyjen viivakoodausukkojen sijainti oli
identtinen. Kun otetaan huomioon aineiston lajinsiséiset ja lajien véliset parittaiset
etdisyydet (taulukot 14, 16 ja 17) ja eri geenien parittaisten etaisyyksien korrelointi (liite
3), COI- ja 16S-sekvenssien kohdalla kumpikin menetelma tuottaa lajirajojen
madrittdmisen kannalta yhtd loogisen viivakoodausaukon. 28S-sekvenssin kohdalla
etdisyysjakauman suurin aukko (kohdassa 15,8 - 19,1 %) sijaitsee kuitenkin niin
oikealla, ettd se ei voi toimia merkkina lajirajasta. Toisaalta bPTP-analyysin mukaan
raja mahdollisten lajinsisaisten ja lajien valisten 28S-etéisyyksien valilla sijaitsee
kohdassa 0,0 - 0,0 %, jolloin jakaumakuvaan ei muodostu kayttokelpoista
viivakoodausaukkoa. On mahdollista, etteivdt 28S-geenin parittaiset etdisyydet sovellu
lajirajojen méaérittamiseen, mutta ongelma voi olla myods aineiston pienesséd koossa,

jolloin sattuman merkitys korostuu.

Lajikompleksien ja lahisukuisten lajien COl-etéisyyksia on tutkittu niveljalkaisista
erityisesti hyonteisilla ja néissa tutkimuksissa lajinsisdisen COl-etdisyyden rajaksi on
maadritetty noin 0 - 4 % (Hebert ym. 2004; Ball ym. 2005; Hajibabaei ym. 2006; Foottit
ym. 2008; Dinsdale ym. 2010). Useimmissa néistd tutkimuksista parittaisten
etaisyyksien laskemisessa on kaytetty Kimuran kaksiparametrista (K2P) evoluutiomallia
(Kimura 1980), joka sallii erisuuret todennakdisyydet transitioille ja transversioille (ns.
korjattu etéisyys). Korjaustoimenpiteen vaikutus etdisyysmitan numeeriseen arvoon on
vahdinen (Srivathsan & Meier 2012), joten tdméan tutkimuksen korjaamattomat
etaisyysmitat ovat verrannollisia kirjallisuudesta 16ytyviin etdisyysmittoihin riippumatta
siitd, kummalla tavalla etéisyydet on laskettu. Korjaamattomien etdisyyksien kayttoa
puoltaa myo6s se, ettei korjaustoimenpiteelle ole tieteellistd perustetta (Srivathsan &
Meier 2012).

Juoksujalkaisten DNA-viivakoodausta ja sekvenssien parittaisia etdisyyksia on késitelty
muutamissa viime vuosina ilmestyneissd tutkimusartikkeleissa (Oeyen ym. 2014;

Siriwut ym. 2015a; Siriwut ym. 2015b; Siriwut ym. 2016; Wesener ym. 2015; Wesener
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ym. 2016). Niissa juoksujalkaisten lajinsisaisten etéisyyksien hajonta on ollut selvasti
suurempaa kuin hyonteisilla. Useimmissa tutkimuksissa raportoidut COIl-sekvenssin
lajinsisdiset parittaiset etdisyydet ovat sijainneet valilla 0 - 11 % ja vastaavasti lajien
valiset etéisyydet valilla 13 - 28 % (Oeyen ym. 2014; Siriwut ym. 2015a; Siriwut ym.
2015b; Siriwut ym. 2016; Wesener ym. 2016). Yhdessa tutkimuksessa (Wesener ym.
2015) Geophilomorpha-lahkoon kuuluvien juoksujalkaisten lajinsisaiset parittaiset COI-
etaisyydet (0 - 17 %) olivat osin paallekkaisia lajien valisten etdisyyksien (16 - 22 %)
kanssa. 16S-geenin parittaiset etaisyydet ovat olleet samaa suuruusluokkaa kuin COI-
geenilla: lajien sisalla 1 - 11 % ja lajien vélilla 8 - 34 % (Siriwut ym. 2015a; Siriwut ym.
2016). Ainoassa 28S-geenin parittaisia etdisyyksid koskevassa tutkimuksessa
lajinsisdinen etaisyys oli 0 - 1 % (Siriwut ym. 2015a). Tassa tutkimuksessa havaitut
parittaiset etdisyydet ovat siten kaikkien kolmen geenin suhteen samassa
suuruusluokassa kuin kirjallisuudessa raportoidut. Juoksujalkaisia on tutkittu
elioryhménd vahemman kuin monia hyonteisryhmid ja parittaisten etéisyyksien suuri
lajinsisdinen  hajonta saattaa osassa tapauksista selittyd tunnistamattomilla
lajikomplekseilla (esim. Wesener ym. 2016). Toisaalta juoksujalkaisten levidmiskyky
on heikompi kuin lentavilla hyonteisilla, mikd saattaa johtaa populaatioiden
geneettiseen eriytymiseen. Onkin mahdollista, ettd suuri lajinsisdinen parittaisten
etdisyyksien hajonta on ainakin jossain madrin ominaista juoksujalkaisille. Kolmas
mahdollinen selitys ilmiélle on Wolbachia-infektion aiheuttama nopeutunut

lajiutuminen, mitd on késitelty alla (kappale 4.6.3).

Oli selitys lajinsisdisten parittaisten etaisyyksien suureen hajontaan mika hyvansa, ilmio
heikentdd DNA-viivakoodauksen toimivuutta juoksujalkaisten lajinméaarityksessa
ensisijaisesti siksi, ettd suuret lajinsisaiset etaisyydet voivat erehdyttda pitdmaan saman
lajin yksiloita eri lajeihin kuuluvina. Lisdksi COI-geenin suuri lajinsisainen muuntelu
saattaa tehdd mahdottomaksi I0ytaa lajille yhtd vertailusekvenssid, jonka perusteella
lajinmadritys tulisi tehdd. DNA-viivakoodaus ndayttdd kuitenkin toimivan suuntaa
antavana lajinmééaritysmenetelmdnd myo6s juoksujalkaisilla, mikali lajinsiséiset
etdisyydet ovat pienid tai miké&li yksilot kuuluvat fenotyyppiensé perusteella selkeéasti eri
lajeihin keskenaan. Alle 4 % COl-etdisyydet ovat poikkeuksetta lajinsiséisia niin tassa

tutkimuksessa (taulukot 14 ja 17) kuin aiemmissakin juoksujalkaistutkimuksissa.

Lajikompleksien tunnistamisessa on aiemmin hyoddynnetty ensisijaisesti fylogeneettisia

menetelmid, joista  DNA-viivakoodaus eroaa  erityisesti  laskutavan ja
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tuntomerkkiaineiston koon suhteen. Parittaisia etdisyyksia laskettaessa sekvenssiparin
sisdltama informaatio tiivistetddn yhteen kokonaissamankaltaisuutta kuvaavaan
prosenttilukuun. Tallgin kaikkia lokuksia kasitellddn samanarvoisina tiedonléhteina ja
suuri osa sekvensseihin sisaltyvéastd informaatiosta hadvida. Menetelma ei tayta
kladistiikan periaatetta, jonka mukaan vain synapomorfiat kertovat elididen
sukulaisuussuhteista. Taman tutkimuksen perusteella parittaiset etdisyydet voivat
kuitenkin tuoda lisdarvoa lajikompleksien tunnistamiseen juoksujalkaisten kohdalla.
Fylogenioiden perusteella Scolopendra antananarivoensis olisi saattanut olla S.
morsitans -lajikompleksiin kuuluva kryptinen laji (kuvat 3 ja 4), mutta parittaisten
etaisyyksien perusteella kyseessé on selkeésti lajikompleksiin kuulumaton laji (taulukko
17).  DNA-viivakoodauksen aineistona  k&ytetddn  sdadnnonmukaisesti  yhta
geenisekvenssid. Fylogenioiden pohjana pyritdén sen sijaan kdyttdmaan useampaa kuin
yhta geenialuetta, sillé eri geenien evoluutiohistoriat voivat vaihdella. Useamman kuin
yhden geenin parittaisten etdisyyksien kaytolle lajikompleksien tunnistamisessa ei ole
periaatteellista estettd. Tassd tutkimuksessa kolmen geenin parittaiset etdisyysmitat
tdydensivat toisiaan: COI- ja 16S-geenien parittaiset etdisyydet antoivat ristiriitaista
tietoa Scolopendra amazonica -fenotyypin kuulumisesta S. morsitans -lajikompleksiin
(taulukko  16), mik& olisi jddnyt huomaamatta rutiininomaisella DNA-
viivakoodauksella. Parittaisten etdisyyksien laskeminen kaikille fylogenioissa

kaytettaville sekvensseille saattaakin tuoda lisahyotya pienella panoksella.

Tamanhetkisen tutkimustiedon valossa DNA-viivakoodaus ei ole luotettava
lajinmé&aritysmenetelmé juoksujalkaisilla, joilla lajinsisdiset parittaiset etdisyydet ovat
suuria. Tilanne saattaa kuitenkin muuttua, kun ymmarrys juoksujalkaisten genetiikasta
lisadntyy ja Kkryptisia lajeja on tunnistettu nykyistda enemman. DNA-sekvenssien
parittaiset etéisyydet voivat olla hyodyksi lajikompleksien tunnistamisessa myos
juoksujalkaisilla fylogenioita tdydentévana tyokaluna.
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4.6 Tulosten luotettavuus

4.6.1 Aineiston riittavyys

Aineiston maantieteellinen otanta kattoi koko Scolopendra morsitans -lajin luontaisen
levinneisyysalueen, joten aineisto on téltd osin riittdvan kattava tutkimuskysymyksia
ajatellen. Otantaan ei siséltynyt yksiloitd Uudesta maailmasta, silla laji on levinnyt
Eteld- ja Pohjois-Amerikkaan ilmeisesti satunnaisina vieraslajipopulaatioina (Shelley
ym. 2005), eik& otannan ulottaminen alueelle olisi todenndkéisesti tuonut lisdarvoa
tutkimuskysymysten ratkaisuun. Populaatioiden alkuperda olisi kuitenkin voitu tutkia
selvittamalla Uudesta maailmasta keréttyjen S. morsitans -naytteiden sukulaisuusaste
muualta Kkerattyihin ndytteisiin, mikd kannattaa pitdd mielessa jatkotutkimuksia
ajatellen.

Biologisessa tutkimuksessa tulosten luotettavuus on yleisesti ottaen suoraan
verrannollinen otoskokoon, silld sattuman merkitys korostuu aineistoissa, joiden
otoskoko on liian pieni tutkimuskysymykseen ndhden. Tamén tutkimuksen aineiston
naytemaara oli melko pieni, mutta tuloksia voidaan pitéa luotettavina maantieteellisen
otannan riittdvyyden vuoksi. Suurempi naytemaéra olisi kuitenkin saattanut auttaa
fylogenioiden ratkaisussa, silla aiemmissa juoksujalkaisia koskevissa tutkimuksissa
taksonomisen otannan laajentaminen on vahvistanut fylogeneettista signaalia (Vahtera
ym. 2012a; Vahtera ym. 2013). Jatkotutkimuksissa otostusta tulisi lisata erityisesti

aineistossa aliedustettujen Afrikan ja Australian suhteen.

Laboratorioty0vaiheessa osasta DNA-ndytteistd ei saatu monistettua PCR-tuotetta.
Liséksi osa sekvensseistd jai niin heikkolaatuisiksi, ettd ne oli jatettdva pois aineistosta
epéluotettavuuden vuoksi. DNA:n fragmentoituminen ei selitd ongelmia yksittdisia
néaytteitd lukuun ottamatta, silld suurin osa ndaytteistd oli tuoreita, optimaalisesti
séilottyja ja kudosmateriaaliltaan riittavid. PCR:44 optimoitiin saatelemélld annealing-
lampdtilaa sekd alukkeiden ja DNA:n mdadrad reaktiossa. Osa ndytteistd myos
sekvensoitiin  toistuvasti  sekvenssien  laadun  parantamiseksi.  Yksittaisista
kudosnaytteista myos eristettiin DNA uudelleen. T&std huolimatta kaikista naytteista ei
saatu kayttokelpoisia sekvensseja. Syyné ovat todennéakoisesti universaalialukkeet, jotka

eivat toimineet optimaalisesti n&illa naytteilla.
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Aineistoon valittiin aiemmista julkaisuista 19 nayteyksilod, joilta saatiin kayttoon kaikki
sekvenssit kolmelta merkkialueelta. Sen sijaan osasta kudosndytteistd ei onnistuttu
tuottamaan kayttokelpoisia sekvensseja kaikilta kolmelta geenialueelta (taulukko 2).
Kaikista analyyseissa mukana olleista kudosnaytteistd (20 kpl) kolme merkkialuetta
saatiin  sekvensoitua onnistuneesti yhdeksasta néytteestd, kaksi merkkialuetta
kahdeksasta néytteesta ja yksi merkkialue kolmesta naytteestd (kahdella néistd COI ja
yhdelld 16S). Puuttuva aineisto vahent&d vaajaamatta nayttod, jonka pohjalle fylogenia
rakennetaan. Se myos heikentéa vertailtavuutta naytteiden valilla, silla ndytteitd voidaan
vertailla vain niille yhteisten sekvenssien pohjalta. Tdmén vuoksi tavoitteena oli, etta
kaikista aineiston néytteista saataisiin kayttdon vahintddn kaksi sekvenssid. Tavoite
saavutettiin koko aineiston kohdalla kolmea ndytettd lukuun ottamatta. Puuttuvan
aineistosta aiheutuvien ongelmien voidaan katsoa koskevan lahinnd nditd kolmea
naytettd, silla niiden sijainnit fylogenioissa ja parittaiset etaisyydet on maéritetty
ainoastaan yhden geenin perusteella. Jatkotutkimuksissa tulisi pyrkia sekvensoimaan
onnistuneesti kaikki kolme geenialuetta jokaiselta naytteeltd. Spesifien alukkeiden
suunnitteleminen juoksujalkaisille saattaa olla vaivan arvoista, vaikka se tarkoittaisi

universaalialukkeiden kayton eduista luopumista.

4.6.2 Geenialueiden valinta

Jotta molekyylisystemaattinen analyysi olisi mielekds, sekvenssiaineistolta vaaditaan
kolmea ominaisuutta. Ensinnékin sekvenssiaineistolla on oltava riittavasti pituutta, jotta
sithen voisi siséltyd riittavasti muuntelua. Koska jokainen emds vastaa yhta
tuntomerkkid, sekvenssiaineiston pituuden lisadminen lisdd myods informaatiosisaltoa
olettaen, ettd muuntelun aste on tarkoituksenmukainen. Tahéan tutkimukseen valittujen
sekvenssien yhteenlaskettu pituus oli 1411 bp. Té&ma vastaa fylogeneettisissa
tutkimuksissa nykyaan vyleisesti kaytettdvad tuntomerkkien méaérad, joten aineisto on
talta osin riittava. Toiseksi analyyseihin tarvitaan geenialueita eri osista genomia, silla
eri geeneilld saattaa olla erilainen evoluutiohistoria. Tassa tutkimuksessa kéytettiin
kahta mitokondriaalista geenid (COI ja 16S) ja yhtd tumagenomiin kuuluvaa geenia
(28S), joten tdmékin vaatimus on taytetty.

Kolmanneksi, kaytettavien geenialueiden tulee olla sellaisia, ettd niihin siséltyy sopiva
madra muuntelua elioryhméan ja tutkimuskysymykseen nahden. Mikali naytteiden

valilla on liian véhédn muuntelua, ndytteet eivéat eroa riittavasti toisistaan ja fylogenia jaa
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ratkaisematta. Jos taas muuntelua on liikaa, sukulaisuussuhteet peittyvéat paallekkaisten
mutaatioiden alle. Koodaavissa geenialueissa muuntelua on véhemman, koska
luonnonvalinta vaikuttaa niihin. Kaikki tassa tutkimuksessa kéytetyt geenialueet olivat
koodaavia geeneja, joilla on térkeitd funktioita. COI osallistuu soluhengitykseen, kun
taas 16S ja 28S koodaavat ribosomaalista RNA:ta. Tétd taustaa vasten COI- ja 16S-
sekvenssien suuri lajinsisainen muuntelu oli yllattavaa, vaikka ilmid on havaittu useissa
viime vuosina ilmestyneissd juoksujalkaistutkimuksissa (kts. tarkemmin kappale 4.5).
28S-sekvenssin huomattavasti pienempi muuntelun aste selittynee ainakin osittain sillg,
etta COIl ja 16S periytyvat eukaryooteilla mtDNA:ssa, kun taas 28S kuuluu
tumagenomiin. Aitilinjassa tapahtuvan periytymisen vuoksi mtDNA:n efektiivinen
populaatiokoko on pienempi kuin tumagenomilla (Hurst & Jiggins 2005), jolloin
alleelien fiksaatio tapahtuu teoriassa nopeammin. Lisaksi mtDNA:ssa ei tapahdu
juurikaan rekombinaatiota (Hurst & Jiggins 2005), mikd myods nopeuttaa aalleelien

fiksaatiota.

COI- ja 16S-geenien suuri muuntelun aste on todennédkdisin selitys sille, ettd
fylogeneettisten puiden tyviosat jaivat vaille tukea (kuvat 3 ja 4). Vaikka geenialueiden
antamaa fylogeneettistd informaatiota voidaan pitdd luotettavana, jatkossa
sekvenssiaineistoon tulee lisatd COI- ja 16S -geeneja konservatiivisempi geeni. Hyva
ehdokas on ribosomaalista RNA:ta koodaava 18S, jota on kaytetty aiemminkin
Scolopendromorpha-lahkoa ja muita juoksujalkaisia koskevissa fylogeneettisisséa
tutkimuksissa (Edgecombe & Giribet 2004; Vahtera ym. 2012a; Vahtera ym. 2013). 18S
kuuluu aitotumallisilla samaan autosomaaliseen operoniin kuin 28S, joten geeni on

todennakdisesti kehittynyt Scolopendra-Ilajeilla mitokondriaalisia geeneja hitaammin.

4.6.3 Wolbachia — mahdollinen virheldhde?

Solunsisdisen Wolbachia-bakteerin (Hertig & Wolbach 1924; Hertig 1936) aiheuttamaa
infektiota tavataan monilla selk&rangattomilla taksoneilla (Hurst & Jiggins 2005). Yksi
infektion vaikutuksista on, ettd eri bakteerikannoilla infektoituneet yksilot eivéat kykene
lisadntymaan keskendédn soluliman yhteensopimattomuuden vuoksi (Werren ym. 2008).
Aitilinjassa leviava infektio “periytyy” samalla tavalla kuin mtDNA, miki johtaa
kytkentdepéatasapainoon infektion ja mtDNA:n valilld (Hurst & Jiggins 2005). Onkin
esitetty, ettd mitokondriaaliset geenit eivat kerro luotettavasti Wolbachia-bakteerilla
infektoituneiden populaatioiden evoluutiohistoriasta (Hurst & Jiggins 2005).
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Tiettédvasti Wolbachia-infektiota ei ole kuvattu juoksujalkaisilla, mutta asiaa on tutkittu
toistaiseksi vdhan (Werren & Windsor 2000). Wolbachia-infektion vaikutusta S.
morsitans -lajikompleksin syntyyn ei voi naytén puutteessa sulkea pois. Infektion
mahdollisuutta tukee aineistossa havaittu mtDNA:han painottuva geneettinen
monimuotoisuus, jolle voi 16ytyd myds muita selityksid. Tulosten perusteella voidaan
kuitenkin todeta, ettd S. morsitans todella on lajikompleksi, eik&d kysymys ole
esimerkiksi epaluotettavien tulosten aiheuttamasta illuusiosta. Seka fylogeniat (kuvat 3
ja 4) etta parittaiset etdisyydet (liite 3) olivat maantieteellisesti jarjestaytyneitd. Liséksi
tumagenomiin kuuluvan 28S-geenin parittaiset etdisyydet korreloivat COI- ja 16S -
geenien parittaisten etédisyyksien kanssa (liite 3). Myds 28S-geenin muuntelu tukee
ajatusta siitd, etta S. morsitans on lajikompleksi, silld S. morsitans -aineistossa havaittiin
28S-geenille tyypillisia lajien vélisia etaisyyksia (taulukko 14). Vaikka Wolbachia ei
todennékoisesti muodosta taman tutkimuksen kohdalla virheldhdettd, jatkossa olisi
tarke&dd selvittad perusteellisesti, esiintyyko infektiota juoksujalkaisilla. Tumagenomiin
kuuluvien geenien kayttd yhdessa mtDNA:n kanssa lisdéd molekyylisystemaattisten

tutkimusten luotettavuutta tassakin suhteessa.

4.7 Jatkotutkimukset

Taman tutkimuksen tarkein 16ydos on, ettd Scolopendra morsitans -laji on geneettisesti
monimuotoinen lajikompleksi, joka koostuu useista kryptisista lajeista. Tulokset tukevat
S. morsitans -lajikompleksin jakamista useaan maantieteellisesti erilldén esiintyvéaéan
lajiin. Koska fylogeneettisissd puissa (kuvat 3 ja 4) esiintyvéat S. morsitans -ryhmét
Afrikka, Thaimaa-Kambodza, Thaimaa-Filippiinit sek& Australia téyttavat
fylogeneettisen lajikasityksen madritelman, nayttd riittdd nykyiselladn niiden
kohottamiseksi lajin asemaan, joskin Afrikan kohdalla kyseessd voi olla myds
lajikompleksi. Intian niemimaalla esiintyvien S. morsitans -populaatioiden asema
voidaan sen sijaan ratkaista vasta lisdtutkimusten my6td. Taman tutkimuksen tulosten
perusteella Scolopendra amazonica -fenotyyppi kuuluu S. morsitans -lajikompleksiin ja
sen asema putatiivisena lajina vaatii jatkotutkimuksia. Sen sijaan tulokset tukevat
Scolopendra antananarivoensis -lajin asemaa nykyluokituksen mukaisesti erillisené

lajina.
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Jotta puuttuvan aineiston vaikutus tuloksiin véhenisi, seuraavassa tyOvaiheessa
monistetaan aineistosta puuttuvat COIl-, 16S- ja 28S-sekvenssit kéyttden aiempaa
herkempdd laboratoriomenetelmad. Lisdksi DNA-naytteista sekvensoidaan 18S-geeni
ainakin osittain, mill& pyritdan vahvistamaan fylogeneettista signaalia erityisesti puiden
tyviosissa. Taman jalkeen aineistosta erottuville kryptisille lajeille etsitdan validit nimet
ja S. morsitans -lajikompleksille tehd&én revisio. On todennadkoistd, ettd uusien lajien
validit nimet 16ytyvat S. morsitans -lajin nuorempien synonyymien joukosta. Samassa
yhteydessé on tarkasteltava myds S. morsitans -lajin holotyyppid. Mikali sen havaitaan
edustavan eri lajia kuin moderni S. morsitans, asia on huomioitava revision yhteydessa.
Revision jéalkeen uusille lajeille tulisi etsid voucher-naytteistd niiden jasenia yhdistavia
morfologisia tuntomerkkien ilmenemismuotoja. Mikéli tallaisia tuntomerkkeja
Ioydetddn, ne lisatddn aineistoksi fylogeneettisiin  analyyseihin ja lopulta
maadrityskaavioihin. Parittaisilla etdisyyksilld mitattu S. morsitans -lajikompleksin
geneettinen monimuotoisuus oli tassd tutkimuksessa yllattavan suurta, eikd nykyisen
aineiston pohjalta tehtdva revisio vélttdmattd kykene ratkaisemaan asiaa kokonaan.
Taman muuntelun tarkempi Kartoittaminen edellyttdd tulevaisuudessa aineiston
kartuttamista uusilla naytteilla. Erityisen kiinnostavia alueita ovat nykyisessa aineistossa
niukasti edustetut Afrikka ja Australia sekd monimuotoisuuden keskittyméné toimiva

Intian niemimaa.

Juoksujalkaiset ovat kiinnostava ja monimuotoinen eliéryhmad, jonka evoluutiohistoriaa
on tutkittu toistaiseksi vahan. Taman tutkimuksen tavoitteena oli omalta osaltaan korjata
tdtd puutetta. On toivottavaa, ettd tulevien tutkimusten myotd myos Kkasitys

juoksujalkaisten elintavoista ja roolista elidyhteison jasenina tarkentuu.
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LIITTEET

Liite 1. Tutkimuksessa uusina sekvensoitujen naytteiden voucher-tiedot. ZSM-naytteiden
tiedot Christian Kronmidiller ja Varpu Vahtera (henkilokohtainen tiedonanto), MCZ-naytteiden
tiedot MCZBASE-tietokanta (http://mczbase.mcz.harvard.edu/SpecimenSearch.cfm).
Koordinaatit on esitetty desimaalimuodossa.

Scolopendra antananarivoensis Kronmiiller, 2010 — Madagascar; commercial pet trade; purchased before x.2014;
ZSM CKO0056.

Scolopendra antananarivoensis Kronmiiller, 2010 — Madagascar; commercial pet trade; purchased before x.2014;
ZSM CKO0057.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Philippines: Cebu; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM
CKO0003.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Philippines: Cebu; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM
CKO0004.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Philippines: Cebu; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM
CKO0005.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Kashmir; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CK0012.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Gambia; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CK0014.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Mozambique; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM
CKO0060.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Mozambique; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM
CKO0061.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Mozambique; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM
CKO0062.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Pakistan; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CK0063.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Pakistan; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CK0064.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Pakistan; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CKO0065.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — India; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CK0066.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Egypt; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CKO0067.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Egypt; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CKO0068.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — Thailand; commercial pet trade; purchased before x.2014; ZSM CK0080.
Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 32.93333° S 24.64999° E; South Africa: Eastern Cape: Jansenville District:
Jansenville, hill with radio and cell phone towers, overlooking town, 444 m; 15.i.2008; L. Prendini, M. Cooper; MCZ
1Z-130701; DNA 104702.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 37.04999° N 10.98333° E; Tunisia: Cap Bon Peninsula: Nabeul District: El
Haouaria, the ancient Roman quarry and surroundings, slope facing the sea, under stones, 51 m; 24.iii.2008; P. Stoev,
N. Akkari; MCZ 1Z-130700; DNA 104641.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 31.623422° S 117.709388° E; Australia: Western Australia: Kellerberrin
Hill, 273 m; 26.i.2006; G. D. Edgecombe, G. Giribet; MCZ 1Z-130698; DNA 103952.



Liite 2. GenBank-tietokannasta noudettujen sekvenssien voucher-tiedot. CES-ndytteiden tiedot
Jahnavi Joshi (henkilokohtainen tiedonanto), CUMZ-ndytteiden tiedot Warut Siriwut
(henkilokohtainen tiedonanto), naytteiden WAM 120857 ja MCZ 1Z-130685 tiedot (Vahtera ym.
2013), muiden MCZ-naytteiden tiedot MCZBASE-tietokanta
(http://mczbase.mcz.harvard.edu/SpecimenSearch.cfm). Koordinaatit on esitetty
desimaalimuodossa.

Scolopendra amazonica Biicherl, 1946 — 14.436° N 74.426° E; India: Kumata: Karnataka State, close to west coast,
degraded lowland forests, collected in open/exposed farms; vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07235.

Scolopendra amazonica Blicherl, 1946 — 14.436° N 74.426° E; India: Kumata: Karnataka State, close to west coast,
degraded lowland forests, collected in open/exposed farms; vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07252.

Scolopendra cingulata Latreille, 1829 — Spain: Barcelona: Barcelona; no verbatim date data (1.i.1970 - 1.i.2000); C.
Ribera; MCZ 1Z-131446; DNA 100804.

Scolopendra leki Waldock & Edgecombe, 2012 — 25.26888° S 120.63036° E; Australia: Western Australia: Southern
Carnarvon Range, interdune sand flat, open Acacia shrubland over Triodia; 8.viii.2012; N.A. Guthrie, J. Pieterse;
WAM 120857; MCZ DNA120857.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 15.409° N 74.476° E; India: Ramnagar: Karnataka State, dry scrub forest;
Vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07106.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 15.409° N 74.476° E; India: Ramnagar: Karnataka State, dry scrub forest;
vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07107.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 13.038° N 77.200° E; India: Deverayandurga: Karnataka State, dry scrub
forest; vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07203.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 13.038° N 77.200° E; India: Deverayandurga: Karnataka State, dry scrub
forest; vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07204.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 18.419° N 73.907° E; India: Bapdev ghat: Maharashtra State, dry scrub
forest; vi.-iv.2007; J. Joshi; CES 07212.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 13.80069° N 13.88141° W, Senegal, just E of Sntiou Malem, scrub
savannah with recent flooding, 25 m;  28.vi.2005; J. Huff, V. Vignoli; MCZ 1Z-130703; DNA 104707.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 16.83502° N 103.27555° E; Thailand: Ban Dan Chang: Ta Kantho:
Khonkaen; 208 m; 14.vi.2013; Animal Systematic Research Unit; CUMZ 00339.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 18.57113° N 100.78324° E; Thailand: Lainan: Weing Sa: Nan; 223 m;
21.x.2014; Animal Systematic Research Unit; CUMZ 00340.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 12.52955° N 100.95511° E; Thailand: Juang Island: Sattahip: Chonburi; 4
m; 4.vi.2012; Animal Systematic Research Unit; CUMZ 00341.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 14.54816° N 103.37197° E; Thailand: Ban Khok Pho: Prasat: Surin; 160 m;
26.ix.2014; Animal Systematic Research Unit; CUMZ 00342.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 18.84986° N 99.22122° E; Thailand: Hui Hong Khrai: Chiangmai; 420 m;
19.v.2014; N. Likhitrakarn; CUMZ 00343.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 13.97052° N 102.266° E; Thailand: Tha Kra Bak Reservoir: Srakaeo; 79 m;
26.vi.2014; Animal Systematic Research Unit; CUMZ 00344.

Scolopendra morsitans Linnaeus, 1758 — 13.60152° N 102.95258° E; Cambodia: Wat Phanombak: Srisophon; 32 m;
6.i.2014; Animal Systematic Research Unit; CUMZ 00345.

Scolopendra subspinipes Leach, 1815 — 8.61918° S 141.12033° E; Papua New Guinea: Western Province: Weam;
2010; M. Janda, T. Pius; MCZ 1Z-130685; DNA 106501.

Otostigmus multidens Haase, 1887 — 19.09500° N 100.94972° E; Thailand: Nan Province: Pua District, at Slaphet
waterfall, 417 m; 10.xii.2009; H. Enghoff; MCZ 1Z-130673; DNA 106512.



Liite 3. Aineiston pienimmat parittaiset etdisyydet merkkialueittain pienimmasta suurimpaan.
Vérit vastaavat bPTP-analyysin mukaisia mahdollisia lajirajoja (kuvat 3 - 5; mahdolliset lajiensa
ainoat edustajat (PDP<0,50) on merkitty mustalla). Listat on rajattu niin, ettd niihin sisaltyvat
kaikki bPTP-lajirajojen (kuva 4) mukaan keskenddn mahdollisesti samoihin lajeihin kuuluvat
nayteparit (PDP>0,50) ja etdisyysarvoltaan niiden valiin jadvat nayteparit. CO+165+28S -listalla
on esitetty ainoastaan naytteet, joilta oli kaytettdvissa kaikkien kolmen merkkialueen
sekvenssit.

coi 16S 28S COI+165+28S
Nayte 1 Nayte 2 % Nayte 1 Nayte2 | % Nayte 1 Nayte 2 % Ndytel | Nayte2 | %
00342 00344 0.0 CES07235 CES07252 CK0056 CK0057 CK0004 CK0005 00
Thaimaa Thaimaa ’ Intia Intia Madagaskar Madagaskar Filippiinit Filippiinit '
00342 00345 00 CK0004 CKO0005 00 00339 00342 0.0 CK0003 CK0004 01
Thaimaa Kambodza ’ Filippiinit Filippiinit ’ Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Filippiinit !
€K0003 CK0004 00 CK0067 CKO0068 00 00339 00341 00 €K0003 €K0005, o1
Filippiinit Filippiinit ! Egypti Egypti ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Filippiinit !
CK0003 CK0005 00 CK0004 CK0003 02 00339 00344 0.0 00342 00345 02
Filippiinit Filippiinit ! Filippiinit Filippiinit ! Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Kambodza !
CK0004 CK0005 0.0 CK0005 CK0003 02 00339 00345 00 CK0080 00344 02
Filippiinit Filippiinit ! Filippiinit Filippiinit ! Thaimaa Kambodza ! Thaimaa Thaimaa !
CKoo64 CK0065 00 00342 00345 04 00342 00344 00 CK0080 00345 02
Pakistan Pakistan ! Thaimaa Kambodza ! Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Kambodza !
CKO0056 ‘ CK0057 00 CK0080 00344 05 00342 00345 00 00344 00345 03
Madagaskar Madagaskar ! Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa KambodzZa ! Thaimaa Kambodza !
CK0065 CK0066 0.0 CK0080 00345 05 CK0003 CK0004 00 00342 CK0080 03
Pakistan Intia ! Thaimaa Kambodza ! Filippiinit Filippiinit ! Thaimaa Thaimaa !
CK0080 00342 00 00339 00345 07 CK0003 CK0005 00 00339 00345 03
Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Kambodza ! Filippiinit Filippiinit ! Thaimaa Kambodza .
CK0080 00344 0.0 00344 00345 0.7 CK0003 00343 00342 00344 04
Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Kambodza ! Filippiinit Thaimaa Thaimaa Thaimaa !
CK0080 00345 00 00339 00344 09 CK0003 00340 00339 00344 04
Thaimaa Kambodza ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Thaimaa Thaimaa Thaimaa !
00344 00345 00 CK0080 00339 09 CK0004 00339 CK0080 04
Thaimaa Kambodza ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit pp Thaimaa Thaimaa !
00339 00342 02 CK0080 00342 09 CK0004 00343 00339 00342 05
Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Thaimaa Thaimaa Thaimaa !
00339 00344 0.2 CK0080 00341 0.9 CKo004 00340 CK0012 CK0063 10
Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Thaimaa Kash Pakistan !
00339 00345 02 00339 00342 11 CK0005 00343 CK0064 CK0066 11
Thaimaa Kambodza ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Thaimaa Pakistan Intia !
CK0080 00339 02 00344 00342 11 CK0005 00340 CK0080 00341 11
Thaimaa Thaimaa ! Thaimaa Thaimaa ! Filippiinit Thaimaa Thaimaa Thaimaa !
CK0064 CK0066 02 00341 00345 16 CK0012 CK0063 00341 00345 15
Pakistan Intia ! Thaimaa Kambodza ! Kashmir Pakistan Thaimaa Kambodza .
CK0060 ‘ CK0061 02 00341 00339 18 CK0060 CKoo61 00341 00344 16
Mosambik Mosambik ! Thaimaa Thaimaa ! Mosambik Mosambik Thaimaa Thaimaa !
CK0061 ‘ CK0062 02 00341 00344 18 CK0060 CK0062 00342 00341 17
Mosambik Mosambik ! Thaimaa Thaimaa ! Mosambik Mosambik Thaimaa Thaimaa !
CK0060 ‘ CK0062 0.4 CK0012 CK0063 18 CK0061 CK0062 00339 00341 1,7
Mosambik Mosambik ! Kashmir Pakistan i Mosambik Mosambik Thaimaa Thaimaa %
CK0012 ‘ CK0063 10 00342 20 K064 CK0065 00
Kashmir Pakistan ! Thaimaa Tl aa ! Pakistan Pakistan !
CK0080 00341 CES07203 CES07204 CK0064 CK0066
. . 15 X N 2,2 . . 0,0
Thaimaa Thaimaa Intia Intia Pakistan Intia
00341 00342 18 CK0064 CK0066 3,0 CK0065 CK0066 0,0
Thaimaa Thaimaa i Pakistan Intia % Pakistan Intia !
00341 00344 18 CK0067 CK0068 00
Thaimaa Thaimaa ! Egypti Egypti !
00341 00345 18 CK0080 00339 0.0
Thaimaa Kambodza ! Thaimaa Thaimaa !
00339 00341 2,0 CK0080 00342 0.0
Thaimaa Thaimaa % Thaimaa Thaimaa !
CK0080 00341 00
Thaimaa Thaimaa !
CK0080 00344 0.0
Thaimaa Thaimaa !
CK0080 00345 00
Thaimaa Kambodza !
00343 00340 00
Thaimaa Thaimaa !
00341 00342 0.0
Thaimaa Thaimaa !
00341 00344 00
Thaimaa Thaimaa !
00341 00345 0.0
Thaimaa Kambodza !
00344 00345 0,0
Thaimaa Kambodza %




